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RESUMO

Diante do crescimento constante da populagdo mundial, faz-se necessario a busca por novas fontes de
proteina. Assim o objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos da farinha de Tenébrio molitorno figado
de camundongos obesos. Foram utilizados 56 camundongos machos da linhagem Swiss com idade
acima de 6 semanas. Os animais foram divididos em sete grupos com oito animais em cada grupo
(n=8), compreendendo o0s seguintes grupos: Dieta padrdo ST(G1), Dieta padrdo ALIN93(G2),Dieta
padrdo+farinha in natura(G3);Dieta padrdo+farinha fermentada(G4);Dieta hipercalérica (G5)
(Guimaraes2020); Dieta hipercalérica + farinha in natura (G6); Dieta hipercalérica + farinha
fermentada(G7). Na 4? semana de tratamento foi realizado a eutanasia pela técnica de decapitacdo e 0s
procedimentos de jejum, pesagem e coleta de sangue e tecidos para testes laboratoriais . O peso
corporal dos grupos padrdo AIN93 e HFD se manteve maior durante o tratamento, quando comporado
aos seus grupos tratados. O tratamento usando farinha in natura e farinha fermentada obteve melhoras
no peso corporal,ja a ingestdo energética foi maior nos grupos tratados. Nao houve diferenca
estatistica nos niveis de glicose em jejum, mas houve uma tendéncia de reducdo dos tratados quando
comparados a seus padrdes. A histologia feita no figado obteve diferencas notorias, o grupo tratado
padrdo (AIN93) quando comparado aos seus tratados (AIN93+FI)(AIN93+FF) melhorou o quadro
inicial visivel de danos no figado. Portanto,foi evidenciado que a inclusdo da farinha da larva de
Tenébrio molitor promoveu melhoras nas questdes associadas a sindrome metabdlica, como peso
corporal, resisténcia a insulina, esteatose hepatica. Sendo assim pode-se concluir que a inclusdo do
Tenébrio molitor é uma fonte de proteina promissora e que resultou em melhoras na saude do figado
causado por estetose hepética.

Palavra chave: Insetos comestiveis, figado, camundongos.
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1 INTRODUCAO

A elevada demanda mundial por fontes protéicasevidéncia a necessidade de
encontrarnovas fontes alternativas sustentaveis(FAO,2017).0 aumento da demanda por
proteina sera mais do que proporcional para grdos e racdes altamente proteicas (Van Huis A,
Van lItterbeeck J, Klunder H, 2013)Desse modo, se torna crescente a busca poralimentos
alternativos para substituir os convencionais e, para resolver esse impasse 0 uso de insetos se
faz cada vez mais presente, visto que 0s insetos conseguem converter os alimentos de forma
mais eficiente em massa corporal do que animais convencionais de producédo e tem sido uma
opcdo viavel no mercado agropecuario(Emanuella et al., 2019). Além disso, a criacdo de
insetos exige espacos menores quando comparado as areas destinadas para plantacéo de gréos
como milho,soja,trigo, tem ciclos de vida curto e sdo faceis de produzir e manusear, 0 que vai
depender do substrato utilizado (Ramos-Elorduy & Pino M., 2001)

O uso das larvas do inseto Tenébriomolitoré uma Otima solucdo para esse impasse,

pois é uma fonte alimentarrica em proteina, com baixo custo de producdo e alta qualidade
nutritiva.Ademais, o valornutritivodosinsetosvariaem relagdoa sua espécie e seu
estagiometamorfico(VANHUIS,2013). OTenebrio molitorpossui metamorfose completa: ovo,
larva, pupa e obesouroadulto, no entanto, a fase larval € a mais utilizada por apresentar uma
composicdo nutricional mais abundante (SCHICKLER,2008). Os nutrientes das larvas de
Tenébriopodem variar em funcdo do tamanho (peso) das larvas, sua alimentacdo e do
substrato de criacdo (RAMOSELORDUY et al., 2002).

Diversos estudos com a inclusdo da farinha de Tenébrio molitor que é rica em

aminodcidos essenciais, acidos graxos mono e poli-insaturados (MAKKAR et al.,2014) foram
realizados na alimentacdode varias espécies, tais como: aves domésticas como frango de
corte, poedeiras, peixes, suinos (CARVALHO, 2021)na qual obtiveram resultados
satisfatorios,onde os argumentos que reforcam essa ideia é que possui alta conversdo
alimentar (COLLAVO et al.,, 2005)bem como seus efeitos benéficos em parametros
metabolicos avaliados (BOSCH et al., 2014).

Mesmo com o0 progresso de métodos alternativos,autilizagdo de camundongos vem
sendo utilizada devido ao valorecondémico(Chorilli,et al 2007), os modelos animais ainda
apresentamcomo principal vantagem o fornecimento de informagdes sobre oorganismo como

um todo, fato que ndo é conseguido com outrosmétodos (Heywood, 1987; Ribeiro et al.,



1995; Salén, 1995; Snitkoff,2004). E sua introducdo como animal de laboratério deve-
seprincipalmente ao fato de ser pequeno, muito prolifero, ter periodo degestacdo curto, ser de
facil domesticacdo e manutencdo,se tornandoassim o mamifero mais utilizado em pesquisas
delaboratorio(SANTOS,2002).

Com o avango populacional,a escassez de alimentos, e uma altademanda sobre a
producdo proteica, 0s insetos ganharam destaque comouma possivel alternativa para
solucionar esse problema.Diante desse contexto, o presente estudo tem como objetivo avaliar
os efeitos dainclusdo alimentar de 15% farinha de Tenebriomolitor em lesoes de esteatose

hepatica em camundongos obesos.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Insetos:Entomofagia

A entomofagia € o consumo alimentar de insetos(Klunder et al., 2012).As principais
formas de consumo ocorrem por meio da ingestdo innatura, processamento em farinhas e o
isolamento de compostos nutricionais deinteresse. Tal consumo pode ser uma forma de
solucionar a crescente demanda por proteinas (Nongonierma et al., 2018).Cerca de 1900
espécies de insetos existentesno mundo sdo consumidas, mas alguns sdo escassos estudos
sobre seus efeitos a saude(Van Huis A, Van Itterbeeck J, Klunder H, 2013).

Entre as culturas semprehouveumarepulsdoaosinsetos,principalmente nos povos
ocidentais (Schardong et al., 2018.). Durante aevolugdohumana,
ousodeinsetossempresefezpresentenaalimentacdo. Logo em seguida devido ao avanco da
agricultura osinsetos passaram a ser considerados pragas e com o0 passar do
tempopassaramaserconsideradoscomosinaisdedoencaseincomodos (VILLELA,2018).

Aindaqueno ocidenteo consumo de insetos sejaconsiderado um tabu,cerca de 2 bilhdes
depessoas em todo omundoja suplementam suas dietas com insetos,que tém alto percentual de
proteinas e minerais e trazem beneficios aoambiente (Imathiu, 2020).

Osprincipaispovosconsumidoresdeinsetossdoencontrados em paises localizados em
regides tropicais e subtropicaiscomo: China, México e Japdo, uma vez que a biodiversidade
dessasregifespossuemumafaunademaiorriqueza doqueaobservada em paises localizados em
zonas temperadas (Govorushko,2019).

No Brasil, até 2015 existia apenas uma empresa que produzia insetos para 0 consumo,
contudo, é destinado apenas para consumo animal. A Nutrinsecta, fundada desde 2008, em
Betim (MG), ja solicitou ao Ministério da Agricultura, uma licenca para a producdo com
vistas ao consumo humano(Romeiro et al., 2015)

A entomofagia, portanto, se baseia na pratica do uso de insetos como um tipo de
alimento. Pode ser usado de diversas maneiras. Um exemplo é a farinha de Tenébriomolitor
(Imathiu, 2019) um dos insetos mais cultivados na Europa, devido a sua potencial promissor

para a industria alimenticia.

2.2 Aspectos Nutricionais
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Os insetos apresentam-se como uma excelente fonte nutricional alternativa,resultante
de uma producdo relativamente simples e sustentavel, com elevados niveis de converséo,
essasespécies ediveis (ordem dos farmacéuticos, 2012) possuem gorduras de alta
digestibilidade,onde a gordura é o segundo e mais disponivel macronutrientes nos
insetos(Fasolinetal.,2019).

Em média, o teor de gordura em insetos comestiveis varia de 13 a 33% em Orthoptera,
por exemplo, grilos e gafanhotos e Coleoptera, como besouros(Gabry et al., 2021). Eles
possuem um perfil nutricional balanceado de aminoacidos que atende as demandas humanas
e animais , além de fornecerem alto teor de acidos graxos monoinsaturados e poli-insaturados
(Govorushko, 2019).

Uma das vantagens da gordura encontrada nos insetos diz respeito ao perfil de acidos
graxos,visto que possuem alto teor de acidos graxos poli-insaturados comparavel ao
encontrado em de peixes e aves (Xiaoming, 2010).

Entre as vantagens do uso das larvas do T.molitor, em relagdo ao valor nutritivo,
diversas literaturas enfatizam o excelente conteido proteico que em média, a taxa de proteina
encontrada nos insetos fica em torno dos 60% (Fasolinet al., 2019) e um bom balanco de
aminodacidos para larvas de T.molitor(Sanchez-Muros et al., 2016). Segundo Fasolinet al.
(2019) além da grande quantidade de proteina encontrada, sdo reconhecidas como de alta
qualidade devido a alta concentracdo de aminoacidos essenciais que varia de 46 a 96% em
insetos e a digestibilidade proteica varia entre 76% e 96% (Imathiu, 2020).

Os carboidratos nos insetos estao presentes principalmente na forma de quitina, entre 5
a 20% do peso seco, com pouca funcdo energética, mas com apelo funcional (Xiaoming,
2010).0s insetos sdo uma oOtima fonte de minerais. A maioria destes destinados ao consumo
humano possuem altos niveis de fésforo e magneésio, especialmente grilos e gafanhotos, e sdo
encontrados também calcio, zinco e ferro (Gabry et al., 2021);(Imathiu, 2020).Porém, de
acordo com Gabry et al.(2021), acomposi¢do nutricional dos insetos comestiveis pode variar

de acordo com a espécie,estagio de vida, habitat e dieta.

Tabela 1. Composicdo bromatoldgica da farinha de larvas de tenébrio,valores médios, desvio

padrdo, valores maximo e minimo, e namerode amostras analisadas.

BROMATOLOGICA UNIDADE MEDIA DP MIN MAX

MATERIA SECA % 42,2 6,3 37,1 57,6
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PB %MS 52,8 4,2 47,2 60,3
FDN %MS 12,0 3,5 7,4 15
FDA %MS 6,5 6,4 6,6
EXTRATO ETEREO %MS 36,1 4,1 311 43,1
CINZA %MS 3,1 0,9 1,9 4,5
ENERGIA BRUTA MJ/KG MS 26,8 0,4 26,4 27,3

Fonte: AdaptadodeTRANEetal.(2016).

2.2.1 Larva da farinha (TenebrioMolitor)

O Tenébriomolitor € um dos insetos mais comercializados e mais procurados
(Motomiya et al., 2017). Pertence a familia Tenebrionidae, ordem coledptera, classe Insecta e
filo Arthropoda, essa ordem € a mais vasta entre os insetos, contendo cerca de 40% dos
individuos. E um inseto holometab6lico, ou seja, passa por um processo chamado
metamorfose completa, que inclui as seguintes fases: ovo, larva, pupa, besouro
adulto(Heckman et al., 1967).

Os insetos sdo eficientes na conversdo de racdo em proteinade alto valor biolégico. Em
média sdo capazes de converter 2kg de racdo em 1kg de massa. Em comparacdo, o gado
bovino exige 8kg de racdo para produzir 1kg de carne(Romeiro et al., 2015), visto que as
taxas de conversdo de alimentacdo para carne variam amplamente, dependendo da classe do
animal e as praticas de producdo utilizadas (De Marques Vilella, 2018).

A area para reproducdo dos insetos pode ser constituida por caixas onde é fornecido
algum tipo de substrato s6lido e uma fonte de umidade,na qual pode ser utilizada alguma
verdura ou o hidrogel. Ap6s a postura os ovos produzidos sdo incubados em condicGes
apropriadas para o desenvolvimento das larvas e depois de algumas semanas de
desenvolvimento as larvas sdo separadas para abate e processamentos finais(Heckman et al.,
1967)
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2.3 Obesidade

A obesidade é um sério problema de salde no mundo, apresentando elevada
prevaléncia com projecdes de atingir cerca de 2,3 bilhGes de pessoas no mundo, em 2025, na
qual a obesidade tem sido considerada a mais importante desordem nutricional nos paises
desenvolvidos e em desenvolvimento, devido ao aumento da sua incidéncia(Wanderley &
Ferreira, 2010).

A obesidade ¢ caracterizadapelo acumulo excessivo de tecido adiposo no
organismo(White et al., 2013)onde esta diretamente relacionado ao aumento da ingestéo
calorica associado a diminuicdo do gasto energético.Tais fatores predispdem as chances de
desenvolvimento de algumas doengas,sendo elas: diabetes mellitus tipo 2, hipertensdo arterial,
aterosclerose, esteatose hepatica ndo alcodlica entre outras(Figura 1)(Speretta et al., 2014). A
obesidade pode ser acarretada por diversos fatores géneticos como,habitos alimentares e falta
de exerciciosfisicos(PINTO et al., 2012).

2.3.1 Figado

O figado € um 6rgéo que possui fungdes imprescindiveis N0 Nosso organismo sendo
responsavel por regular o metabolismo de varios nutrientes como proteinas,carboidratos e
lipidiose tem como funcdo, quebrar as proteinas, determinando onde esses aminoacidos serdo
utilizados (A.V.Tiradentes et al., 2017).

Tendo em vista que a obesidade afeta a satde do figado uma das principais doencas
desencadeadas € a doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica(DHGNA). A DHGNAE definida
como o acumulo de lipidios dentro dos hepatocitos, principalmente os trigliceridios (ALANE,
2019). Visto que o figado desempenha um papel importante no controle metab6lico 0 mesmo
é um orgdo alvo no caso de excesso de alimentosque consequentemente resulta na elevagédo
dos niveis desses triglicerideos nos hepatdcitos(Stojsavljevic et al., 2014)

Quando o figadoé muito agredido, os hepatdcitos-células especializadas do figado-
perdem a capacidade de regeneracdo, o que pode acarretar um excesso de alteracdes celulares
e por fim em uma insuficiéncia hepatocelular (FORBES, 2008),que pode ser exemplificada
com uma degeneracdo celular hepatica por acimulo de lipidios, ou esteatose, encontrada no

figado, por tratar-se de um érgéo envolvido no metabolismo da gordura.
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A esteatose hepéatica (EH) é o acumulo de lipidios histologicamente visivel no
citoplasma dos hepatdcitos, podendo atingir 5% a 40% do peso do tecido, que compromete a
salde do ser vivo(ALANE, 2019). E estudos apontam que 15% a 40% dos casos de EH pode
avancar para Esteato-Hepatite N&o Alcoodlica, manifestando inflamacéo, balonizag&o e fibrose

que pode acarretar em uma cirrosse(Cazzo et al., 2017) .

3. Materiais e Métodos

3.1 Animais e local

Para realizacdodo experimento foram utilizados56camundongos machos da linhagem
Swiss com idade acimade 6 semanas, criados no biotério da Universidade Estadual de
MontesClaros. Os camundongos foram mantidos em gaiolas limpas com
oitocamundongosemcadaemantidosemambientescomciclosdeluminosidade de 12 horas com

temperatura de 24 + 2,0 °C por 120dias.

3.2Inducéo da obesidade e dislipidemia

A inducéo de obesidade e dislipidemia nos camundongos foi realizada atraveés de uma
dietacommenorpercentualdecarboidratose altas quantidades delipideos
queexercemalteracGesnodesenvolvimentodealteragdesmetabolicasemimetizamaalimentacaohu
mana,aocontrariodeoutros estudos. (Guimardes et al., 2020).Ap6s 3 meses 0s grupos foram

dividido sem grupos controle e tratados que receberam doses diarias da farinha em fracéo.

3.3IngestaoAlimentar

A ingestdo alimentar foi mensuradadurantetodootratamento, com inducdo diaria por
via oral de 15% da substituicdoda dieta por farinha de Tenébriomolitor (Carvalho, Saadet al.
2019).0 consumo alimentar foi medido trés vezes por semana, em dias pré-estabelecidos, no
mesmo horario, calculando-se a diferenca dos pesosdas ra¢des ofertada e consumida, fazendo-
se 0 célculo aritmético daestimativa diaria do consumo de racdo, em gramas. As curvas de

pesoe consumo de racdo foram realizadas em todos os grupos, durante todooexperimento.
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3.4 Teste de Tolerancia a Glicose e Sensibilidade a Insulina

O teste de sensibilidade insulinica foi realizado pela manhd,comos
animaisnoestadoalimentado,atravésdaaplicacdointraperitoneal de 0,75U de insulina/kg de
peso corporal. Com umapuncaonapontadacaudadoanimal,foi coletadaumagotadesangue para
verificagdo da glicemia no momento anterior & aplicacdode insulina e com 15, 30 e 60
minutos decorridos da aplicacdo. Oteste de tolerancia a glicose foirealizado pela manhd, com
0s animaisem jejum de 12 horas, através da aplicacdo intraperitoneal de 2 ¢
deglicose/kgdepesocorporal. Ap6sum pequenocorte naponta dacauda do animal foicoletada
uma gota de sangue para verificacdo daglicemia nomomento anterior a aplicacdo da glicose
(glicemia dejejum)e com15,30,60e120minutosdecorridosda aplicacéo.

3.5 Eutanasia

Na 4%emanadetratamentofoiefetuada a eutanasia pela técnica dedecapitacdo, conforme
orientacdes da Sociedade Brasileira de Ciénciade Animais de Laboratorio / Colégio Brasileiro
de ExperimentacdoAnimalSBCAL-COBEA e realizadoosprocedimentos de jejum, pesagem e

coleta de sangue e tecidos paratestes laboratoriais.

3.6Histologia

Amostras do figado foram coletadas ap6s o sacrificio earmazenadasemformol,
emseguidatransferidasparasolucdodealcool etilico para posterior inclusdo em parafina. Cortes
de 7umde espessura foramrealizados em micrétomo especifico, com posteriormontagem em
laminas de vidro previamente preparadas e tratamentoem Hematoxilina& Eosina para analise
dotamanhodos hepétocitos

queseramedidoporarea(pum?2)nomicroscoOpiodpticoOlympusFSX100.

3.7 Aspectos Etico

Opresenteestudoseguiuospreceitosnacionaiseinternacionais que regem 0
desenvolvimento de pesquisa em animais e foi encaminhado ao Comité de Etica em

Experimentacdo e Bem-Estar Animal (CEEBEA) da Universidade Estadual de Montes
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Claros(UNIMONTEYS).

e 3.8 Delineamento Experimental

No experimento, um total de 56 camundongos foramutilizados.Os camundongos
foramdivididos em sete grupos com oito animaisem cada grupo(n=8), compreendendo 0s
sequintes grupos: Dieta padrdo ST(G1),Dieta padrdoA1N93(G2),Dietapadrao+farinha in
natura(G3);Dietapadrao+farinha fermentada(G4);Dietahipercalérica(G5) (Guimardes2020);
Dietahipercaldrica+farinha in natura (G6); Dietahipercalérica+farinha
fermentada(G7)(Reeves,Nielsenetal.1993).

STATUS DO GRUPO IDENTIFICAQAO DOS GRUPOS
Dieta padrao Gl
Dieta AIN-93 G2
Dieta AIN-93 + Farinha in natura G3
Dieta AIN-93 + Farinha Fermentada G4
Dieta Hipercalorica G5
Dieta Hipercalorica+ Farinha in natura G6
Dieta Hipercaldrica+ Farinha Fermentada G7

3.9Analise Estatistica

Osresultadosforamexpressoscomomediatdesviopadraodamédiapara  as
analises da composicdo fisico-quimica e em média £ erro padrdo damédia para as
analises biologicas. Para comparacdo multipla de resultadosparamétricos foi
utilizado ANOVA seguido de pos-teste de Tukey. O nivel designificancia adotado
foi de 5%. Para a realizacéo da Analise estatistica

foiutilizadoosoftwareGraphPadPrismversao6.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1Ingestao de energia e composi¢ao corporal

O peso corporal dos grupos padrdo AIN-93 e HFD se mantiverammaior durante o
tratamento, quando comparado aos seus grupos tratados. O tratamento tanto da farinha in
natura quanto da fermentada obteve melhoras no peso corporal evidenciadas estatisticamente.
J& a ingestdo energética foi maior nos grupos tratados, fato que pode ser justificado pela
melhora da palatabilidade gerada pela inclusdo do Tenébriomolitor, maximizada pelo
processo fermentativo que além de melhorar a disponibilidade nutricional, melhora a
palatabilidade (Masood et al., 2021). O peso do figado ndo apresentou diferencas

significativas entre os grupos.Em seguida podemos observar nos graficos.

B
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Figura 2- Consumo energético e composicdo corporal dos camundongos tratados com dieta padréo e
hipercaldrica. A) Peso corporal ao longo do tempo. B) Peso corporal final. C) Consumo energético. D) Peso do
figado.

De acordo com Bardoczetal.(1996)e Silva etal.(2015) dependendo da composicao da

dieta,pode ser observada uma alteracdo do peso dos Orgdos entre os animais, como por
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exemplo animais que recebem dietas hiperlipidicasapresentam maior peso do figado quando
comparados com animais em dieta padrdo (comercial). Esse fato ocorre devido a maior
deposicdo de gordura hepética nos animais consumindo dieta hiperlipidica.No presente
estudo,embora ndo tenha sido relatada diferenca no peso do figado, pode-se observar uma
tendéncia de diminuicdo do peso hepéatico dos animais dos grupos quereceberam farinha de

Tenébrio molitor.

4.2 Parametros bioquimicos

Os niveis e glicose e insulina foram melhorados.Neste sentido a quantidade e a
qualidade do carboidratoque compde a dieta reflete diretamente na glicemia (SILVA e
MURA, 2010).

N&o houve diferenca estatistica nos niveis de glicose em jejum, mas houve uma
tendéncia de reducdo dos tratados quando comparados a seus padrées. N&o teve diferenca
significativa do colesterol total.
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Figura 3- Perfil bioquimico dos camundongos tratados com dieta padrao e hipercalérica. A) Teste de tolerancia a
glicose (TTG) e area sobre a curva B) Teste de sensibilidade a insulina (TSI)e area sobre a curva. C) Niveis de
glicose em jejum D) Niveis de colesterol total. E) Triglicerideos. F) Niveis GOT/ALT. G) Niveis GOT/ALT. H)
Niveis de glicose no sangue.

4.3 Analises histoldgicas

A histologia realizada no figado apresentou diferencas notorias, o grupo tratado padrdo
(AIN93) quando comparado aos seus tratados (AIN93+FI), (AIN93+FF) melhorou o quadro
inicial visivel de danos no figado. Ademais, o grupo padrdo (HFD) que foi induzida a
obesidade, apresentou uma grande quantidade de gordura no figado, ndo vista em seus grupos
tratados (HFD+FI), (HFD+FF).

De acordo com Lage et al. (2014) observaram um efeito hepatoprotetor da adi¢ao
de3% de farinha da casca da jabuticaba em animais recebendo dieta AIN-93G,os autores
relataram a diminuicdo de esteatose hepéatica no grupo tratado,quando comparados com o
grupo controle. o qual atenuou os danos hepaticos induzidos pela dieta. O que também foi

observado neste estudo e podemos observar na figura a seguir.

AIN93+F1

Figura 4- Analise histoldgica dos camundongos tratados com dieta padréo e hipercalérica.
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5CONCLUSAO

Em conclusdo, foi evidenciado que a inclusdo da farinha da larva de Tenébriomolitor
promoveu melhoria das alteracBes metabdlicas associadas a sindrome metabdlica, como peso
corporal, resisténcia a insulina, esteatose hepatica. Portanto,a inclusdo doTenébriomolitor é
uma fonte protéica promissora para a alimentacdo animal e até mesmo humana, no que tange
a sustentabilidade, qualidade nutricional e principalmente na melhora de aspectos que geram

promocéo da salde.
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