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RESUMO

BARNABE, Michele Lilian da Fonseca, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, Abril de 2024.
Efeito do consumo de grilo preto em pé associado a farinha de soja na biodisponibilidade
de ferro, satide intestinal e balanco oxidativo de ratos Wistar. Orientadora: Ceres Mattos
Della Lucia.Coorientadoras: Hércia Stampini Duarte Martino, Reggiani Vilela Gongalves,
Barbara Pereira da Silva, Izabella Maria Montezano de Carvalho.

O ferro € um dos minerais mais abundantes na natureza. Ainda assim, sua deficiéncia se
caracteriza como a caréncia nutricional mais prevalente no mundo e atinge milhdes de pessoas.
Neste cendrio, o consumo de insetos comestiveis surge como uma alternativa sustentdavel para
lidar com questdes relacionadas a melhora do status nutricional de ferro em paises em que
prevalece sua caréncia, tendo em vista seu excelente perfil nutricional. Além de macro e
micronutrientes, os insetos aptos para o consumo humano sio fontes de fibras e compostos
bioativos, que podem impactar positivamente na saide intestinal e no estresse oxidativo,
respectivamente. Apesar disso, o consumo de insetos ainda apresenta resisténcia quanto a sua
aceitagdo em uma sociedade ocidental. Uma alternativa para esse problema € a transformacao
desse ingrediente alimentar em um pd, bem como sua inser¢do em outras farinhas consumidas
habitualmente. Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivo investigar a
biodisponibilidade de ferro presente em dietas experimentais contendo grilo preto (Gryllus
assimilis) em p0, isolado ou em associagdo a farinha de soja (UFVTN 105AP), bem como seu
efeito na saude intestinal e balan¢o oxidativo em ratos Wistar. O contetido de ferro da albumina
e das dietas foi determinado por espectrometria de absor¢do atomica. O método utilizado para
a avaliac@o da biodisponibilidade foi o de deplecao/replecao de hemoglobina, segundo a técnica
da AOAC (1998), com modificagdes. Para este ensaio bioldgico, foram utilizados 32 ratos
machos jovens (Rattus novergicus, variedade albinus) da linhagem Wistar, distribuidos em
quatro grupos (n=8/grupo), a saber: Grupo A: dieta padrao com sulfato ferroso (SF), Grupo B:
dieta padrao contendo Gryllus assimilis em p6 e farinha de soja (GP + FS) , Grupo C: dieta
padrao contendo Gryllus assimilis em p6 (GP); D: dieta padrao contendo farinha de soja (FS).
Durante o periodo experimental, foram monitorados o peso corporal € o consumo alimentar
para determinagdo do coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA). Apds a eutandsia dos animais,
orgaos como figado e intestino (duodeno ) foram coletados. O contetdo cecal foi utilizado para
arealizacdo de andlises de acidos graxos de cadeia curta, umidade fecal, pH fecal, consisténcia
e coloragdo das fezes. Foram realizadas andlises de produtos de peroxidacdo (malondialdeido,

proteina carbonilada e 6xido nitrico) e atividade de enzimas antioxidantes (catalase, supedxido



dismutase e glutationa S-transferase) no figado e realizadas andlises histomorfométricas do
duodeno (espessuras de mucosa e submucosa e diametro de células caliciformes). Durante a
eutandsia, o sangue foi coletado por puncdo cardiaca para andlises séricas de ferritina,
transferrina e hemoglobina. O teste estatistico ANOVA seguido de post-hoc de Tukey foi
realizado por meio do software GraphPad Prism (GraphPad software, San Diego, CA), versao
9.0. Foi estabelecido o nivel de significancia de 5% para todos os testes. O consumo de grilo
em po, associado a farinha de soja, mostrou-se mais eficaz na biodisponibilidade de ferro
(HRE% = 41,13 + 10,86 e RBV-HRE = 1,15 £ 0,18). Os animais que consumiram GP + FS
apresentaram, ainda, maior umidade fecal (21,29 + 3,80%), maior concentracdo de dcido acético
(10,02 £ 0,76 mmol/L) e maior atividade da superéxido dismutase (1,27 + 0,27 umol/min/g) e
reducdo de malondialdeido (1,95 + 0,37 nmol/mg PTN), e manutencdo da espessura de mucosa
e submucosa e diametro de células caliciformes.

Palavras-chaves: Entomofagia; insetos comestiveis; anemia ferropriva; farinha de soja,

morfologia intestinal, d4cidos graxos de cadeia curta.



ABSTRACT

BARNABE, Michele Lilian da Fonseca, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, April 2024.
Effect of consumption of black cricket powder associated with soy flour on iron
bioavailability, intestinal health and oxidative balance in Wistar rats. Adviser: Ceres
Mattos Della Lucia. Co-advisers: Hércia Stampini Duarte Martino, Reggiani Vilela Gongalves,
Barbara Pereira da Silva, Izabella Maria Montezano de Carvalho

Iron is one of the most abundant minerals in nature. Nevertheless, its deficiency is characterized
as the most prevalent nutritional deficiency in the world, affecting millions of people. In this
scenario, the consumption of edible insects emerges as a sustainable alternative to address issues
related to improving iron nutritional status in countries where its deficiency prevails,
considering their excellent nutritional profile. In addition to macro and micronutrients, insects
suitable for human consumption are sources of fibers and bioactive compounds; such as
glycosaminoglycans. Fibers have strong potential in improving intestinal health, and bioactive
compounds have antifungal, antimicrobial, antioxidant, and anti-inflammatory properties;
capable of preventing inflammation and oxidative stress. However, the consumption of insects
still faces resistance regarding its acceptance in Western society. An alternative to this problem
is the transformation of this food ingredient in a powder, as well as their incorporation into
blending with other commonly consumed flours. In light of the above, this study aims to
investigate the bioavailability of iron present in experimental diets containing black cricket
(Gryllus assimilis) powder, isolated or in combination with soybean flour (UFVTN 105AP), as
well as its effect on intestinal health and oxidative balance in Wistar rats. This study also aims
to systematically review the potential use of edible insects in enhancing nutritional value and
altering sensory characteristics in food products. The iron content of albumin and diets was
determined by atomic absorption spectrometry. The method used for assessing bioavailability
was the hemoglobin depletion/repletion method, following the AOAC technique (1998), with
modifications. For this biological assay, 32 young male rats (Rattus novergicus, Wistar strain)
were used, divided into four groups (n=8/group), namely: Group A: standard diet with ferrous
sulfate (FS), Group B: standard diet containing Gryllus assimilis powder and soybean flour (GP
+ SF), Group C: standard diet containing Gryllus assimilis powder (GP), and Group D: standard
diet with soybean flour (SF). During the experimental period, body weight and food
consumption were monitored to determine the feed efficiency ratio (FER). After euthanasia of
the animals, organs such as liver, intestine (duodenum),were colected. Cecal content were used
to evaluate intestinal health through analyses of short-chain fatty acids, fecal moisture, fecal
pH, consistency, and color of feces. Analysis of peroxidation products (malondialdehyde,

carbonylated protein, and nitric oxide) and antioxidant enzyme activity (catalase, superoxide



dismutase, and glutathione S-transferase) was conducted in liver, as well as histomorphometric
analysis of the duodenum (mucosal and submucosal thicknesses, and diameter of goblet cells).
Blood was collected after euthanasia via cardiac puncture for serum analyses of ferritin,
transferrin, and hemoglobin. Statistical tests ANOVA followed by Tukey's post-hoc test were
conducted using GraphPad Prism software (GraphPad Software, San Diego, CA) version 9.0.
A significance level of 5% was established for all tests. The consumption of cricket powder, in
combination with soy flour, proved to be effective in iron bioavailability (HRE% =41.13+10.86
and RBV-HRE = 1.15+0.18). The animals that consumed GP + FS also showed improvements
in fecal moisture (21.29+3.80%), acetic acid (10.02+0.76 mmol/L), higher superoxide
dismutase activity (1.27£0.27 pmol/min/g), and reduction of malondialdehyde (1.95+0.37
nmol/mg PTN), as well as maintenance of mucosal and submucosal thickness and goblet cell
diameter.

Keywords: Entomophagy, edible insects, iron-deficiency anemia, soy flour, intestinal

morphology, short-chain fatty acids.
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1. INTRODUCAO

O termo entomofagia deriva do grego éntomon, “inseto” e phagein, “comer”; sendo
assim definido como o ato de consumir insetos (Evans et al., 2015). Esta é uma pratica antiga,
tendo inicio com os primeiros hominideos. Atualmente, cerca de 113 paises sdo adeptos a
entomofagia, e sdo conhecidas mais de 2.000 espécies de insetos comestiveis em todo o mundo
(Aratjo et al., 2022; Jongema, 2017; Silva Lucas et al., 2020;).

O consumo de insetos é extremamente comum em regides da Africa, Asia, Coldmbia,
Meéxico, China, Tailandia, Indonésia, Japao e Austrdlia (Defoliart, 2002; Jongema, 2017).
Atualmente, os besouros lideram o ranking dos insetos mais consumidos, seguidos por lagartas,
abelhas, vespas e formigas. Em seguida, citam-se os gafanhotos, grilos, cigarras, percevejos,
cupins, libélulas e moscas (Jongema, 2017).

Estima-se que, nas proximas décadas, ocorra um grande crescimento populacional e a
inddstria alimenticia necessitard se reinventar para atender a demanda global de alimentos, por
meio do desenvolvimento de produtos nutritivos de forma sustentdvel. Sob essa perspectiva, os
insetos destacam-se como uma alternativa, tendo em vista suas qualidades nutricionais e seu
sistema de producdo, menos oneroso € mais sustentdvel quando comparado a produgdo de
bovinos, peixes e aves (Araujo et al., 2022; Rupold e Schluter; 2013) .

Uma das estratégias para melhorar a aceitagdao dos insetos seria seu uso na forma de p6
(Bisconsin-Junior et al., 2022). Portanto, a mistura de insetos em p6 com farinhas mais habituais
na alimenta¢do humana como forma de complementacdo nutricional surge como alternativa,
bem como sua insercdo em produtos alimenticios (Aboge et al., 2022; Haber et al., 2020;
Montevecchi et al., 2021). Farinhas de leguminosas, como a soja, por exemplo, se beneficiariam
da adi¢do de pods de insetos, tendo em vista a complementacdo de seus aminodcidos limitantes
(Oibiokpa et al., 2018).

Proteinas, gorduras, fibras, vitaminas e minerais, especialmente ferro, zinco e célcio, sdo
nutrientes encontrados em insetos comestiveis (Mwangi et al., 2018; Ojha et al., 2021; Rupold
e Schluter; 2013; Van-Huis et al., 2013). Sua composi¢do nutricional, entretanto, pode variar
de acordo com a espécie, o estagio de desenvolvimento e a dieta do inseto (Bessa et al., 2020;
Toti et al., 2020). Dentre os insetos com potencial de utilizacdo na alimentacdo humana, o
Gryllus assimilis tem gerado interesse no meio cientifico, devido ao seu valor nutricional. Com
relacdo ao perfil de minerais, este inseto apresenta em sua composicao cobre (0,68 mg/100g),
manganés (1,42 mg/100g), zinco (5,22 mg/100g) e ferro (2,78 mg/ 100g) sendo o contetdo

deste muitas vezes préximo ou superior ao encontrado em fontes animais (Aradjo et al., 2019).
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Insetos comestiveis apresentam alto contetido de fibra alimentar, uma vez que possuem
indices elevados de quitina, que € o componente principal do exoesqueleto artrépode (Raheem
et al., 2019). Gafanhotos migratérios apresentam cerca de 27% de fibra alimentar em seu peso
seco, enquanto grilos apresentam 6,3%. Incluir fibra na alimentacio estd relacionado com a
melhora da saide intestinal e com a redu¢do de doencas cardiovasculares (Bagchi, Ohia, 2021).

Nos insetos comestiveis sdo encontrados, ainda, compostos bioativos que possuem
funcdes antiflingica, antimicrobiana, antiviral, antioxidante, antiinflamatéria e efeitos
imunomodulatérios (Seabrooks e Hu, 2017). Foram observados no Gryllus assimilis em p6
compostos bioativos com propriedades antioxidantes e antimicrobianas, tais como 0s
glicosaminoglicanos (Nowakowski et al., 2021; Rupold e Schluter; 2013).

Embora se observe o progressivo interesse nos insetos para a alimentacao humana, bem
como para a industria no desenvolvimento de novos produtos, a biodisponibilidade do ferro no
Gryllus assimilis em p6 ainda € pouco explorada, bem como sua associacdo com a saude
intestinal e balanco oxidativo in vivo. Neste sentido o presente estudo visa preencher esta lacuna

do conhecimento.

2. JUSTIFICATIVA

Estudos acerca do ferro sdo cldssicos na literatura, tendo em vista que marcadores
especificos para realizacdo dos estudos experimentais ja estdo bem delimitados. Porém, ainda
ndo hé relato na literatura sobre investigacdes que tenham avaliado a biodisponibilidade de ferro
presente em insetos com potencial para alimentacao humana, bem como a relacdo destes insetos
em po, isolados ou associados a farinha de soja, na saide intestinal e balango oxidativo in vivo.
Sendo assim, o presente estudo visa a obter resultados para contribuir com o preenchimento
desta lacuna. Avaliar a biodisponibilidade de ferro em insetos em po e sua correlacdo com a
saude intestinal e balanco oxidativo torna-se importante para embasar € encorajar o seu
consumo pela populacdo, auxiliar no desenvolvimento de novos produtos alimenticios, bem
como encontrar fontes alternativas para melhoria do perfil nutricional de popula¢des em paises

em desenvolvimento.
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3. HIPOTESE

Hipotetiza-se que o Gryllus assimilis em pé ird apresentar elevada biodisponibilidade
de ferro e que, associado ou nao a farinha de soja, influenciara positivamente nos parametros

de satde intestinal e balanco oxidativo in vivo.

4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo geral

Investigar a biodisponibilidade de ferro do Gryllus assimilis em pd, associado ou ndo a

farinha de soja, e seu efeito na saude intestinal e balanco oxidativo in vivo.
4.2. Objetivos especificos
e Determinar a concentragdo de ferro no Gryllus assimilis em p6 e na farinha de soja;

e Investigar o efeito do Gryllus assimilis em po6, isolado ou em associacdo a farinha de

soja, sobre o consumo alimentar e ganho de peso em ratos Wistar;

e Analisar a biodisponibilidade do ferro presente no Gryllus assimilis em po, isolado ou

em associagdo a farinha de soja, em ratos Wistar;

e Avaliar o efeito do Gryllus assimilis em p0, isolado ou em associac¢do a farinha de soja,

na atividade antioxidante e balan¢o oxidativo em ratos Wistar;

e Investigar o efeito do Gryllus assimilis em po, isolado ou em associacdo a farinha de

soja, na sadide intestinal de ratos Wistar.

5. REVISAO BIBLIOGRAFICA

5.1. Historico da entomofagia
A palavra entomofagia deriva do grego, e € definida como o ato de consumir insetos
(Evans et al., 2015). Em tempos que remontam o periodo pré-historico, ndo existiam
ferramentas para a cacga, o que fez com que o homem mantivesse uma dieta onivora e se
alimentasse extensivamente de plantas e insetos, como ovos, larvas, pupas e insetos adultos
como ingredientes alimentares (Kourimska, 2016).

Data-se que o consumo de insetos na China deu-se ha 3.200 anos (Yi et al., 2010). Nos
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banquetes que aconteciam no palécio real, os gafanhotos eram servidos em varas (Van-Huis et
al., 2013), sendo comum também o consumo de larvas e pupas de vespas (Ying et al., 2010).
De maneira geral, o ato de consumir insetos ndo era cotidiano, visto que eram considerados
iguarias (Raheem et al, 2019).

De maneira oposta a crenca popular, os insetos nao sao somente consumidos quando se
ha escassez ou impossibilidade de aquisi¢ao de alimentos “convencionais”. Em muitas regides
do mundo, o consumo de insetos acontece devido a sua palatabilidade e pelo hédbito alimentar
presente naquela regido (Deroy et al., 2015; Van-Huis et al, 2013).

O consumo de insetos destaca-se nas regides da Africa, Asia, Coldmbia, México, China,
Tailandia, Indonésia, Japao e Austrdlia (Defoliart, 2002; Jongema, 2017). Porém, nos paises
que adotam os padrdes dietéticos ocidentais, o ato de consumir insetos por parte da populacao
humana € raro ou até mesmo culturalmente visto como inapropriado (Van-Huis, 2013).
Contudo, a Organizacdo das Nagdes Unidas para Alimentacdo Agricultura (FAO) coloca a
producdo de insetos como um meio de pensar a alimentacdo humana e a seguranca alimentar
(FAOQ, 2013).

A Organizacao das Nagdes Unidas para Alimentagdo Agricultura (FAO) vem, desde
2003, se dedicando a pontos relacionados a entomofagia em multiplos paises do mundo. A
organizacdo coloca a producdo de insetos como um meio de pensar a alimentacdo humana e a
seguranca alimentar, tendo como foco gerar e compartilhar conhecimentos sobre o tema, bem
como expandir o nimero de pesquisas e fomentar politicas e legislagdes sobre o uso de insetos
(FAO, 2013).

Com o objetivo de explorar discussdes acerca da utilizac@o de insetos como alimentos e
racoes, foi realizada a Conferéncia Mundial sobre Insetos para Alimentar o Mundo, em 2014,
onde estavam presentes representantes de 42 paises. Nessa conferéncia, foram apontados os
principais desafios para a inser¢do de insetos como alimentos: maior conscientizagdo do publico
em geral para promover os insetos como alimento sauddvel para humanos e animais; influenciar
os formuladores de politicas a aprovar legislacdes de alimentos e racdes que incluam insetos; e
promover maiores esforcos de pesquisa para fornecer e propagar, com dados validados e
evidéncias cientificas, os beneficios do uso de insetos nas cadeias de alimentos (FAO, 2014).

Apesar de seus beneficios, € comum o questionamento acerca da seguranca do consumo
de insetos. Existem riscos microbianos, quimicos, téxicos e alergénicos; porém, os riscos
tornam-se extremamente baixos desde que os insetos sejam criados em um ambiente higi€nico
e livre de substancias téxicas (Van-Huis et al., 2021).

No Brasil, a maior parte dos habitantes vive em centros urbanos e possui um padrio
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alimentar ocidental, sendo a entomofagia uma préitica mais comum em comunidades nativas e
tradicionais nas regides Norte e Nordeste (Costa-Neto, 2015; Macedo et al., 2017). E
relativamente comum o consumo de insetos como icd ou tanajura (Atfta spp.), bastante
consumida em Minas Gerais, Amazonas e Nordeste brasileiro como um ingrediente das farofas;
a larva do bicho-da-taquara (Morpheis smerintha, Lepidoptera); e a satva (Atta cephalotes);
formigas muito consumidas na regido norte (Terramerica, 2013). Existem, no pais, empresas
que produzem insetos para consumo animal e humano, sendo os principais insetos produzidos

o grilo-preto (Gryllus assimilis) e o tenébrio gigante (Zophobas morio) (Aragjo et al., 2019).

5.2. Entomofagia e a seguranca alimentar e nutricional

De acordo com a Lei Organica de Seguranca Alimentar e Nutricional (LOSAN), de 15
julho de 2006 (Lei n° 11.346), entende-se como Seguranca Alimentar e Nutricional (SAN) a
realizacdo do direito de todos ao acesso regular e permanente a alimentos de qualidade, em
quantidade suficiente, sem comprometer o acesso a outras necessidades essenciais, tendo como
base préticas alimentares que promovam a saide e que respeitem a diversidade cultural e que
sejam social, econOmica e ambientalmente sustentdveis (BRASIL, 2006).

A insegurancga alimentar tem se transformado em um problema para os seres humanos
devido ao crescimento populacional, a elevacdo da demanda por alimentos e um declinio na
disponibilidade (Gahukar, 2009). Ao redor do mundo, a entomofagia desempenha papel
importante na seguranc¢a alimentar humana; sendo considerada uma estratégia préatica e vidvel
para amenizar este impasse (Gahukar, 2011). Em diversos grupos étnicos ao redor do mundo, a
presenca de um nimero notdvel de insetos nativos t€ém exercido um papel como fonte alimentar
alternativa para lidar com a questdo da inseguranca alimentar (Puzari, 2020). Devido ao efeito
positivo da ingestdo de insetos na saide humana e nos meios de subsisténcia, a FAO rotulou os
insetos como uma fonte alternativa de alimento no combate da questdo relacionada a
inseguranca alimentar (FAO, 2010).

Os insetos s@o uma fonte sauddvel e sustentdvel de proteinas, minerais, vitaminas e
energia utilizados para lidar com a desnutri¢do e subnutricdo em paises em desenvolvimento e
desenvolvidos (Govorushko, 2019; Tao e Li, 2018). O contetido de nutrientes dos insetos tende
a variar de acordo com a espécie e, também, de acordo com o estdgio do desenvolvimento em
que o inseto se encontra. Entretanto, de maneira geral, insetos aptos para o consumo humano
apresentam em seu perfil nutricional elevado contetudo de zinco e ferro (Mwangi et al., 2018),

0s quais sdo essenciais em diversos processos bioquimicos (Wieser et al., 2013). Sendo assim,
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o consumo de insetos comestiveis pode ser considerado uma maneira de auxiliar na melhora do

status de micronutrientes (Mwangi et al., 2018).

5.3. Aspectos nutricionais da entomofagia

Devido a relevante gama de insetos comestiveis, seu perfil nutricional torna-se
altamente diverso, podendo até variar entre a mesma espécie conforme sua dieta, seu estagio de
desenvolvimento, sexo, bem como ambiente de crescimento e método de aferi¢ao dos nutrientes
(Castro et al., 2018; Van-Huis e Oonincx, 2017).

Para o consumo humano, os insetos, sejam colhidos na natureza ou criados em habitat
controlado, necessitam passar por processamento. Na literatura, foram observadas trés formas
principais de se ingerir insetos: inteiros, processados em formas granulares e pastosas ou, ainda,
por meio da extracdo de um componente alimentar advindo do inseto (Govorushko, 2019).
Quanto aos métodos de processamento convencionais, citam-se o vapor, a fervura, o cozimento,
a fritura, a secagem ao sol e a defumacao (Van-Huis e Oonincx, 2017). Em paises que praticam
a entomofagia, o consumo de insetos inteiros € mais comum, sendo o processamento em suas
formas granulada e pastosa € comum em locais onde os habitantes nio estdo adaptados com o
consumo de insetos inteiros como, por exemplo, a Europa. Ja a extracdo de um componente
alimentar € uma prética melhor aceita onde a entomofagia ndo € convencional (Van-Huis e
Oonincx, 2017).

Os insetos sdo amplamente vistos como fonte alternativa de proteina, porém outros
nutrientes também se destacam, como as gorduras, fibra alimentar, vitaminas e minerais
também sdo encontrados em insetos comestiveis (Bisconsin-Junior et al., 2022; Van-Huis et al.,
2013). Uma por¢ao de 100 g de lagartas (larvas de mariposa ou borboleta) contribui com 76%
da quantidade didria de proteinas e quase 100% da quantidade diaria recomendada de vitaminas
como riboflavina, dcido pantoténico e biotina; os besouros, gafanhotos e grilos, por sua vez, sao
ricos em folato (Rumpold e Schluter, 2013).

Grilos, gafanhotos, farinha de larvas e cupins possuem boas concentragdes de ferro,
zinco, cdlcio, cobre, fésforo, magnésio e manganés (Ojha et al., 2021). O estudo sobre a andlise
do contetido de ferro se torna interessante tendo em vista que a deficiéncia deste mineral é
frequente em paises em desenvolvimento (Raheem et al., 2019). Os insetos aptos para o
consumo humano apresentam concentragdes de ferro diversificadas e que variam de acordo com
as diferentes espécies, com seu estdgio de desenvolvimento, bem como a sua dieta. A

concentracdo de ferro varia entre 4 e 62 mg/100 g, sendo que o menor valor foi encontrado no
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grilo tropical doméstico (Gryllodes sigillatus) e o maior valor no cupim (Macrotermes
subhyalinus) (Mwangi et al., 2018). Em contrapartida, carnes de frango e bovina fornecem 1,2
mg e 3 mg de ferro, respectivamente (Tao e Li, 2018). O conteddo de ferro dos insetos
comestiveis mostra-se, em alguns casos, superior ao da carne, porém a biodisponibilidade e a
bioacessibilidade do ferro nos insetos como fonte alimentar ainda € pouco explorada (Castro et

al., 2018; Ojha et al., 2021; Toti et al., 2020).

5.4. Entomofagia: vantagens, desafios e perspectivas

Estima-se que, em 2050, a populacdo mundial seja de 9,5 a 10 bilhoes de pessoas. Assim,
emerge na sociedade a busca por novas fontes alimentares seguras, limpas, nutritivas e mais
sustentdveis (Chantawhannakul, 2020; Raheem et al., 2019). Neste cendrio, surge o interesse
na utilizacdo de insetos para a alimenta¢do humana, tendo em vista a conscientizacao de que os
mesmos sao altamente nutritivos. Além disso, seu cultivo ndo necessita de grandes areas, a
manutencao possui baixo custo e os insetos podem ser de grande valia para inddstrias quimicas
e farmacéuticas, servindo como insumos para a obtencdo de compostos bioativos utilizados na
fabricacdo de nutracéuticos (Matos, Castro, 2021; Traksele et al., 2021; Xia et al., 2011).

A criacdo de insetos requer menos recursos hidricos e térreos, tem melhor conversao
alimentar, e gera menos gases de amonia e efeito estufa quando comparados ao gado
convencional (Van-Huis e Oonincx, 2017). Entretanto, as vantagens nutricionais e ambientais
ndo se demonstram suficientes para persuadir os ocidentais a inserir os insetos em sua dieta,
sendo necessdrio entdo a criagdo de estratégias que incentivem o consumo deste alimento
(Bisconsin-Junior et al., 2022).

Para a populagdo ocidental, os insetos ndo sdo culturalmente vistos como um alimento
padrdo de seu consumo dietético. Tal fato dificulta a sua aceitagdo por parte da populagdo e,
consequentemente, a incorporagdo da entomofagia como um comportamento alimentar habitual
(Bisconsin-Junior et al., 2022). Diante do exposto, observa-se uma aversao natural aos insetos
como fonte alimentar, justificando a resposta neofdbica dos consumidores diante da
entomofagia (Onwezen et al., 2021).

Alguns estudos apontam a repulsa como a barreira primordial para o consumo de insetos
(Bisconsin-Junior et al., 2022; Lammers et al., 2019; Woolf et al., 2019). A repulsa é uma
emog¢ao humana universal, no entanto, é possivel observar uma bagagem cultural influenciando
a percepcao cultural sobre o que seria repugnante ou ndo (Bisconsin-Junior et al., 2022). Tal

fato se torna evidente quando observamos que o ato de consumir insetos € extremamente
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comum em regides da Africa e Asia, e completamente repugnante em paises ocidentais (Van-
Huis et al., 2013).

A maneira como a entomofagia € vista difere entre as partes do mundo. Dessa forma, os
métodos de comunicagdo utilizados para encorajar o consumo de insetos ndo devem ser os
mesmos. Em regides onde a seguranca alimentar € instavel, os insetos comestiveis devem ser
promovidos visando aspectos econdmicos e nutricionais. Nas regides onde o consumo de
insetos ja € habitual, deve-se estimular a preservacio e promog¢ao deste hdbito como forma de
combater a influéncia das dietas ocidentais. Ja nas regides de alta renda, estratégias que
promovam o consumo de insetos e de produtos derivados precisam livrar-se de preconceitos e
do fator desgosto (Lange, Nakamura, 2021).

Uma das opcdes debatidas acerca da melhora da aceitabilidade da entomofagia sdo
exposicoes educativas em zooldgicos e museus, bem como palestras educativas que versem
sobre a experiéncia de consumir insetos e atividades gastrondmicas que apresentem opg¢des de
lanches, cardédpios de restaurantes e bares e livros de receitas com insetos comestiveis (Lange,
Nakamura, 2021).

Diversas estratégias tém sido propostas para melhorar a aceitabilidade dos insetos
comestiveis. A mais fomentada estd relacionada com a alteracdo da visibilidade dos insetos,
convertendo-os, por exemplo, em pé. Tal estratégia se justifica porque o grau de processamento
e, consequentemente, o nivel de visibilidade do inseto é capaz de influenciar as expectativas
emocionais com relagdo a um produto adicionado com insetos (Binconsin-Junior et al., 2022).
Desta forma, os insetos sob a forma de pd, acrescentados em preparacdes prontas para o
consumo ou em pasta, podem melhorar sua aceitacdo e expressar uma fase de transi¢do para
sua inser¢ao na cultura alimentar de regides que nio praticam a entomofagia (Khatun et al.,
2021; Megido et al., 2016).

A estratégia de usar os insetos na forma de pd abriu margem para estudos que
analisassem seu potencial no enriquecimento nutricional de outras farinhas mais comuns na
alimentacdo humana, bem como seus produtos (Aboge et al., 2022; Haber et al., 2020;
Montevecchi et al., 2021). Neste cendrio, surge o interesse na mistura dos pos de insetos e soja,
tendo em vista a complementagdo de ambas. A soja apresenta concentracao elevada de proteinas
vegetais (42 g/100 g), conta com oito aminodcidos essenciais, com destaque para o mineral
potdssio, mas € também fonte de fatores antinutricionais (Deepika et al., 2013). J4 os insetos
sdo ricos em proteina animal (60 a 70 g/100 g), sdo pobres em fatores antinutricionais € possuem
diversos aminodcidos essenciais, principalmente metionina e cistina; que sdo aminoacidos

limitantes na soja (Oibiokpa et al., 2018).
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5.5. Gryllus assimilis

Os grilos s@o insetos noturnos € possuem como habitat ambientes com vegetacdo
rasteira, campos nativos ou lavouras com baixa cobertura vegetal; bem como pedras, troncos
ou galerias subterraneas. Sua alimentacdo tem como base as folhas, ramos e raizes de plantas.
Durante o dia, permanecem encobertos sob detritos e galerias subterraneas, em ambientes
umidos e escuros (Barbosa et al., 2009; Moreira e Aragao 2009).

As espécies mais encontradas em nosso meio sao o grilo-preto ou grilo-comum (Gryllus
assimilis) e o grilo-marrom (Anurogryllus muticus). A primeira espécie é conhecida por ter
também ambientes antrépicos, hortas e gramados como habitat natural. A segunda, adquiriu
notoriedade mais recentemente devido a sua ocorréncia em lavouras (EMBRAPA, 2007).

O Gryllus assimilis é uma espécie nativa das Indias Ocidentais, pafses da América do
Sul e Central, estando presente também na América do Norte, como no Estado Unidos, no
estado da Flérida, podendo ser criado com €xito e em grandes colonias em ambiente controlado
(Starcevic et al., 2017). Seu perfil nutricional tem gerado interesse no meio cientifico,
especialmente quanto a sua concentragdo de proteinas, que corresponde a cerca de 65% de sua
composi¢ao (Araujo et al., 2019; Machado et al., 2019); seguidos por lipidios (21%),
carboidratos (8%) e cinzas (4%) (Aragjo et al., 2019). Com relacdo ao perfil de minerais, o
Gryllus assimilis apresenta em sua composicdo cobre (0,68 mg/100g), manganés (1,42
mg/100g), ferro (2,78 mg/ 100g) e zinco (5,22 mg/100g); sendo que o ferro encontrado em
insetos por muitas vezes € muito proximo ou até mesmo superior ao ferro encontrado em fontes
animais de proteina (Arayjo et al., 2019).

Apresentam, ainda, percentual significativo de fibra na forma de quitina (Ojha et al.,
2021). A quitina ndo € soluvel em 4gua, e pode ser parcialmente degradada por enzimas
digestivas no trato gastrointestinal humano; prevenindo o crescimento de microorganismos
patogénicos acarretando em melhora da sadde intestinal (Bagchi, Ohia 2021; Rinninella et al.,
2019).

O Gryllus assimilis possui um perfil nutricional que o torna um alimento alternativo
interessante para humanos e animais ou, ainda, para uso como matéria-prima na formulagdo de

suplementos alimentares para dietas especiais (Araujo et al., 2019).

5.6. Soja
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A soja (Glycine max (L) Merrill) cultivada no Brasil é uma planta herbacea, do género
Glycine L. As principais variedades comerciais apresentam caule hispido, pouco ramificado e
raiz com eixo principal e muitas ramificagdes. Desenvolvem vagens levemente arqueadas que,
quando amadurecem, vao da cor verde para amarelo-palido, marrom-claro, marrom ou cinza,
podendo conter de uma a cinco sementes lisas, elipticas ou globosas, de tegumento amarelo
palido, com hilo preto, marrom, ou amarelo-palha (EMBRAPA, 2021).

Na composicdo quimica desta leguminosa estdo presentes vitaminas (tocoferol,
filoquinona, tiamina, riboflavina e folatos), fosfolipidios e minerais (potdssio, fésforo,
magnésio, enxofre, cdlcio, cloreto, sédio, silicio, ferro, zinco, molibdénio, manganés e cobre),
além de outros componentes, como acido fitico, inibidores de tripsina, oligossacarideos que sao
biologicamente ativos (Eesteves e Monteiro 2001; Mandarino, 2008).

Dentre as fontes de proteina vegetal, como os cereais € as leguminosas, a soja possui 0
maior conteido de proteinas (40%) e o segundo maior contetido de lipidios (20%). Seus
compostos bioativos, como por exemplo os isoflavonoides, atuam no controle e diminui¢ao do
risco de doencas cronicas nao transmissiveis (Achouri et al., 2005).

A soja € uma leguminosa de relevancia na economia mundial e na alimentacdo humana,
devido as suas propriedades nutricionais e funcionais. Por meio do melhoramento genético,
surgem novos cultivares com sabor aperfeicoado e com composicdo quimica modificada
(Oliveira et al., 2007). O cultivar UFVTN 105 AP, utilizado no estudo, foi desenvolvido pelo
Programa de Melhoramento de Soja do Instituto de Biotecnologia da Universidade Federal de
Vicosa (BIOAGRO/UFV). Este € um cultivar produzido por meio de um método de
retrocruzamento, apresentando em sua composicdo conteidos de proteinas mais elevados e
auséncia de lipoxigenases (LOX1, LOX2 e LOX3). Tal auséncia resulta em grdos com
concentracdes reduzidas em inibidores de tripsina, melhorando também o sabor e aceitacao
deste cultivar (Carvalho et al., 2009; Duarte Martino et al., 2011).

Além de proteinas e minerais, a soja possui também compostos com caracteristicas
antinutricionais como, por exemplo, o 4dcido fitico, inibidores de tripsina e oligossacarideos que
podem interferir negativamente na biodisponibilidade de minerais (Esteves e Monteiro, 2001;
Mandarino, 2008). Porém, Carvalho et al. (2009) realizaram um estudo que avaliou a
biodisponibilidade do ferro presente no cultivar UFVTN 105 AP. Este cultivar possui conteddo
de proteina elevado (43,1%) e oferece sabor superior as variedades convencionais (Duarte
Martino et al., 2011). Os autores analisaram a biodisponibilidade do mineral mencionado na
soja com casca e soja sem casca, tendo sido observado que a biodisponibilidade de ferro foi de

68,5% e 67,1%, respectivamente, quando comparados ao padrdo sulfato ferroso (100% de
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biodisponibilidade). Tais resultados mostram que o conteiido de ferro presente na farinha de
soja do cultivar UFVTN 105 AP € altamente biodisponivel.

A soja é uma leguminosa que apresenta proteina de alto valor biolégico (EMBRAPA,
2021). Os insetos em po, apesar de apresentarem elevado teor proteico, sdo limitantes em alguns
aminodcidos como por exemplo lisina e triptofano (Raheem et al., 2019). Desta forma, a
mistura destas farinhas se torna benéfica tendo em vista a complementagdo de seus aminodcidos

limitantes (Oibiokpa et al., 2018).

5.7. Ferro

5.7.1. Deficiéncia de ferro

O ferro é considerado o 4° elemento mais presente na natureza, sendo encontrado no
organismo em dois estados denominados férrico (Fe**) e ferroso (Fe**) (Grotto, 2008; Margarita
et al., 2018). O ferro € um mineral crucial para o bom funcionamento do organismo, possuindo
papel de extrema importancia em diversas funcdes bioldgicas, incluindo respiracdo, geracao de
energia, sintese de DNA e proliferagdo celular; sendo também um importante cofator de
proteinas ligadas ao transporte de oxigénio (Camaschella, 2015; Margarita et al., 2018).

Apesar de serem tidas como sindnimos, deficiéncia de ferro e anemia ferropriva
possuem defini¢des distintas. A defici€éncia de ferro € entendida como a deplecao das reservas
de ferro corporal total; j4 a anemia ferropriva € conhecida como o terceiro estigio e a forma
mais evidente de manifestacdo da deficiéncia de ferro (Camaschella, 2019). A maneira mais
grave da deplecao das reservas de ferro se manifesta na forma de anemia ferropriva, sendo esta
enfermidade mais comum em criancas, mulheres jovens e mulheres gravidas; tendo em vista
que sao fases da vida onde a necessidade metabdlica deste mineral se encontra elevada. Embora
a deficiéncia de ferro seja o principal distdrbio nutricional presente globalmente, os projetos
governamentais de suplementacio t€m contribuido para a redugdo desses indices (Camaschella,
2015; Pasricha et al, 2020).

Os sinais e sintomas da deficiéncia de ferro muitas vezes sao ignorados. O sintoma de
maior relevancia € a fadiga, sendo que a longo prazo alteracdes como boca seca, queilite,
glossite atrdfica, teias faringeas de Plummer-Vinson e perda de cabelo, também sao sinais que
podem predizer uma anemia por deficiéncia de ferro (Camaschella, 2019).

O diagndstico correto da deficiéncia de ferro se d4 por meio de exames laboratoriais.

Niveis baixos de ferritina sérica sdo considerados o padrdo ouro para a identificacdo da
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deficiéncia de ferro, uma vez que avalia a deplecao dos estoques deste mineral. No contexto de
uma inflamacdo, o diagndstico da anemia pode precisar de mais de um tipo de teste laboratorial
e adota-se um teor mais alto de ferritina (100 pl) como um preditor, ja nos casos de insuficiéncia
renal e doencas cardiacas o diagndstico de deficiéncia de ferro também adota maiores teores
(300 pl) (Grotto, 2010).

As principais fontes dietéticas de ferro s@o as visceras, como, por exemplo, o figado,
seguido pelos mariscos, ostras, rim, coragdo, carnes magras, aves e peixes. Dentre as fontes
vegetais, se destacam os feijdes, os grdos integrais e as frutas secas, porém sua
biodisponibilidade é menor do que nas carnes (Costa e Peluzio, 2021).

Diversos fatores podem interferir na absor¢do e consequente biodisponibilidade do
ferro. Dentre os fatores que interferem positivamente na absorcao do mineral mencionado,
citam-se fatores fisioldgicos como, por exemplo, a deficiéncia de ferro, a hemocromatose, a
gravidez e a eritropoiese aumentada; e os dietéticos e intraluminais como 4cido ascorbico, dcido
citrico, amino4cidos sulfurados e produtos da digestao de carnes (Costa e Martino, 2016). Os
fatores que interferem negativamente na absor¢do de ferro também podem ser fisiolégicos ou
dietéticos e intraluminais. Com relacdo aos fatores dietéticos ou intraluminais, t€ém-se a
precipitacdo por alcalinizacdo, fitatos, ingestdo de compostos alcalinos ou de antidcidos,
proteina do leite, albumina, gema de ovo e proteina da soja, café e chd. J4 com relacdo aos
fatores fisioldgicos, cita-se saturacdo de ferro, transito intestinal acelerado, sindrome de ma
absorc¢do, aquilia ou acloridria, doencas que causam anomalias na mucosa intestinal; como por

exemplo a doenga celiaca (Costa e Martino, 2016).

5.7.2. Absorc¢do do ferro

A absorc¢ado de ferro acontece através dos enterdcitos e envolve seu transporte por meio
de diferentes barreiras, como, a membrana apical, a translocagdo através do citosol e a liberacao
do ferro na membrana basolateral na corrente sanguinea. O contetido de ferro da dieta pode ser
absorvido por duas vias, sendo elas a via paracelular ou transcelular, sendo a dltima dependente
de energia (Grotto, 2010). A fracdo de ferro que € absorvida da quantidade ingerida é
relativamente baixa, podendo variar de 5% a 35%, dependendo das condicdes e do tipo de ferro
(Abbaspour et al., 2014).

A absorcao intestinal do ferro é responsavel por regular seu balango. A absor¢cdo pode

acontecer em qualquer parte do intestino delgado, porém, é no duodeno que se tem a maior

eficiéncia. Antes de ser captado pela borda em escova das células da mucosa, os 4&tomos de ferro
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devem primeiro atravessar a camada de muco. O préprio muco tem a propriedade de se ligar ao
ferro, sendo este mineral mais soldvel no estado ferroso (Fe?*) do que na sua forma férrica
(Fe*"). Portanto, o Fe?* atravessa a camada de muco mais rapidamente para alcangar a borda
em escova, onde é ligado a proteinas ligantes de ferro, como por exemplo, a mucina
(glicoproteina do muco). As proteinas ligantes de ferro vao transferir o mineral para dentro da
célula. O ferro também pode ser carreado através do enterdcito por outras duas proteinas
ligantes, como a integrina e mobilferrina, que sdo semelhantes a transferrina. A integrina,
localizada nas vilosidades intestinais, facilita o transporte do mineral para dentro da célula,
enquanto que a mobilferrina recebe o ferro da integrina, que atua como uma proteina protetora
de ferro no citosol até a membrana basolateral (Grotto, 2010).

O ferro ndo heme também pode ser transportado do lumen intestinal para o interior do
enterdcito através da proteina transportadora de metal divalente (DMT-1), porém, a DMT-1
transporta apenas o ferro em seu estado mais solivel. Assim, como a maior parte do ferro
presente no limen estd na forma férrica e menos soldvel, ocorre entdo, a reducdo da forma
férrica em ferrosa. Esse processo de reducao acontece na borda em escova por meio de redutase
férrica, citocromo duodenal B (DCYTB) ou através de agentes redutores como o dacido
ascorbico. O influxo de ferro através da membrana basolateral para a circulagdo é mediada pela
proteina transportadora, ferroportina 1 e a oxidase férrica, hefaestina. Além disso, a ferroportina
1 também favorece a liberacao de ferro de outras células, incluindo macréfagos (Scheers, 2013).

No momento em que o ferro alcanga o plasma, ele é oxidado a Fe** pela ceruloplasmina
e, sequentemente captado pela transferrina. A por¢cdo de ferro no citosol que ultrapassa a
capacidade de ligacdo com a transferrina liga-se a ferritina, onde é liberada na circulacio
sanguinea. Porém a maioria permanece nas células da mucosa, sendo posteriormente eliminado
do organismo dentro de dois a trés dias, através da descamacao das células no limen intestinal.
Assim, o ferro ligado a transferrina €, entdo, liberado para os estoques no figado, no bago e na
medula éssea, bem como para os tecidos, que precisam de ferro. Para que o ferro seja captado
pelos tecidos € preciso uma ligacdo da transferrina aos receptores celulares. O complexo
formado por essa ligacao penetra na célula por endocitose e forma uma vesicula no seu interior.
As enzimas lisossomais liberam o Fe** e a apotransferrina, sendo esta levada de volta a
superficie da célula e segue para o plasma. A maioria do ferro encontrado no organismo esta
ligado a uma proteina, e ndo na forma livre. Essa ligacdo atua protegendo o ferro da filtracdo
glomerular servindo como um mecanismo de defesa, visto que o Fe?* reage prontamente com
peréxido de hidrogénio (H202), gerando radicais livres, que sdo extremamente reativos e

causam danos a célula (Costa e Martino, 2016).



29

Em geral, o ferro atravessa a célula sendo liberado no plasma na forma de Fe’*,
entretanto, apenas uma pequena por¢ao do ferro heme que entra na célula chega até a veia porta
como ferro heme. Este, ao ser captado por HCP1 (transportador de ferro heme) sofre endocitose
e o ferro ferroso é liberado dentro do endossomo ou lisossomo no citossol do enterdcito,

seguindo o mesmo percurso do ferro ndo heme (Costa e Martino, 2016).

5.7.3. Armazenamento e excre¢do

ApOs a absorcdo, o ferro possui dois caminhos: pode ser exportado diretamente para o
plasma através da superficie basolateral da célula ou entdo ser armazenado por alguns dias
(Mackenzie e Garrick, 2005). Grande parte do ferro circulante no plasma advém da destrui¢ao
das hemoglobinas (macréfagos do sistema reticuloendotelial) e pode ser armazenado no figado
na forma de ferritina ou hemossiderina (Abbaspour et al., 2014).

Juntas, a concentracdo de ferritina e hemossiderina refletem os estoques de ferro do
corpo. Ambas armazenam ferro em uma forma insoldvel e estdo presentes principalmente em
orgdos como figado, baco e medula éssea (Abbaspour et al., 2014). Na eritropoese, acontece a
reutilizacdo do ferro presente na hemoglobina. Um adulto normal libera cerca de 20 a 25 mg de
ferro por dia do catabolismo das hemoglobinas. A por¢cdo heme da molécula € catabolizada pela
heme oxigenase a biliverdina e, subsequentemente, a bilirrubina, que é, entdo, secretada na bile
e excretada do organismo. O ferro degradado retorna a circulacdo ligado a transferrina. A
transferrina se liga a receptores de transferrina (TfR) especificos nos precursores de eritrocitos
na medula dssea e o ciclo se completa quando um novo eritrdcito entra na circulagdo, sendo que
mais de 90% do ferro da hemoglobina € reutilizado. Na deficiéncia de ferro a transferéncia deste
mineral no ciclo eleva-se pelo aumento da expressao de ferroportina nos macréfagos, bem como
pela sintese hepdtica de transferrina e expressdo de TfR1 na medula éssea e outros tecidos

(Costa e Martino, 2016).

5.7.4. Biodisponibilidade de ferro
Entende-se por biodisponibilidade a parcela de um nutriente ingerido que se torna
disponivel para ser usada e armazenada no corpo (Melse-Boonstra, 2020). Desta forma, a
biodisponibilidade do ferro se refere a fracdo do mineral passivel de ser absorvida pelo trato
gastrointestinal, sendo sequentemente armazenada (Schafer, 2011). O ferro pode ter sua
biodisponibilidade afetada negativa ou positivamente por fatores fisioldgicos e dietéticos (Costa

e Martino, 2016). Dentre os fatores dietéticos que inibem a absorcao de ferro, podemos citar o
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acido fitico, os polifendis, o cdlcio e as proteinas. J4 com relacdo ao aumento da absorcao do
ferro, podemos citar o dcido ascérbico (Fairweather-Tait e Sharp, 2021). Sobre os fatores
fisiol6gicos, sabe-se que a anemia e a deficiéncia de ferro atuam aumentando a sua absorcio;
ja situacdes onde ha transito intestinal acelerado, saturacao de ferro, distirbios absortivos e
doencas que afetam a mucosa intestinal (como, por exemplo, a doenca celiaca), a absor¢cdo do
ferro serd prejudicada (Costa e Martino, 2016).

Diversos fatores podem interferir diretamente na biodisponibilidade de nutrientes dos
insetos comestiveis, desde a forma em que esses insetos foram criados (qualidade do substrato
alimentar, condicdes ambientais, estado de desenvolvimento) e processamento de alimentos
(alteragdes fisicas, quimicas e/ou bioldgicas), bem como o consumo de alimentos a base de
insetos e subsequente digestdo, absorcio e metabolismo (Ojha et al.,, 2021). A
biodisponibilidade de minerais, de maneira geral, necessita de diversos processos como a
liberacdo do nutriente da matriz fisico-quimica alimentar; efeitos da digestdo enzimadtica no
intestino; ligacdo e absorcdo através da mucosa intestinal; transferéncia através da parede
intestinal para a circulacdo sanguinea ou linfética; distribuicdo e deposicdo sist€mica; uso
metabolico e funcional; bem como excregdo via urina ou fezes (Mwangi et al., 2018).

Em animais vertebrados, o ferro se encontra concentrado nos musculos na forma de
mioglobina e hemoglobina; j& nos insetos, o ferro na sua forma primdria (ferro heme) é
encontrado nos citocromos. Suspeita-se que a biodisponibilidade do citocromo ferro heme,
mioglobina e hemoglobina sejam parecidas (Mwangi et al., 2018). Em insetos, o ferro ndo heme
se faz presente como: ferritina e holoferritina. Cada molécula de ferritina pode abrigar milhares
de atomos de ferro, uma vez que esta proteina tem como fun¢@o o armazenamento deste mineral,
geralmente em seu estado ferroso, o que eleva sua biodisponibilidade (Latunde-Dada et al.,
2016).

Assim como outros insetos comestiveis, os grilos sdo considerados fontes ricas de
minerais nutricionais (Aragjo et al., 2019). Entretanto, muitas vezes o conteido de minerais
pode ser alto e a biodisponibilidade pode nao ser eficiente, uma vez que a biodisponibilidade
de um alimento depende de sua matriz alimentar, bem como do seu processo de digestdo e
absorcao (Ojha et al., 2021). Por isso se faz importante analisar a biodisponibilidade de ferro
presente no Gryllus assimilis em po, para saber o quanto do ferro presente realmente é

aproveitado pelo organismo.

5.8. Insetos comestiveis e satide intestinal
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Os insetos aptos para o consumo humano sao nutritivos € econdmicos do ponto de vista
ecologico. Existem relatos do uso de insetos comestiveis como forma de tratamento de diversas
doencas, e acredita-se que eles possuem potencial para atuar na melhora da satide (Van-Huis,
2018).

Proteinas, gorduras, fibras alimentares, minerais e vitaminas sdo nutrientes encontrados
em insetos comestiveis (Bisconsin-Junior et al.,, 2022; Van-Huis et al., 2013). Os
micronutrientes presentes na composi¢do nutricional dos grilos apresentam potencial na
prevenc¢do de anemia, melhora na fun¢do do sistema imunolégico, melhora na fungdo cognitiva
e saude gastrointestinal em humanos (Abril et al., 2022).

Os efeitos benéficos da fibra na saide intestinal t€ém sido amplamente estudados. Insetos
comestiveis apresentam alto teor de fibra alimentar, uma vez que possuem indices elevados de
quitina, que € o componente principal do exoesqueleto artropode (Raheem et al., 2019). Sendo
65,6 mg/kg a quantidade média de quitina observada na matéria seca em insetos comestiveis
(Bagchi e Ohia, 2021). Quitina ndo é solivel em dgua, e pode sofrer degradacdo parcial de
enzimas digestivas no trato gastrointestinal humano. Este polimero e seus derivados evidenciam
uma prevencdo no crescimento de microorganismos patogénicos como Salmonella
typhimurium, Escherichia coli e Vibrio Cholera (Bagchi e Ohia, 2021; Rinninella et al., 2019).

A fibra alimentar presente no pé de insetos comestiveis, por vezes, ¢ muito proxima a
fibra encontrada em farinha de trigo integral e farinha de soja (Nowakowski et al., 2021).
Gafanhotos migratdrios apresentam cerca de 27% de fibra alimentar em seu peso seco, besouros
e larvas amarelas apresentam 18% e grilos apresentam 6,3%. Incluir fibra na alimentacdo esta
relacionado com a melhora da sadde intestinal e melhora na eficiéncia contra doencas

cardiovasculares (Bagchi e Ohia, 2021).

5.9. Insetos comestiveis e balanco oxidativo

Mudangas no padrdo alimentar global mostram crescente aumento da ingestdo de
alimentos com alta densidade energética e com baixos contetidos de minerais, vitaminas e fibras
(Martins et al., 2021). Uma dieta na qual predominam alimentos gordurosos e com baixo
conteddo de fibras torna-se fator de risco para o desenvolvimentos de distirbios metabdlicos e
inflamatérios cronicos que atingem diversos 6rgaos (Wali et al., 2020).

Patologias como aterosclerose, doenca pulmonar obstrutiva cronica, Alzheimer e cancer
sdo ocasionadas devido a um estresse oxidativo (Forman e Zhang, 2021). Entende-se por

estresse oxidativo o desequilibrio entre radicais oxidantes livres e as defesas antioxidantes. Ou
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seja, € um estado cujo radicais livres estdo em excesso e as defesas antioxidantes estardo
trabalhando de maneira insuficiente no combate aos radicais; ocasionando danos aos sistemas
bioldgicos (Sies et al., 2017).

Fungdes antifingica, antimicrobiana, antiviral, antioxidante e antiinflamatéria sio
comuns dos compostos bioativos encontrados em insetos comestiveis (Seabrooks e Hu, 2017).
Foram observados no Gryllus assimilis em pd compostos bioativos como 0s
glicosaminoglicanos e peptideos com propriedades antioxidantes e antimicrobianas
(Nowakowski et al., 2021). Além disso, este inseto apresenta quantidade satisfatéria de zinco,
que € um mineral conhecido por suas propriedades antioxidantes (Rumpold e Schluter, 2013).

A caracteristica antioxidante de hidrolisados de insetos e fra¢des peptidicas faz com que
esses compostos contribuam para a reducdo da inflamacdo e estresse oxidativo, por meio da
diminui¢do dos radicais livres presentes no organismo (Messina et al., 2019; Nowakowski et
al., 2021). Desta forma, observa-se que o inseto em pd, bem como seu hidrolisado e fracdes de
peptideos, apresentam potencial para prevenir enfermidades cuja origem esteja associada a
inflamagdo cronica e ao estresse oxidativo (Nowakowski et al., 2021).

Ainda sd3o insuficientes na literatura estudos acerca das propriedades funcionais de
insetos comestiveis. Entretanto, Stull e colaboradores (2018) observaram em seu estudo que o
consumo de 25 g de Gryllus assimilis em p6 por dia apresentou propriedade de reducdo dos
niveis da citocina pré-inflamatéria TNF-a circulante no plasma de humanos. Outro estudo
realizado com hidrolisado de Tenebrio molitor (10 g de tenébrio em 100 mL de agua destilada)
mostrou atividade de erradicag@o dos radicais livres (Tang et al., 2018). Ainda assim, s@o
necessarios maiores estudos que elucidem os compostos bioativos presentes nos insetos

comestiveis, e sua funcdo antioxidante.

6. MATERIAL E METODOS

O ensaio bioldgico e as andlises de composicao centesimal no Gryllus assimilis em po
e na farinha de soja foram realizados no Laboratério de Nutricdo Experimental do
Departamento de Nutri¢cdo e Saude, da Universidade Federal de Vigosa (DNS/UFV), e as
andlises de composi¢do mineral foram conduzidas com o Laboratério de Andlise de Solos
(Departamento de Solos/UFV). As andlises de balanco oxidativo foram realizadas no
Laboratério de Patologia Experimental (BDA/UFV) e Laboratério de Ecofisiologia de
Quirépteros (BDA/UFV). Ja as andlises histologicas foram realizadas no Laboratério de

Morfologia Animal (BDA/UFV).
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6.1. Farinha de soja

A soja (UFVTN 105 AP) utilizada no estudo foi cedida pelo Programa de Melhoramento
de Soja do Instituto de Biotecnologia da Universidade Federal de Vicosa (BIOAGRO/UFV),
sendo desenvolvida por meio de um método de retrocruzamento.

Para a obtencdo das farinhas, os grdos foram moidos utilizando um moinho de facas
(peneira de 600 um, tamanho 30 mesh; moedor vertical rotor MA 090 CFT, Marconi, Brasil)
com granulometria de 850 pm. Posteriormente, a farinha de soja foi acondicionada em sacos de
polietileno e armazenada em freezer (-20°C) até o momento de ser usada na elaboracdo das

dietas.

6.2. Obtencdo do Gryllus assimilis em po

O Gryllus assimilis em p6 foi obtido da empresa Ecological Food, que realiza a criacao
de insetos para alimentacdo animal localizada na cidade de Limeira (SP). Esses insetos foram
criados sob um regime de alimentagdo que consistia em: farelo de trigo, racdo de codornas (sem
carne ou restos de animais), cenoura e dgua. Os insetos foram mantidos em criadouro especifico
cuja temperatura girava em torno de 28° C a 30° C,e quando atingiram a vida adulta foram
abatidos por congelamento. Apds separagdo para a remog¢ao de excrementos, foram submetidos
a um jejum de 24 horas para reduzir o contetido intestinal, que ndo pode ser removido
manualmente. Em seguida, foram abatidos por reducio de temperatura (congelamento a -18 °C
por 24 horas), passaram por branqueamento durante 5 minutos e sofreram choque térmico.
Ap6s, foram desidratados em estufa com circulacdo de ar a 45°C por 48 horas, triturados em

liquidificador e peneirados para obtenc¢do de um pé de fina granulacao.

6.3. Composicao centesimal das farinhas

6.3.1 Desmineralizacido das vidrarias

As vidrarias e utensilios utilizados tanto na determinacdo do teor de ferro quanto nos
ensaios bioldgicos foram desmineralizados, utilizando-se uma solugao de 4cido nitrico (HNO3)

10%, na qual permaneceram por 24 h, sendo, posteriormente, enxaguados com dgua deionizada.

6.3.2 Analise de ferro nas farinhas

A digestdo e a analise de ferro foram realizadas de acordo com o postulado por Gomes
et al. (2003). Foram pesados separadamente 2 g de cada farinha (pé de Gryllus assimilis e
farinha de soja) em papel manteiga, em balanga analitica (Gehaka, BG2000, Brasil), e

transferidos para tubos de digestdo. Em seguida, 10 mL de 4cido nitrico a temperatura ambiente
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foram adicionados aos tubos e mantidos em bloco digestor, a 150°C, por 16 horas. Quando
necessdrio, 5 mL de 4cido nitrico eram adicionados aos tubos. Apds a digestao, os tubos foram
resfriados em temperatura ambiente e as amostras transferidas para baldes volumétricos de 50
mL, sendo os tubos lavados com dgua deionizada e agitados em vortex, por 3 vezes. Para
andlise, os extratos foram diluidos apropriadamente utilizando dgua deionizada. O conteido de
ferro foi determinado no Departamento de Solos da Universidade Federal de Vigosa, por
espectrometria de emissdo atomica (SpectrAA, Modelo 220 FS), e com as seguintes condi¢des:
poténcia de 1300 W, fluxo de ar refrigerante de 15 L/minuto, fluxo de ar auxiliar de 0,7
L/minuto, fluxo de ar carregador de 0,5 L/minuto, velocidade de introdu¢do de amostra de 1,5

mL/minuto e uso de nebulizador Perkin Elmer.

6.3.3 Determinacao de lipidios

Para a determinacgdo de lipidios, utilizou-se o método de Sohxlet, no qual 5 g de amostra
seca foram pesados em um cartucho e cobertos com algodao. O peso das amostras (Peso A) foi
anotado e os cartuchos identificados a l4pis. Baldes de 250 mL (1 para cada amostra) foram
lavados e colocados na estufa a 105°C por 12 horas (overnight) e, em seguida, resfriados em
dessecador. Foi pesado o baldo seco vazio (Peso 1) e o peso anotado. Posteriormente foi
montado o sistema de extragdo (baldo + extrator + cartucho + 2 “viragens” de éter etilico), que
permaneceu por 8 horas sob aquecimento. Apos as 8 horas, o cartucho foi retirado e o éter etilico
guardado para posterior recuperacdo. Os baldes foram deixados na capela por 20 minutos e
posteriormente secos em estufa a 105°C por 24 horas (com a porta ligeiramente aberta nos
primeiros 30 minutos). Seguidamente foram resfriados em dessecador e pesados (Peso 2). O
teor de lipidios foi dado de acordo com a seguinte férmula:

Teor de lipidios (%) = Peso 2 - Peso 1 x 100
A

6.3.4 Determinacao de proteinas

A determinacdo proteica foi realizada por meio da digestdo, destilagcdo e titulacio pelo
método de Kjeldahl. Em triplicata, 0,05 g de amostra foram pesadas em papel manteiga.
Cuidadosamente os papéis foram dobrados e colocados em tubos de digestdao. Para os brancos,
os papéis foram colocados vazios. Em seguida foram acrescentadas nos tubos 1 ponta de
espatula de mistura digestora (aproximadamente 1 g) e, posteriormente, 3 mL de &4cido
sulftrico.

Os tubos foram, entdo, colocados para digerir em bloco digestor, onde permaneceram
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por 1 hora a 300°C. Apds este tempo, a temperatura foi aumentada para 350°C por 30 minutos
e, posteriormente, para 380°C por mais 30 minutos. Em seguida, o bloco foi desligado e as
amostras foram colocadas para esfriar em temperatura ambiente.

Foram preparados erlenmeyers de 250 mL (1 para cada tubo digestor) com 10 mL de
acido bdrico. As amostras foram colocadas no destilador de Kjeldahl, onde foram acrescentados
15 mL de NaOH 50% até a mudanca de coloragdo das amostras para o marrom. Em seguida,
100 mL de condensado foram recolhidos no erlenmeyer e titulados com HCL 0,05N.

O fator 6,25 foi utilizado no cédlculo da conversdo de nitrogénio em proteinas, de acordo
com a seguinte férmula:

% Proteina = % Nitrogénio x 6,25

6.3.5 Determinacao de fibras

A andlise total de fibra alimentar foi realizada de acordo com o método enzimético
gravimétrico (AOAC, 2012). Os cadinhos utilizados nesta anélise foram deixados em imersao
durante a noite em detergente neutro (concentracdo de 20%) e, em seguida, lavados com dgua
destilada até a remocdo de todo o sabdo. Em seguida, os cadinhos foram secos em estufa
colocados na mufla a 525°C por 5 horas.

Em seguida, os cadinhos foram lavados 5 vezes com 20 mL de HCI 0,5N na direcdo
normal, neutralizando 2 vezes com 10 mL de dgua destilada na mesma direcdo e 3 vezes com
20 mL de dgua destilada na direc@o oposta. Os cadinhos foram secos em estufa a 105°C por 12
horas, resfriados e pesados para obten¢do da tara zero. Em seguida, em cada cadinho, foi pesado
1 g de celite, sendo estes colocados em uma estufa a 105°C durante a noite para obtengdo da
tara 1. Posteriormente, foi realizada a hidrélise enzimadtica das amostras: 4 béqueres (600 mL)
foram preparados para cada amostra, e nelas foram pesados 0,5 g de amostra. Foram
adicionados 50 mL de tampao fosfato (pH 6,0) e o pH das amostras foi ajustado para 6,0. Em
seguida, foi adicionado 0,1 mL de alfa-amilase termo resistente e os béqueres foram colocados
em banho-maria (97°C) por 30 minutos. Apds esse periodo, os béqueres foram resfriados,
ajustado o pH para 7,5 e adicionado 0,2 mL de protease, incubando-os a 60°C em banho-maria
por 30 minutos com agitacdo constante. Apds esse processo, 0os béqueres foram novamente
resfriados, o pH ajustado para 4,3 e adicionado 0,1 mL de amiloglucosidase, colocando-os em
banho-maria a 60°C por 30 minutos.

A fibra alimentar insoldvel foi determinada da seguinte forma: os cadinhos preparados
foram acoplados a bomba de vécuo e o contetido dos béqueres foi vertido neles, sendo lavados

com 30 mL de dgua destilada. O contetido foi transferido de volta para o béquer e adicionados
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320 mL de etanol 98% aquecido a 60°C. Essa fracdo corresponde a fibra soldvel no cadinho e
o residuo a fibra insoldvel. Os cadinhos foram lavados duas vezes com 20 mL de etanol 95% e
duas vezes com 20 mL de acetona, sendo colocados em uma estufa a 105°C durante a noite
para posterior pesagem.

O residuo no cadinho foi lavado 2 vezes com 20 mL de etanol 78% (v/v), 1 vez com 10
mL de etanol 95% e 1 vez com 10 mL de acetona, sendo colocado em uma estufa a 105°C
durante a noite, e resfriado por 2 horas em uma dessecadora. Posteriormente, os dados foram
analisados para a determinacdo total de fibra dietética usando a seguinte equacao:

Fibra dietética (%) =(R1+R2+2)-p-A-Bx 100
ml -m2 +2

Onde:

ml = peso da amostra 1

m?2 = peso da amostra 2

R1 = peso de residuo 1 de m1
R2 = peso de residuo 2 de m2
A =peso da cinza de R1

p = peso de proteina de R2

B = branco
B =BR1 + BR2 - BP-BA
2

6.3.6 Determinacao de cinzas

A determinacdo da concentracdo de cinzas foi realizada a temperatura de 550°C.
Cadinhos de porcelana foram pesados em balanga analitica. Entdo, 5 g da amostra foram
pesados e adicionados aos cadinhos. Aconteceu uma lenta carbonizagdo da amostra em mufla,
até a exalacdo do vapor, aumentando a temperatura em 50° C a cada 5 min até atingir 300°C,
sendo mantida nesta temperatura por 30 min. As amostras foram levadas a estufa a 550° C até
a obtencdo de peso constante e coloragdo clara ou levemente acinzentada.

As amostras foram resfriadas em dessecador contendo silica gel em temperatura
ambiente por 30 min para posterior pesagem em balanga analitica. A concentra¢do de cinzas foi
obtida pela seguinte formula:

Concentragdo de cinzas (%) = (peso do cadinho + cinzas) - peso do cadinho x 100
(peso do cadinho + amostra) - peso do cadinho
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6.3.7 Determinacao de umidade

Para determinar a umidade, placas de petri (3 placas para cada amostra) foram lavadas
e, posteriormente, secas em estufa a 105°C por 4 horas. Em seguida, as placas ficaram no
dessecador por 30 minutos para resfriar. Apds, pesou-se a placa vazia (Peso 1), e a placa
adicionada de 10g de amostra (Peso 2). As placas contendo as amostras foram levadas para
secar em estufa a 105°C por 24 horas. Sendo depois resfriadas em dessecador, e tendo
novamente o seu peso mensurado (Peso 3).

A concentracdo de umidade foi obtida através das seguintes formulas:

Teor de sélidos (%) = Peso 3 - Peso 1 x 100
Peso 2 - Peso 1

Teor de umidade (%) = 100 - Teor de sélidos

6.3.8 Calculo de carboidratos

Os carboidratos foram calculados por diferenca de acordo com a férmula a seguir:
Carboidratos = 100 — (% proteina + % lipidios + % fibras + % cinzas + %

umidade)

6.4. Biodisponibilidade de ferro nas farinhas

6.4.1 Ensaio biolégico

Foram utilizados 32 ratos machos jovens (Rattus norvegicus, variedade albinus) da
linhagem Wistar, com 21 dias de idade, recém-desmamados, provenientes do Biotério Central
do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saide, da Universidade Federal de Vicosa, com peso
inicial médio de 50 a 70 g. No transporte dos animais até o biotério setorial do LNE/DNS/UFV,
foram utilizados cont€ineres seguros, confortaveis e a prova de fuga. Esse processo se deu em
um curto espaco de tempo, para evitar estresse aos animais. Estes permaneceram em ambiente
com temperatura controlada (21 + 1°C), em gaiolas individuais de aco inox (18 cm de altura x
20 cm de largura x 31 cm de comprimento) e em ciclo claro-escuro de 12 horas, controlado
automaticamente.

O método utilizado para a avaliacio da biodisponibilidade foi o de deplecao/replecao de
hemoglobina, segundo a técnica da AOAC (1998), com modifica¢des. O método serd descrito

posteriormente.
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6.4.2 Calculo amostral
Para célculo da amostra utilizou-se a formula do “n” amostral para estudos descritivos

conforme detalhado por Fontelles et al. (2010), por meio da seguinte equacao:

- Xy
(x-w)' ?

Em que:
n: ndmero de animais por grupo

s%: variancia dos dados de referéncia
x — u: diferenca méxima razodvel, admitida entre a média obtida da amostra e a verdadeira
média da populacao.

za: Erro alfa do tipo I - Determinado por meio da tabela de valores criticos da distribuicao
2

normal gaussiana.

Como nao foi realizado experimento prévio para calculo do nimero de repeti¢des ideal,
utilizaram-se dados de um estudo prévio que avaliou a biodisponibilidade de ferro em ratos
alimentados com chia (Da Silva et al., 2016) como fonte de dados para referéncia, e o calculo
foi realizado a fim de confirmar o niimero de animais utilizando valores de DP dos niveis de
hemoglobina dos animais. Desta maneira, adotando um nivel de significancia igual a 5%, o
numero de repeti¢des calculado foi 8,40, portanto foram utilizados 8 animais por grupo. Como

trabalhamos com 4 grupos, foram necessarios 32 animais.

6.4.3 Dietas experimentais

As dietas foram preparadas de acordo com as necessidades nutricionais dos animais,
conforme composi¢do da dieta AIN93-G, segundo Reeves et al. (1993). A albumina foi utilizada
como fonte proteica em substituicdo a caseina, devido a sua menor concentracdo de ferro
contaminante. A albumina utilizada teve sua concentracdo de proteinas avaliada pelo método
de Kjedahl, sendo encontrado o valor de 75,73% de conteido de proteina. A dieta do grupo
contendo inseto foi preparada utilizando como base a dieta AIN-93G, sendo que o contetido de
ferro foi 100% advindo do grilo preto em po, e o contetdo dos demais nutrientes foi adaptado
devido a farinha de inseto adicionada. O mesmo ocorreu com a dieta do grupo soja. Ja a dieta
do grupo que recebeu soja associada a inseto também foi preparada com base na dieta AIN-

93G; no entanto o conteddo de ferro foi 85% advindo da farinha de soja e 15% do grilo preto

em po (Tabela 1).
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Tabela 1. Composi¢do nutricional das dietas experimentais (g/kg)

Ingredientes Fase de deplecao
Fase de replecdo

AIN-93G SF GP FS GP + FS
Albumina (g) 225,0 225,0 1924 137,5 145,6
Amido dextrinizado (g) 132,0 132,0 132,0 132,0 132,0
Sacarose (g) 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Celulose (g) 70,0 70,0 46,6 29,8 32,4
Oleo de soja (mL) 50,0 50,0 63,0 35,9 40,0
Mix mineral s/ Fe (g) 35,0 35,0 35,0 35,0 35,0
Mix vitaminico (g) 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
L-cistina (g) 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Bitartarato de colina (g) 2,5 2.5 2,5 2,5 2,5
Amido de milho (g) 372,5 375,5 377,3 3632 365,4
FeSO. (mg) - 0,038 - - -
Gryllus assimilis em po (g) - - 50,6 - 7,6
Farinha de soja (g) - - - 151,1 128.4
Densidade calorica (Kcal/g) 39,6 39,5 39,3 38,8 38,9

SF: Sulfato Ferroso; GP + FS: Grylus assimilis em p6 + Farinha de Soja (85:15); GP: Grylus assimilis em p6; FS:

Farinha de Soja; AIN-93G: dieta padrdo para fase de crescimento. Dietas preparadas no Laboratério de Nutrigdo
Experimental.

Para o preparo das dietas todos os ingredientes foram pesados individualmente em
balanca semi-analitica (GEHACA®), modelo BG2000, misturados manualmente em vasilhames
plasticos e peneirados em peneiras de plastico, ambos previamente lavados, desmineralizados
e enxaguados com dgua deionizada. Os ingredientes foram homogeneizados em batedeira
industrial (Leme®) por 15 minutos, sendo misturados manualmente a cada cinco minutos. As
dietas foram acondicionadas em sacos de polietileno, devidamente rotulados e armazenados em
freezer (-20 °C). Para o preparo das dietas de replecdo, os ingredientes como o mix mineral sem
ferro, mix vitaminico, L-cistina, bitartarato de colina, sulfato ferroso, Gyrllus assimilis em p6 e
farinha de soja; antes de serem homogeneizados em batedeira industrial com os demais
ingredientes, foram homogeneizados em um thermomix (Vorwerk®) por 15 minutos, como

forma de garantir uma maior homogeneizac¢do das dietas.
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6.4.4 Método de deplecao/replecao
O método utilizado para avaliagao da biodisponibilidade foi o de deplecao/replecdo de

hemoglobina, segundo a técnica da AOAC (1997), com modificacdes (Figura 1).

FASE DE DEPLECAO (21 dias)

i -8
Dieta Padrao (DP) Gl
(AIN-93G) sem ferro ‘—M
-

n=32 Ratos Wistar machos

FASE DE REPLECAO (28 dias)

DP DP DP

DP
+

Sulfato ferroso

e Grilo em po Farinha de soja e
= n=8 Grilo em po
n=8

Farinha de soja
n=8

Figura 1. Desenho experimental do estudo

No periodo de deplecdo (21 dias), os animais foram alimentados com dieta AIN-93G
(Reeves et al. 1993) sem adicdo de ferro a mistura de minerais, com o intuito de induzir a
deficiéncia deste mineral. Os animais receberam dgua deionizada e dieta ad libitum durante esta
fase.

Ao final do periodo de deplecdo, amostras de sangue foram coletadas por incisdo da
cauda dos animais para determinacao da concentra¢do de hemoglobina de todos os animais por
kits colorimétricos comerciais (Bioclin®). Posteriormente, os animais foram realocados de
modo que os niveis médios de hemoglobina e de peso fiquem homogéneos entre os grupos.

No periodo de replecdo (28 dias), foram constituidos 4 grupos de 8 animais cada,
distribuidos de forma que as médias da concentra¢do de hemoglobina fossem as mais proximas
possiveis entre os grupos. Na dieta, foram fornecidos aos animais 21 ppm de ferro provenientes
de Gryllus assimilis em pé (dieta teste), da farinha de soja (dieta teste) ou de sulfato ferroso
(dieta controle). Os 4 grupos experimentais foram: dieta padrao com sulfato ferroso (n=8) (FS),
dieta padrao com Gryllus assimilis (85%) em po e farinha de soja (15%) (n=8) (GP + FS), dieta

padrao com Gryllus assimilis em p6 (100%) (n=8) (GP) e dieta padrao com farinha de soja
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(100%) (n = 8) (FS).

Nessa fase, cada animal recebeu uma quantidade controlada de dieta (pair fed) e dgua
deionizada ad libitum. No inicio da fase de replecdo, os animais de todos os grupos receberam
11 g/dia de dieta, sendo este valor estipulado com base no consumo médio dos animais na fase
de deplecdo. Quando todos os animais consumiam toda a dieta ofertada, esse valor era
aumentado de 1g em 1g chegando-se, assim, no final da reple¢do, com todos os animais
recebendo 15 g/dia de dieta. Ao final da fase de replecdo, amostras de sangue foram coletadas
por incisdo da cauda dos animais para nova determinacdo da concentra¢do de hemoglobina.

Para cdlculo das concentracdes de hemoglobina das amostras de sangue, foi utilizado
como referéncia o valor de leitura da absorbancia de uma soluc¢do padrao de hemoglobina de
concentracdo correspondente a 11,4 g/dL (Quimica Bésica, Belo Horizonte, MG).

A Eficiéncia na Regeneracdo de Hemoglobina (HRE) serd calculada utilizando-se a

seguinte férmula:

HRE (%) = [100x(mgFe da Hb final - mgFe Hb inicial)]

Fe Consumido

Sendo:
mg Fe da Hb inicial = [peso inicial (g) x Hb inicial (g/dL) x 6,7 x 0,335] / 1000

mg Fe da Hb final = [peso final (g) x Hb final (g/dL) x 6,7 x 0,335] / 1000

Nesta equacdo, considera-se que o volume do sangue corresponde a 6,7% do peso
corporal do animal; e o conteudo de ferro da hemoglobina € 0,335 (Haro-Vicente et al., 2008).
O consumo de ferro (Fe) foi calculado considerando-se a quantidade total de dieta consumida e

o contetdo de ferro desta dieta, sendo calculado para cada animal, segundo a férmula abaixo:

Consumo de Fe = [Consumo de dieta total na fase 2 x Ferro da dieta (mg/1000¢)]

1000

Durante o periodo experimental, foram monitorados o peso corporal € o consumo
alimentar para determinag¢do do coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA), calculado pela razdo
entre o ganho de peso do animal (g) e o consumo alimentar (g).

O Valor Relativo de Biodisponibilidade (RBV) do Gryllus assimilis em pé foi calculado
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considerando o padrdo (dieta controle com sulfato ferroso) com biodisponibilidade igual a

100%.

6.5. Eutandsia

Ao fim de 49 dias, os animais foram eutanasiados por uma equipe treinada, em ambiente
adequado.

Ap6s jejum de 12 horas, os animais foram anestesiados com isoflurano a 3 % (Isoforine,
Cristdlia® Brasil), utilizando circuito simples com fluxdmetro, acoplado a um cilindro de
oxigénio. Os animais foram acondicionados individualmente em caixas vedadas transparentes
para saturacdo do anestésico, ampliando assim os efeitos aguardados da sedacdo e anestesia
profunda. Foram avaliados parametros fisiolégicos e reflexos para averiguacdo do grau de
sensibilidade da anestesia para que os animais possam ser submetidos a exsanguinacao total.
Todo procedimento foi feito com objetivo de favorecer uma morte humanitaria dos animais
(RN n° 37, 2018). O sangue foi coletado por pun¢do cardiaca e posteriormente centrifugado a
1.006x g por 10 minutos (FANEM®, S#o Paulo, Brasil) para obteng¢do do soro, sendo 0 mesmo
armazenado a -80 °C para andlises posteriores.

ApOs a eutandsia dos animais, 6rgdos como figado e duodeno, bem como o conteido
cecal foram coletados para avaliacdo da sadde intestinal, bem como expressdo de marcadores

envolvidos no estresse oxidativo.

6.6. Testes hematologicos (Hemoglobina, ferritina e transferrina)

A hemoglobina sérica foi dosada pelo método do cianeto de metahemoglobina, proposto
pela AOAC (1998) utilizando kit para diagndstico colorimétrico in vitro. O volume de 20 uL
de sangue foi pipetado e misturado a 5 mL do reagente de cor solu¢do de Drabkin (contendo
cianeto de potdssio e dacido cianidrico). A leitura da absorbancia foi realizada em
espectrofotometro Multiskan UV-Visible (Thermo Scientific), em comprimento de onda de 540
nm. Para cdlculo da concentracao de hemoglobina das amostras de sangue, foi utilizado como
referéncia o valor de leitura da absorbancia de uma solu¢do padrao de hemoglobina. As anélises
de ferritina e transferrina no soro foram realizadas em kit especifico, conforme recomendagdes

do fabricante (Bioclin®, Brasil).
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6.7. Determinagdo de dcidos graxos de cadeia curta (AGCC)

Com finalidade exploratdria e para andlise de saide intestinal, foram determinados os
AGCC (4cido acético, propidnico e butirico). As fezes do contetido cecal foram analisadas
conforme metodologia descrita por Siegfried et al (1984), no Laboratério de Microbiologia de
Anaerdbios e Microbiota Animal (DMB/UFV).

As amostras de conteddo cecal (aproximadamente 100 mg) foram suspendidas em 300
pL de dgua ultrapura em microtubos e centrifugados a 12.000 x g por 10 min. Foram
transferidos 300 puL do sobrenadante para novos tubos e adicionados 300 pL de hidroxido de
calcio e 150 pL de solugdo de sulfato cuiprico. Em seguida, os tubos forma agitados por 10
segundos e congelados. Apds descongelados, foram novamente centrifugados a 12.000 x g por
10 min. Quinhentos microlitros do sobrenadante foram transferidos para novos microtubos, e
foram adicionados 14 pL de H>SOs4 concentrado e os tubos foram congelados. Apds
descongelados e contrifugados, 500 uL de sobrenadante foram utilizados para a quantificacao
de AGCC.

As andlises foram realizadas em cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE). As
amostras foram analisadas em coluna Phenomenex (Rezex ROA-Organic Acid H+ (8%) lon
Exclusion) mantida a 45°C utilizando um cromatdgrafo marca Dionex Ultimate 3000 acoplado
a um detector de indice de refracao (RI) (Shodex). Utilizou-se como fase movel acido sulfurico
(H2S04) 5,0 mM com fluxo de 0,7 mL/min. O &cido crotdnico foi utilizado como padrao interno

nas amostras e curva de calibracdo.

6.8. Andlise dos niveis de estresse oxidativo - Perfil antioxidante

Para a obtencdo do homogeneizado, foram inicialmente pesados aproximadamente 150
mg de figado em microtubos de 2 mL. Foram adicionados 1500 pL. de tampdo fosfato 50 mM
com 1 mM EDTA (pH 7,4) e a amostra foi macerada com o auxilio de um mixer e
posteriormente centrifugada a 12.000 nm por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
cuidadosamente removido e armazenado em ultracongelador para andlise de malondialdeido
(MDA), 6xido nitrico (ON), catalase (CAT), super6xido dismutase (SOD), glutationa-S-
transferase (GST) e proteinas totais. O pellet formado foi utilizado para quantificacdo da
proteina carbonilada (PCN). Os dados foram normalizados de acordo com os niveis de proteina

total no sobrenadante.
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6.8.1. Atividade enzimatica da superéxido dismutase

A quantificagdo da enzima superdxido dismutase (SOD) foi realizada por meio da
homogeneiza¢do das amostras, conforme descrito acima. Para as amostras aliquotadas nos
microtubos (30 puL) foram adicionados 129 pL de tampao Tris-HCI 50 mM, pH 8,2, contendo
1 mM de EDTA; 6 ul MTT (1,25 mM) e 15 ul de pirogalol (10 mM). Para o padrao, foram
adicionados 6 pul. de MTT; 15 pL de pirogalol (10 mM) e 99 uL de tampao e para obter o
branco, 6 pL de MTT e 144 pL de tampao foram aplicados aos pogos. As amostras, padrao e
branco foram incubadas a 37°C por 5 minutos e a leitura foi realizada em um Multiskan GO
(Thermo Scientific) espectrofotometro a 570 nm. Os resultados foram expressos como unidades
de SOD/mg de proteina. Os célculos foram realizados em relac¢do ao valor de absorbancia do
padrdo, considerando que possui um U de SOD, ou seja, 100% de oxidacdo do pirogalol

(Marklund, 1995).

6.8.2. Atividade enzimatica da catalase

A determinacao da atividade da enzima catalase foi baseada em sua capacidade de clivar
peréxido de hidrogénio (H202) em dgua e oxigénio molecular, conforme descrito por Aebi
(1984). Em um tubo, foi adicionado sobrenadante homogeneizado (1:10 diluido em &4gua),
tampao fosfato (pH 7,4) + H202 (em cada 25 mL de tampdo, 40 pL de H202 30%). A
absorbancia foi determinada a 0, 30 e 60 segundos a 240 nm em um espectrofotdmetro o
(ThermoScientific®, modelo Multiskan GO, Finlandia). O equipamento foi limpo antes de cada
andlise com 100 mM tampao fosfato pH 7,2 e a respectiva amostra. A atividade da catalase foi
calculada de acordo com a lei de Lambert Beer. A absorbancia utilizada para o calculo foi o
delta obtido de a absorbancia lida nos tempos 0 e 60 (absorvancia final - absorbéncia inicial).

A concentracdo da enzima foi expressa em U de catalase/mg de proteina da amostra.

6.8.3. Atividade da glutationa-S-transferase

A atividade da glutationa-S-transferase (GST) foi determinada segundo Habig et al.
(2002). Para a realizagdo desta anéalise foram preparadas duas solu¢des: CDNB (0,0406 mg + 2
ml de dlcool 80%) e GSH reduzida (0,0614 mg + 2mL de tampao 7). Para o padrao, 10 puL de
homogenato foram acrescentados a 970 pL. de tampao e 10 pL. de CDNB e 10 pLL de GSH em
uma cubeta. Para o branco, 980 pL de tampao foram acrescentados a 10 uL. de CDNB e 10 pL
de GSH. A leitura foi feita em um Multiskan GO (Thermo Scientific) espectrofotometro a 340

nm e foram realizadas em 0Os, 30s, 60s e 90s em triplicata.
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6.8.4. Quantificacdo de proteinas totais

A quantidade de proteinas presentes no tecido hepdtico utilizado nas andlises foi
mensurada segundo metodologia de Lowry et al. (1951) e Bradford (B6916-Sigma). O tampao
utilizado nesta andlise foi composto por trés solugdes: solugdo A (6 g de Na2CO3, 0,8 g de
NaOH e 200 mL de 4dgua Milli-Q), solu¢do B (0,2 g CuSO4 em 10 mL de dgua Milli-Q) e
solucdo C (0,4 g de bitartarato de sodio e potassio e 10 mL de dgua Milli-Q). Para o preparo da
amostra foram adicionados na placa de ELISA 10 pL. de amostra e 150 pl. de reagente de
Bradford. Para o preparo do branco foram adicionados 80 pL de dgua e 20 pL de reagente de
Bradford. Para o preparo da curva foi feita uma diluicao seriada de albumina de soro bovino e
agua. O tampdo ABS foi adicionado (200 pL) em todos os pocos da placa, deixado de repouso
e no escuro por 5 minutos. A leitura foi realizada em um Multiskan GO (Thermo Scientific)

espectrofotometro a 595 nm.

6.8.5. Malondialdeido (MDA)

Duzentos microlitros de homogeneizado e 400 pL de solu¢ao de TBARs (15% (p/v) de
acido tricloroacético, 0,375% (p/v) de acido tiobarbiturico e 0,25 M de HCI) foram aliquotados
em microtubos de 2 mL. Em seguida, as amostras foram vigorosamente agitadas em vértex por
10 segundos e aquecidas em banho-maria a 90°C por 40 minutos e depois resfriadas em
temperatura ambiente por 5 minutos. Apds este procedimento, foram adicionados 600 pL de n-
butanol e a mistura foi agitada no vortex e centrifugada a 3500 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi cuidadosamente removido e pipetado em triplicata em placa Elisa para leitura
em espectrofotometro Multiskan GO (Thermo Scientific) a 535 nm (Kohn, Liversedge, 1944;
Pyles et al., 1993). A concentracdo do MDA foi calculada usando o coeficiente de absortividade
molar EO = 1,56 x 105 mol L1 cm-1 (Buege; Aust, 1978), e os resultados expressos em nmol
de MDA por miligramas de proteina (MDA/PTN). A proteina total do homogeneizado de figado
foi quantificada de acordo com o Método de Bradford (1976).

6.8.6. Oxido nitrico

Esta andlise foi realizada em tecido hepatico. Cinquenta microlitros de figado
homogeneizado foram misturados com as solu¢gdes A (1% sulfanilamida em 2,5% H3POs) e
B (0,1% dicloridrato de naftil 1 etileno diamida em 2,5% H3POs) na proporcao (1:1) e a placa
de microtitulacdo foi incubada no escuro por 10 minutos. A absorbancia foi lida em um
espectrofotometro (Multiskan Go, Thermo Scientific) a 570 nm e os resultados foram

calculados usando a curva padrao, expressos em umol NO/mg de proteina no tecido hepatico
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e em UM no plasma (Green et al., 1982).

6.8.7 Quantificacao de proteina carbonilada

A concentracdo de proteina carbonilada foi medida utilizando o procedimento 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) com base nos grupos carbonila que reagem com DNPH (Levine
et al., 1990). Foram colocados 500 pL de acido tricloroacético 10% (TCA) nas amostras (pellet
que foi separado do primeiro homogenato) e, em seguida, foram homogeneizados até a
dissolucdo do pellet e acrescentados mais 500 pL de TCA. Apéds vortexar, S00 pl. foram
transferidos para um segundo eppendorf (branco). Ambos eppendorfs (amostra e branco) foram
centrifugados a 3000 rpm por 10 minutos a 15°C e em seguida o sobrenadante foi descartado.
Em seguida foram acrescentados 500 pL. de DNPH na amostra e 500 pL. de HCL no branco.
Ambos foram incubados no escuro durante 30 minutos, tendo sido passados no vértex no
minuto 15 e no minuto 30. Posteriormente, todos os eppendorfs foram centrifugados novamente
e os sobrenadantes foram descartados. Foram adicionados 500 pl. de TCA em todos os
eppendorfs, que foram mais uma vez centrifugados e tiveram o sobrenadante descartado. Em
seguida, foram realizadas trés lavagens consecutivas da amostra e branco com 1 mL da mistura
de acetato de etila com etanol. Apos adi¢do de 1 mL de SDS e passagem na centrifuga por 10
min a 15°C, 200 pL. da amostra e branco foram pipetados na placa de ELISA. A leitura foi

realizada em um Multiskan GO (Thermo Scientific) espectrofotometro a 370 nm.

6.9. Determinacdo do pH cecal
Para a anélise do pH fecal, cerca de 0,4 g do contetdo do ceco foi homogeneizado em 4
mL de dgua destilada, com auxilio de vortex. Posteriormente, o eletrodo de vidro do pHmetro

(Bel Engineering®) foi inserido para medir o pH (Grancieri et al., 2017).

6.10. Coloragao e formato das fezes
A andlise de coloracao das fezes foi realizada por meio de observacdo macroscopica,
adaptando a classificacdo proposta por Silveira Junior (1988), seguindo escala numérica, em
que:
1- Fezes de coloragdo castanho escuro
2- Fezes de coloragdo castanho claro
3- Fezes de coloragdo Amarelada

4- Fezes descoradas
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5- Fezes de coloragdo preta
6- Fezes de coloracdo vermelha

7- Fezes de coloragdo esverdeada

A consisténcia das fezes foi avaliada por um sistema de pontuagdo proposto previamente

por Canani et al. (2007), em que as fezes foram classificadas e receberam a seguinte pontuacao:

1- NORMAL
2- MOLES

3- SEMI-LIQUIDAS
4- LIQUIDAS

A Escala de Bristol para Consisténcia das Fezes (EBCF) (Figura 2) foi utilizada para
obtencdo de informacgdes sobre o transito intestinal e o funcionamento do intestino. A Escala
foi categorizada em: ritmo intestinal lento (Tipos 1 e 2), ritmo intestinal adequado (Tipos 3 e 4)

e ritmo intestinal rdpido (Tipos 5, 6 € 7).

Tipo Imagem Descri¢do

® o O Granulos duros e separados como
1 =) e
nozes (dificeis de evacuar)

Em forma de salsicha, mas

granulosas.

Semelhante a uma salsicha, mas
com rachadura em sua superficie.

Como salsicha ou cobra, lisa e

M

macia.

Gotas macias com bordas bem

;

demarcadas (faceis de evacuar)

Pedagos macios com bordas
irregulares, fezes pastosas.

Liquidas, sem pedacos sélidos,
totalmente liquidas

1

Figura 2. Tipos de fezes e caracteristicas de acordo com a Escala de Bristol.
Fonte: Adaptado de Martinez e Azevedo (2012)

6.11. Anadlise histomorfométrica do duodeno
Fragmentos histologicos de duodeno fixados em formalina 10% foram desidratados em
séries crescentes de etanol (70%, 80%, 90%, 95%, absoluto), clarificados em xileno e

embebidos em parafina. Cortes de 3 pum de espessura foram obtidos em micrétomo rotativo
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(Reichert-J ung®, Genossen, Alemanha). Os mesmos foram esticados em 4gua morna, coletados
em laminas histoldgicas e posteriormente corados pela técnica de hematoxilina e eosina. As
laminas histoldgicas foram montadas com Entellan® (Merck, Frankfurt, Alemanha). As 1aminas
foram examinadas em microscépio de luz Olympus BX43, com objetiva de 20x e 40x. Para
medir o didmetro de células caliciformes e espessura das camadas da mucosa e submucosa,
foram selecionados dez campos aleatérios por animal. Foram utilizadas apenas criptas com

epitélio conjuntivo definido e visivel (Cavaliere e Carlos, 2013). As imagens foram processadas

com o software ImagePro-Plus® versdo 4.5 (Media Cybernetics, Rockville USA).

Figura 3. Corte histolégico do duodeno de ratos Wistar.

Fotomicrografia do parénquima intestinal de ratos Wistar, mostrando como foram mensuradas as medidas
histomorfométricas. O tragado preto representa a medida da camada da mucosa, o tracado vermelho a medida da

submucosa e o tracado laranja o didmetro das células caliciformes.

6.12. Aspectos éticos

Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos segundo as Normas
Brasileiras de Experimentacio Animal, e o estudo foi enviado ao Comité de Etica em Pesquisa
com Animais da Universidade Federal de Vicosa e recebeu o aceite por meio do processo

numero 38/2022 (Anexo 1).
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6.13. Analise estatistica dos dados

O banco de dados foi elaborado com auxilio do software Excel (Microsoft Excel, 2013).
Os testes estatisticos e os graficos foram realizados por meio do programa Graphpad Prism for
Windows versdo 9.0.2 (GraphPad Prism Inc, EUA), utilizando procedimentos paramétricos e
nao paramétricos, de acordo com a natureza da varidvel em estudo e sua variabilidade na
amostra estudada. Todos os dados foram submetidos aos testes de normalidade de Shapiro-Wilk
e Kolmogorov-Smirnov. Foi aplicada a andlise de variancia one-way ANOVA, seguida pelo

teste Tukey. O nivel de significancia estabelecido para todos os testes foi de 5%.
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7. RESULTADOS

7.1 ARTIGO: Gryllus assimilis EM PO ASSOCIADO A FARINHA DE SOJA (Glycine
max (L) Merril) AUMENTA A BIODISPONIBILIDADE DE FERRO E MELHORA
SAUDE INTESTINAL E BALANCO OXIDATIVO IN VIVO

RESUMO

Os insetos aptos para o consumo humano apresentam excelente perfil nutricional, sendo ricos
em diversos nutrientes, entre eles, o ferro. A biodisponibilidade de ferro nessa matriz,
entretanto, € desconhecida, bem como seus efeitos sobre a saide intestinal e o balango
oxidativo. Visto que o consumo de insetos ainda enfrenta barreiras em algumas regides, uma
das formas de melhorar sua aceitaco seria utilizi-los na forma de p9, e associa-lo a uma farinha
comum na alimentacdo cotidiana. Portanto, o presente estudo objetivou avaliar o efeito do
consumo de Gryllus assimilis em pod, isolado ou associado a farinha de soja, na
biodisponibilidade de ferro, satide intestinal e balanco oxidativo de roedores. O método
utilizado para a avaliagdo da biodisponibilidade foi o de deplecdo/replecdo de hemoglobina.
Para este ensaio bioldgico, foram utilizados 32 ratos machos jovens (Rattus novergicus,
variedade albinus) da linhagem Wistar, distribuidos em quatro grupos (n=8/grupo), a saber:
Grupo A: dieta padrao (AIN-93G) com sulfato ferroso (SF), Grupo B: dieta padrao com Gryllus
assimilis em po e farinha de soja (GP + FS) , Grupo C: dieta padrao com Gryllus assimilis em
p6 (GP) e Grupo D: dieta padrdao com farinha de soja (FS). O ganho de hemoglobina, a
eficiéncia de regeneracdo da hemoglobina (HRE%), o valor bioldgico relativo (RBV-HRE),
hemoglobina, ferritina e transferrina séricas foram avaliadas, assim como parametros de saide
intestinal e balanco oxidativo. Nao foram observadas diferengas entre o consumo alimentar, o
ganho de peso dos animais, a HRE% e o RBV-HRE das dietas experimentais. No entanto, o
grupo GP + FS demonstrou maior eficicia na manutengdo dos niveis semanais e no ganho final
de hemoglobina, quando comparado a GP isoladamente. Além disso, a ingestdo do Gryllus
assimilis associado a soja resultou em melhora na concentracdo de acido acético e maior
umidade das fezes quando comparado ao SF. A combinagado de Gryllus assimilis e soja também
conduziu a resultados positivos no balango oxidativo, visto que este grupo apresentou aumento
na atividade da superéxido dismutase em comparacdo com GP isoladamente, que apresentou,
por sua vez, maiores concentracdes de produtos de peroxidacao.

Palavras chave: Minerais; disponibilidade biolégica; entomofagia; insetos comestiveis.
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1. Introducao

O ferro possui fungdes essenciais no organismo, e niveis baixos deste mineral podem
acontecer quando sua ingestdo na dieta € insuficiente ou quando existe um desequilibrio entre
a ingestdo e sua absor¢do, o que pode acarretar em anemia (Borba et al., 2022; Margarita et al.,
2018; Parischa et al., 2021). Estima-se que a prevaléncia de anemia ferropriva se faz presente
em mais de 160.000 pré-escolares e criancas em idade escolar, pertencentes a 21 paises da
América Latina e Caribe (Vazquez et al., 2019).

Biodisponibilidade pode ser definida como a parcela de um nutriente ingerido que se
torna disponivel para ser usada e armazenada no corpo (Melse-Boonstra, 2020). O ferro pode
ter sua biodisponibilidade afetada negativa ou positivamente por fatores fisiolégicos e
dietéticos (Costa e Martino, 2016). No que tange os insetos comestiveis, diversos fatores podem
interferir diretamente na biodisponibilidade de seus nutrientes; como por exemplo, a forma com
que esses insetos foram criados (qualidade do substrato alimentar, condi¢des ambientais, estado
de desenvolvimento), o processamento que foi utilizado para transforma-los em alimento
(alteracdes fisicas, quimicas e/ou bioldgicas), bem como o processo de digestdo, absorcao e
metabolismo apds o consumo de alimentos a base de insetos (Ojha et al., 2021).

O Gryllus assimilis é uma espécie nativa das Indias Ocidentais, paises da América do
Sul e Central, estando presente também nos Estados Unidos, especialmente no estado da
Florida, podendo ser criado com €xito em grandes colonias em ambiente controlado (Starcevic
etal., 2017). Assim como outros insetos comestiveis, os grilos sdo considerados fontes ricas de
minerais, apresentando em sua composicao cobre (0,68 mg/100 g), manganés (1,42 mg/100 g),
zinco (5,22 mg/100 g) e ferro (2,78 mg/ 100 g) (Aragjo et al., 2019). Por ser também fonte de
fibras, o Gryllus assimilis pode promover melhoras na saide gastrointestinal (Abril et al.,
2022). Além disso, devido ao seu conteudo de vitaminas e minerais, pode, ainda, apresentar
fungdes antioxidante e antiinflamatéria (Messina et al., 2019; Nowakowski et al., 2021;
Oliveira et al., 2024; Seabrooks e Hu 2017).

A soja (Glycine max (L) Merrill) cultivada no Brasil, por sua vez, ¢ uma planta
herbacea, do género Glycine L, cujas principais variedades comerciais apresentam caule
hispido, pouco ramificado e raiz com eixo principal e muitas ramificagdes. A soja constitui-se
uma leguminosa fonte de proteinas de alto valor bioldgico (Embrapa, 2021). J4 os insetos em
po, apesar de apresentarem elevado contetido proteico, s@o limitantes em alguns aminodacidos,
como a lisina e o triptofano, os quais estdo presentes em boas quantidades na soja (Raheem et

al., 2019). Desta forma, a mistura destas farinhas se torna benéfica, tendo em vista a
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complementacdo de seus aminodcidos limitantes (Inje et al., 2018).

O estresse oxidativo ocorre por meio de um imbalango entre as espécies reativas de
oxigénios (ROS) e o sistema de defesa antioxidante (Barbosa et al., 2010; Barbosa et al., 2017;
Bogliolo, 2013). A exposicdo prolongada a ROS pode comprometer a integridade da barreira
intestinal, aumentado sua permeabilidade, e desencadeando diversas doengas intestinais. Desta
forma, o estresse oxidativo funciona como gatilho para disfungdo da barreira intestinal,
desencadeando, assim, o desequilibrio imunolégico e a inflamacao. A inflamacdo, por sua vez,
interfere na regulacdo de proteinas transportadoras de ferro, podendo reduzir a absor¢do
intestinal deste mineral (Yang et al., 2019; Wang et al., 2020).

Ainda sdo inexistentes na literatura estudos que tenham investigado a
biodisponibilidade de ferro presente em Gryllus assimilis em pd, bem como o efeito do
consumo deste inseto, de forma isolada ou associada a farinha de soja, na satude intestinal e no
balanco oxidativo in vivo. Sendo assim, o presente estudo visa a obter resultados para contribuir
com o preenchimento desta lacuna do conhecimento. Avaliar a biodisponibilidade do ferro
presente em insetos em pd, bem como sua correlacdo com a sadde intestinal e balanco
oxidativo, torna-se importante para embasar e encorajar o seu consumo pela populacdo, auxiliar
no desenvolvimento de novos produtos alimenticios, bem como encontrar fontes alternativas

para melhoria do perfil nutricional de populagdes em paises em desenvolvimento.

2. Material e métodos
2.1 Obtencgdo e preparagdo das farinhas

O grilo preto (Gryllus assimilis) em po foi obtido da empresa Ecological Food,
localizada na cidade de Limeira (SP), que realiza a criacao de insetos para alimentac¢do animal.
Esses insetos foram criados sob um regime de alimenta¢do que consistia em: farelo de trigo,
racao de codornas (sem carne ou restos de animais), cenoura e agua. Os insetos foram mantidos
em criadouro especifico cuja temperatura gira em torno de 28° C a 30° C e, quando atingiram
a vida adulta, foram abatidos por congelamento, sendo posteriormente desidratados e
transformados em farinha.

Ja a soja (UFVTN 105 AP) utilizada no estudo foi cedida pelo Programa de
Melhoramento de Soja do Instituto de Biotecnologia da Universidade Federal de Vigosa
(BIOAGRO/UFV), sendo desenvolvida por meio de um método de retrocruzamento. Para a
obtencdo das farinhas, os graos foram moidos utilizando um moinho de facas (peneira de 600

um, tamanho 30 mesh; moedor vertical rotor MA 090 CFT, Equipamentos Marconi, Brasil)



59

com granulometria de 850 um. Posteriormente, a farinha de soja foi acondicionada em sacos

de polietileno e armazenada em freezer (-18+°C) até o momento da andlise.

2.2 Composigdo quimica da farinha de soja e do grilo em po

A andlise da composicdo centesimal das farinhas foi determinada de acordo com as
técnicas descritas pela AOAC (2019). A umidade foi determinada por gravimetria e as fibras
foram determinadas segundo técnica enzimética gravimétrica, lipidios foram determinados por
Soxhlet, cinzas por incineracdo em mufla, proteinas foram determinadas pelo método de
Kjeldahl e os carboidratos determinados por diferenca. O ferro foi determinado por
espectrometria de absorcdo atdomica. Todas as andlises foram realizadas em triplicata. Os
valores encontrados na composi¢ao quimica foram levados em consideracao para o célculo das
dietas experimentais, para que elas fossem isocaldricas e apresentassem os mesmos contetidos

de macronutrientes por 100 g.

2.3 Determinagdo de ferro

A andlise do conteudo de ferro presente na farinha de Gryllus assimilis e soja, bem
como o conteido de ferro das dietas experimentais € da albumina foram determinados por
espectrometria de absor¢do atomica (SpectrAA, Modelo 220 FS). As andlises foram realizadas
nas condi¢des com poténcia de 1300 W, vazdo de plasma de argdnio de 15 L min!, taxa de

!, vazdo de argdnio do nebulizador de 0,5 L min ' e taxa

fluxo de argonio auxiliar de 0,7 L min™
de introducdo da amostra de 1,5 mL min~!. Foram pesados separadamente 2 g de cada amostra
(Gryllus assimilis em po e farinha de soja) em papel manteiga, em balanga analitica (Gehaka,
BG2000, Brasil), e transferidos para tubos de digestdao. Em seguida, 10 mL de 4cido nitrico a
temperatura ambiente foram adicionados aos tubos e mantidos em bloco digestor, a 150°C, por
16 horas. Quando necessério, 5 mL de 4cido nitrico foram adicionados aos tubos. Apds a
digestdo, os tubos foram resfriados em temperatura ambiente e as amostras transferidas para
baldes volumétricos de 50 mL, sendo os tubos lavados com 4dgua deionizada e agitados em

vortex, por 3 vezes. Para andlise, os extratos foram diluidos apropriadamente utilizando dgua

deionizada. As andlises foram realizadas em triplicata.

2.4 Animais e dietas experimentais
O método utilizado para andlise da biodisponibilidade de ferro foi o de

deplecao/replecdo de hemoglobina. Foram utilizados 32 ratos machos (Rattus novergicus,
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variedade albinus) da linhagem Wistar, com 21 dias de idade, provenientes do Biotério Central
do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saide, da Universidade Federal de Vigcosa. Os mesmos
foram distribuidos em gaiolas individuais e permaneceram em um fotoperiodo de 12 horas.

As dietas experimentais foram elaboradas de acordo com o padrdao AIN-93G. Na fase
de deple¢do, os animais receberam uma dieta contendo mix mineral isento de ferro, com o
intuito de reduzir as concentracdes de hemoglobina, e receberam dgua deioinizada ad libitum
por 21 dias. Posteriormente os animais foram divididos em quatro grupos (n=8) de forma que
os niveis de hemoglobina fossem homogéneos em cada grupo: (1) dieta padrdo + sulfato ferroso
(DP +SF), (2) dieta padrdo + grilo em p6 (15%) + farinha de soja (85%) (DP + GP + ES), (3)
dieta padrao + grilo em p6 (100%) (DP + GP), (4) dieta padrao + farinha de soja (100%) (DP
+ FS) (Tabela 1).

Durante a fase de replecdo, tanto o Gryllus assimilis em po quanto a farinha de soja
foram usados como fonte de ferro, tendo sido o sulfato ferroso utilizado como controle positivo.
Foram fornecidos 12 mg de ferro por quilo de dieta para cada grupo experimental. Durante a
fase de replecdo, amostras de sangue foram colhidas semanalmente por puncdo caudal para
determinar a concentragdo de hemoglobina. Apos 48 dias de experimento € um jejum de 12
horas, os animais foram anestesiados com isoflurano (isoforine Cristdlia®) e eutanasiados por
puncdo cardiaca.

O sangue foi armazenado em tubos de ensaio e centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos
(FANEM®, Sio Paulo, Brasil) para separar o soro. Orgdos como figado e intestino também
foram coletados. Todos os materiais biologicos foram armazenados a - 80°C para analises
posteriores.

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os principios éticos da
experimentacio animal. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da

Universidade Federal de Vigosa (CEUA/UFV), sob o registro 38/2022.



61

Tabela 1. Composi¢do nutricional das dietas experimentais (g/kg)

Ingredientes Fase de

deplecdo Fase de replecao

AIN-93G SF GP FS GP + FS
Albumina (g) 225,0 225,0 192,4 137,5 145,6
Amido dextrinizado (g) 132,0 132,0 132,0 132,0 132,0
Sacarose (g) 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Celulose (g) 70,0 70,0 46,6 29,8 32,4
Oleo de soja (mL) 50,0 50,0 63,0 35,9 40,0
Mix mineral s/ Fe (g) 35,0 35,0 35,0 35,0 35,0
Mix vitaminico (g) 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
L-cistina (g) 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Bitartarato de colina (g) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Amido de milho (g) 372,5 375,5 377,3 363,2 365,4
FeSO4 (mg) - 0,038 - - -
Gryllus assimilis em poé (g) - - 50,6 - 7,6
Farinha de soja (g) - - - 151,1 128,4
Densidade caldrica 39,6 39,5 39,3 38,8 38,9
(Kcal/g)

SF: Sulfato Ferroso; GP + FS: Grylus assimilis em p6 + Farinha de Soja (85:15); GP: Grylus assimilis em p6; FS:

Farinha de Soja; AIN-93G: dieta padrdo para fase de crescimento.

2.5 Dosagem de hemoglobina e exames séricos de ferritina e transferrina

A hemoglobina sérica foi dosada por meio do método do cianeto de metahemoglobina,
proposto pela AOAC (1998), utilizando um kit para diagndstico colorimétrico in vitro. Foi
pipetado o volume de 20 pL de sangue e misturado a 5 mL do reagente de cor solugdo de
Drabkin (que continha cianeto de potdssio e dcido cianidrico). A leitura da absorbancia foi
realizada utilizando um espectrofotometro Multiskan UV-Visible (Thermo Scientific), em
comprimento de onda de 540 nm. Para célculo da concentracdo de hemoglobina das amostras
de sangue, foi utilizado como referéncia o valor de leitura da absorvancia de uma solugdo

padriao de hemoglobina.

2.6 Biodisponibilidade de ferro

A biodisponibilidade do ferro foi determinada de acordo com o postulado por
Hernédndez et al (2003). Para célculo da eficiéncia de regeneracdo da hemoglobina (HRE%)
foi usada a expressdo: HRE% = [(Fe mg final Hb — Fe mg inicial Hb) /100]/mg Fe consumido.
O conteudo de ferro presente na hemoglobina foi estimado por: [peso corporal (g) x Hb (gL~

1 x 0,335 x 6,7]/1000. Esta varidvel foi calculada assumindo que o volume total de sangue &
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igual a 6,7% do peso corporal, e o conteido de ferro do corpo na hemoglobina sendo 0,335. O
uso de ferro foi calculado como: [HRE% x % ferro dietético] /100. O valor biolégico relativo

foi calculado através da razdo entre: [(HRE% do grupo teste)/ (HRE% do grupo controle)].

2.7 Estresse oxidativo e atividade antioxidante
2.7.1 Atividade enzimdtica

A quantificacdo da superdxido dismutase (SOD) foi realizada de acordo com a
metodologia proposta por Marklund (1985). As amostras, padrdo e branco, foram incubadas a
37°C por 5 minutos e a leitura foi realizada em um espectrofotometro Multiskan GO (Thermo
Scientific) a 570 nm. Os resultados foram expressos como unidades de SOD/mg de proteina.
Os célculos foram realizados em relagdo ao valor de absorbancia do padrdo, considerando que
possui um U de SOD, ou seja, 100% de oxidag@o do pirogalol.

A determinacdo da atividade da enzima catalase (CAT) foi baseada em sua capacidade
de clivar peréxido de hidrogénio (H>O2) em 4dgua e oxigénio molecular, conforme descrito por
Aebi (1984). A absorbancia foi determinada a 0, 30 e 60 segundos a 240 nm em um
espectrofotometro (T70 + Espectrometro UV/VIS). A absorbancia utilizada para o calculo foi
o delta obtido de a absorbéncia lida nos tempos 0 e 60 (absorbéncia final - absorbancia inicial).

A atividade da glutationa-S-transferase (GST) foi determinada segundo Habig et al.
(2002). Apés a centrifugacdo do homogeneizado, foi acrescentado o CDNB (Sigma Aldrich® ,
EUA) e a glutationa reduzida (GSH) (Sigma Aldrich®, EUA). As absorbancias foram
determinadas nos tempos 0, 30, 60 e 90 segundos a 340 nm em espectrofotometro

(ThermoScientific® , modelo Multiskan GO, Finlandia).

2.7.2 Malondialdeido

A concentra¢do de malondialdeido (MDA) foi realizada de acordo com Buege e Aust
(1978). Foi adicionada solucao de TBARs (15% de 4cido tricloroacético, 0,375% de acido
tiobarbitdrico e 0,25 M de HCI) ao homogeneizado de figado. Em seguida, as amostras foram
agitadas em vortex e aquecidas em banho-maria a 95°C por 30 minutos. Apds este
procedimento, foi adicionado n-butanol e a nova agitacdo e centrifugacdo. O sobrenadante foi
removido e pipetado em triplicata em placa Elisa para leitura em espectrofotdometro Multiskan
GO (Thermo Scientific) a 535 nm e os resultados expressos em nmol de MDA por miligramas

de proteina (MDA/PTN).
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2.7.3 Oxido nitrico

A concentragdo de 6xido nitrico (ON) foi determinada de acordo com o postulado por
Green et al (1982). O homogeneizado foi misturado com duas solugdes: Solucio A (1%
sulfanilamida em 2,5% H3PO4) e solucao B (0,1% dicloridrato de naftil I etileno diamida em
2,5% H3PO4) na propor¢ao (1:1) e a placa de microtitulacdo foi incubada no escuro durante
10 minutos. A leitura da absorbancia aconteceu em um espectrofotdmetro (Multiskan Go,
Thermo Scientific) a 570 nm e os resultados foram calculados usando a curva padrdo e

expressos em pmol NO/mg de proteina.

2.7.4 Proteina carbonilada

A concentracdo de proteina carbonilada foi mensurada utilizando o procedimento 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) com base nos grupos carbonil que reagem com DNPH de acordo
com Levine et al. (1990). A leitura foi realizada em espectrofotdmetro (ThermoScientific®,

modelo Multiskan GO, Finlandia) a 370 nm.

2.8 Andlise do conteiido fecal e da morfologia do duodeno
2.8.1 Umidade fecal

O teor de umidade nas fezes foi determinado pelo método gravimétrico de acordo com
a AOAC (2016). As amostras coletadas no final do experimento, foram secas em estufa a 105°

C por 24 horas.

2.8.2 Coloragdo e consisténcia das fezes (Escala de Bristol)

Para obtencdo de informacdes acerca do transito intestinal e o funcionamento do
intestino, foi utilizada a Escala de Bristol para Consisténcia das Fezes (EBCF). A anélise de
coloragdo das fezes foi realizada através da observacdo macroscopica, adaptando a
classificag@o proposta por Silveira Junior (1988); e a consisténcia das fezes foi avaliada por um

sistema de pontuacdo proposto previamente por Canani et al. (2007).

2.8.3 Andlise do pH das fezes do ceco
Para analise de pH, cerca de 0,4 g do conteudo do ceco foi homogeneizado em 4 mL de
dgua destilada, utilizando um vortex. Em seguida, o eletrodo de vidro do medidor de pH (Bel

Engineering®) foi inserido para aferir o pH fecal (Grancieri et al., 2017).
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2.8.4 Quantificacdo de dcidos graxos de cadeia curta (AGCC)

Para a quantificacdo dos dcidos graxos de cadeia curta, seguiu-se o postulado por
Siegfried et al (1984). Fezes do contetido cecal foram misturadas em tubo tipo eppendorf a
300 pL de dgua ultrapura em microtubos e centrifugados a 12.000 x g por 10 min. Foram
transferidos 300 uL do sobrenadante para novos tubos e adicionados 300 uL de hidroxido de
calcio e 150 pL de solucdo de sulfato ciprico. Em seguida, os tubos forma agitados por 10
segundos e congelados. Apds descongelados, foram novamente centrifugados a 12.000 x g por
10 minutos. Quinhentos microlitros do sobrenadante foram transferidos para novos microtubos,
foram adicionados 14 plL. de H2SOs concentrado e os tubos foram congelados. Apds
descongelados e contrifugados, 500 pL de sobrenadante foram utilizados para a quantificagdo

de AGCC.

2.8.5 Andlise histologica do duodeno

Fragmentos histolégicos semi-seriados de cdlon e duodeno de 3 um de espessura foram
obtidos em micrétomo rotativo automatizado (Reichert-J ung®, Genossen, Alemanha) e corados
pela técnica de hematoxilina e eosina. As ldminas foram examinadas em microscopio de luz
Olympus BX43, com objetiva de 20x e 40x. Para medir a espessura das camadas da mucosa e
submucosa e didmetro das células caliciformes foram selecionados 10 campos aleatdrios por
animal. Foram utilizadas apenas criptas com epitélio conjuntivo definido e visivel
(CAVALIERE; CARLOS, 2013). As imagens foram processadas com o software ImagePro-
Plus® versdo 4.5 (Media Cybernetics, Rockville USA).

2.9 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos aos testes de normalidade de Shapiro-Wilk e Kolmogorov
Smirnov. Foi aplicada anélise de variancia (ANOV A) one-way, seguida pelo teste post-hoc de
Tukey para as varidveis paramétricas. O nivel de significancia estabelecido para todos os testes
foi de 5%. Todas as andlises foram realizadas no software GraphPad Prism (GraphPad
software, San Diego, CA) versao 9.0. Foi estabelecido o nivel de significancia de 5% para todos

oS testes.

3. Resultados
A andlise da composicao centesimal revelou que o Gryllus assimilis em pd continha

23,72 mg de ferro/100 g, enquanto a farinha de soja apresentou 7,94 mg de ferro/100 g. O grilo
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apresentou maiores conteidos de proteinas e menores conteidos de lipidios, carboidratos e

fibras quando comparado a soja (Tabela 2).

Tabela 2. Composic¢do quimica da farinha de soja e p6 de Gryllus assimilis em base seca

Compostos Gryllus assimilis Soja

Umidade (g/100 g) 3,68+0,01 5,92 0,23
Cinzas (g/100 g) 4,04+0,16 5,02+0,05
Lipidios (g/100 g) 18,28+1,01 22,55+0,59
Proteinas (g/100 g) 64,75+0,79 43,90+1,63
Fibra alimentar total (g/100 g ) 9,04+0,01 13,35+0,48
Carboidratos (g/100 g) 0,21+0,01 9,26+2,75
Ferro (mg/100 g) 23,72+1,31 7,94+0,69

Dados apresentados em média + desvio padrao.

Nao foram observadas diferencas no consumo alimentar nem no ganho de peso dos
animais, entre os diferentes grupos (p<0,05) (Tabela 3). Entretanto, os animais que consumiram
Gryllus assimilis em p6 associado a farinha de soja (GP + FS) apresentaram maior ingestao de
ferro quando comparados ao grupo que consumiu apenas farinha de soja (FS) (p<0,05) (Tabela
3). A taxa de utilizag@o do ferro diferiu entre o grupo GP + FS e o grupo que consumiu Gryllus
assimilis em p6 de forma isolada (p<0,05) (Tabela 3). Nao foram encontradas diferencas na
Eficiéncia de Regeneracdo da Hemoglobina (HRE%), Valor Relativo de Biodisponibilidade
(RBV-HRE) e Coeficiente de Eficiéncia Alimentar (CEA) entre os grupos (p>0,05) (Tabela 3).

Tabela 3. Consumo total, ganho de peso corporal, ingestdo de ferro, utilizag¢ao de ferro, indices

para avaliacdo da biodisponibilidade de ferro

Variaveis SF GP + FS GP FS
Consumo total (g) 338,41+15,98* 348,82+17,91* 343,61+32,30*° 342,28+18,17*
Ganho peso (g) 30,42+18,85*  32,81+20,41* 30,04+19,13*  20,33+16,89*
CEA 0,09+0,05% 0,10+0,05* 0,10+0,04% 0,8+0,04*
Ingestdo de ferro (g) 7,3940,35%® 8,02+0,41% 7,90+0,74% 7,29+0,39°
HRE % 41,37+10,86*  41,13+10,86*  36,40+6,26* 40,82+8,03%
RBV-HRE 1,00+0,15% 0,99+0,18* 0,88+0,12% 0,98+0,11%
Utilizagao do ferro 0,90+0,142° 0,94+0,15% 0,83+0,11° 0,86+0,10%®

Dados apresentados em média + desvio padrdo. N = 8 animais/grupo. SF: Sulfato Ferroso; GP + FS: Gryllus
assimilis em p6 associado a farinha de soja (15:85); GP: Gryllus assimilis em pd; FS: Farinha de Soja. Médias
seguidas por diferentes letras mintisculas na mesma linha indicam diferenca significativa, de acordo com o teste

de Tukey a 5% de probabilidade.

No inicio da fase de replecdo, os niveis de hemoglobina nao diferiram entre os grupos



66

teste e controle (p>0,05) (Tabela 4). No entanto, na dltima semana, o grupo GP demonstrou
menor valor de hemoglobina quando comparado aos demais grupos (p<0,05), apresentando
menor ganho final de hemoglobina em relagdo aos grupos controle (SF) e GP + FS (p<0,05)
(Tabela 4). Os grupos que consumiram Gryllus assimilis em p6 isoladamente (GP) ou associado
a farinha de soja (GP + FS) apresentaram maiores valores de transferrina ao final do estudo

(p<0,05). Os valores de ferritina, por sua vez, foram maiores no grupo GP (p<0,05) (Tabela 4).

Tabela 4. Valores de hemoglobina, ganho de hemoglobina e niveis séricos de ferritina e

transferrina na fase de replecao

Variaveis SF GP + FS GP FS
Hemoglobina inicial (g/dL) 7,52+1,51° 7,51+1,472 7,57+1,47% 7,67+1,38?
Hemoglobina final (g/dL) 14,46+1,99% 14,49+1,25% 12,05+1,82° 14,37+1,01*
Ganho de hemoglobina (g/dL)  7,53+2,00% 6,98+1,08? 4,49+2,00° 6,70+1,38%
Transferrina (mg/dL) 163,40+8,26°  178,03+4,90°  185,91+8,19% 160,22+7,44°
Ferritina (ng/dL) 5,18+1,01% 4,56+0,97° 6,41£1,10? 4,64+0,84®

Dados apresentados em média + desvio padrdo. N = 8 animais/grupo. SF: Sulfato Ferroso; GP + FS: Gryllus
assimilis em po associado a farinha de soja (15:85); GP: Gryllus assimilis em pd; FS: Farinha de Soja. Médias
seguidas por diferentes letras mindsculas na mesma linha indicam diferenca significativa, de acordo com o teste

de Tukey a 5% de probabilidade.

O grupo que recebeu farinha de soja de maneira isolada apresentou maior concentra¢do
de acido acético no conteudo cecal (p<0,05). As concentragdes de dcido propidnico também
foram maiores no grupo FS (p<0,05) e as concentracdes de acido butirico ndo diferiram entre
os grupo (p>0,05) (Tabela 5). A ingestao de farinha de soja isoladamente (FS) ou em associag¢io
ao Gryllus assimilis em p6 (GP + FS) aumentou a umidade das fezes (p<0,05). Nao houve

diferencas entre o pH e a coloracdo das fezes do ceco entre os grupos (p>0,05) (Tabela 5).
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Tabela 5. Andlises de dcidos graxos de cadeia curta, umidade e pH das fezes do ceco

Variaveis SF GP + FS GP FS
Acido acético (mmol/L) 7,58+0,92¢ 10,0240,76°  11,59+0,97° 13,95+1,80%
Acido propidnico (mmol/L) 3,60+0,53° 3,86+0,64° 4,27+0,47% 4,78+0,21%
Acido butirico (mmol/L) 0,99+0,12% 1,170,322 1,31+£0,29%° 1,15+£0,27%
Total de AGCC 12,56+1,84 15,87+0,86 17,24+1,74 19,33+1,63
Umidade fecal (%) 12,32+1,37° 21,29+3,80°  16,08+2,53° 18,72+1,30%
pH fezes do ceco 8,25+0,69% 7,960,317 7,74+0,36* 8,03+0,55%
Coloragao fezes 3,00+0,00% 2,00+0,00% 2,00+0,00% 1,00+0,00?
Consisténcia fezes 2,00+0,00? 1,00+0,00? 2,00+0,00? 1,00+0,00?

Dados apresentados em média + desvio padrdo. N = 8 animais/grupo. SF: Sulfato Ferroso; GP + FS: Gryllus
assimilis em pé associado a farinha de soja (15:85); GP: Gryllus assimilis em pé; FS: Farinha de Soja. Médias
seguidas por diferentes letras mintisculas na mesma linha indicam diferenga significativa, de acordo com o teste

de Tukey a 5% de probabilidade.

A anélise histomorfométrica do duodeno mostrou que os grupos teste apresentaram
maior espessura da mucosa quando comparados ao grupo controle (p<0,05) (Tabela 6, Figuras
1 e 2). A espessura da submucosa, entretanto, nao diferiu entre os grupos (p>0,05). O consumo
de Gryllus assimilis em p6 na forma isolada promoveu maior didmetro de células caliciformes

(p<0,05) (Tabela 6, Figuras 1 e 2).

Tabela 6. Efeito das dietas experimentais na histomorfometria duodenal de ratos Wistar

Variaveis SF GP + FS GP FS
Espessura mucosa (um) 600,64+78,48°  72526+79,41%°  798,81+78,53*  796,78+46,29%
Espessura submucosa (um) 47,14+7,68?2 46,24+3,88?2 48,84+3,20? 45,23+10,312
Didmetro células caliciformes 16,86+0,94° 17,95+0,97° 19,210,922 16,78+0,96°
(um)

Dados apresentados em média + desvio padrdo. N = 8 animais/grupo. SF: Sulfato Ferroso; GP + FS: Gryllus
assimilis em po associado a farinha de soja (15:85); GP: Gryllus assimilis em p6; FS: Farinha de Soja. Médias
seguidas por diferentes letras mintisculas na mesma linha indicam diferenga significativa, de acordo com o teste

de Tukey a 5% de probabilidade.
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MUCOSA E SUBMUCOSA

Figura 1. Corte histol6gico duodenal para anélise de mucosa e submucosa.

Secdo transversal de duodeno de ratos Wistar submetidos a andlise de biodisponibilidade de ferro pelo método de
deplecdo/replecdo. SF: Sulfato Ferroso; GP + FS: Gryllus assimilis em p6 associado a farinha de soja (15:85); GP:
Gryllus assimilis em p6; FS: Farinha de Soja. Linhas pretas: sinalizam como foram feitas as medidas das
espessuras das mucosas. Linhas vermelhas: sinalizam como foram feitas as medidas das espessuras das

submucosas.
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CELULAS CALILIFORMES

Figura 2. Corte histol6gico duodenal para anélise de células caliciformes.

Secdo transversal de duodeno de ratos Wistar submetidos a andlise de biodisponibilidade de ferro pelo método de
deplecdo/replecdo. SF: Sulfato Ferroso; GP + FS: Gryllus assimilis em pé associado a farinha de soja (15:85); GP:
Gryllus assimilis em pd; FS: Farinha de Soja. Linhas amarelas: sinalizam como foram feitas as medidas dos

didmetros das células caliciformes.

A atividade antioxidante e o estresse oxidativo também foram analisados, no figado. Os
valores de catalase (CAT) ndo apresentaram diferencas entre os grupos (p>0,05). No entanto,
as concentragdes de superdxido dismutase (SOD) foram maiores no grupo GP + FS (p<0,5),
enquanto as concentracdes de glutationa peroxidase (GSH) foram superiores no grupo GP
(p<0,05) (Figura 3). No entanto, a producao de 6xido nitrico (ON), malondialdeido (MDA) e
proteina carbonilada (PCN) foi superior no grupo que recebeu Gryllus assimilis em po

isoladamente (GP) (p<0,05) (Figura 3).
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Figura 3. Efeito do consumo de Gryllus assimilis em p6 isolado ou associado a farinha de soja

no balanco oxidativo in vivo.

SF: Sulfato Ferroso; GP + FS: Gryllus assimilis em p6 associado a farinha de soja (15:85); GP: Gryllus assimilis
em pod; FS: Farinha de Soja. (A) Catalase, (B) Superéxido Dismutase, (C) Glutationa S-Transferase, (D)
Malondialdeido, (E) Oxido Nitrico, (F) Proteina Carbonilada. Letras mindsculas diferentes (a-c) indicam
diferencas intra grupos, de acordo com a ANOVA, seguida pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Dados

expressos como média + desvio padrdo.
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4. Discussao

Ainda ndo foram relatados estudos que avaliaram a biodisponibilidade de ferro in vivo
de Gryllus assimilis em p6 isoladamente ou associado a uma farinha de leguminosa comumente
consumida, como a soja. Portanto, este estudo constitui-se como pioneiro nesta tematica.

Como esperado, ndo foram observadas diferencas entre o consumo alimentar e o ganho
de peso nos animais. Tal fato evidencia a boa aceitacdo das dietas ofertadas. Resultados
semelhantes foram observados em outros estudos realizados com Gryllus assimilis em pé
(Aratjo et al., 2022; Bergmans, 2020; Inje et al., 2018).

Os resultados aqui apresentados demonstraram que o inseto, em associa¢do a farinha de
soja, apresentou biodisponibilidade de ferro comparavel ao sulfato ferroso, visto que os valores
de HRE% e RBV-HRE nao diferiram entre os grupos. No entanto, as menores concentragoes
de hemoglobina na semana final da reple¢do, o menor ganho final de hemoglobina e a menor
taxa de utilizagdo do ferro no grupo GP demonstram que, apesar de ser eficaz na regeneracao
de hemoglobina, o Gryllus assimilis em p6 isolado apresenta menor capacidade de manter os
niveis de hemoglobina a longo prazo. Além disso, os resultados dos exames bioquimicos
mostram que os grupos que receberam grilo em pd de maneira isolada ou associada a soja
apresentaram maiores concentracdes séricas de transferrina quando comparados ao grupo
controle.

Estudos apontam que insetos comestiveis possuem ferro altamente biodisponivel, no
entanto, os resultados anteriormente observados demonstram que eles possuem compostos que
podem afetar a absor¢do do ferro, como por exemplo, a quitina. A quitina € um polimero
presente no exoesqueleto de insetos, € os grilos apresentam porcentagem significativa de fibras
em forma de quitina (Ojha et al., 2021; Raheem et al., 2019). Estudos prévios mostraram que
o consumo prolongado de quitina e quitosana estio relacionados com um balanco negativo de
ferro e baixa concentragdo de hemoglobina (Deuchi et al., 1995; Mwangi et al., 2022; Oonincx;
Finque, 2020). Desta forma, as fibras podem apresentar efeito quelante, e interferir
negativamente na absorcao intestinal de alguns minerais e vitaminas; como por exemplo ferro,
célcio, magnésio, cobre e zinco (Ojha et al., 2021).

Uma possivel explicacdo para os resultados aqui observados na concentracdo de
transferrina no grupo GP se deve ao processo de metabolismo e absor¢cdo do ferro. A maior
parte do ferro presente no plasma sanguineo origina-se da degradacdo da hemoglobina, bem
como das reservas de ferro armazenadas no organismo, como a ferritina e a hemossiderina

(Costa & Martino, 2016; Grotto, 2008). O ferro liberado durante esse processo de degradacao
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¢ reincorporado a circulagdo sanguinea, onde se liga a transferrina, a principal proteina de
transporte de ferro no plasma. A degradacdo da hemoglobina resulta em aumento na demanda
por transporte de ferro, o que leva a niveis elevados de transferrina na circulacdo sanguinea
(Frazer & Anderson, 2013; Waldvogel-Abramovski et al., 2014). Abdel-Monien e
colaboradores (2022) analisaram ratos com anemia ferropriva e o efeito da suplementacdo de
ferro e também observaram aumento de transferrina e diminui¢do de hemoglobina nos animais
dos grupos intervencao.

As concentragdes de ferritina dos grupos interveng@o ndo diferiram do controle. No
entanto, foram observadas diferencas entre os grupos que receberam grilo em p6 isoladamente
e associado a farinha de soja, tendo o primeiro apresentado maior concentracdo de ferritina. A
ferritina se liga ao ferro formando um complexo férrico, facilitando com que o mineral flua
para dentro e para fora da célula e funcionando também como local de armazenamento deste
mineral (Ueda; Nakasawa, 2018). A interpretacdo dos marcadores bioquimicos de ferro sofre
interferéncia da inflamagdo. Em situa¢do de inflamacgdo acontece o estimulo a agentes da
eritropoiese, consequentemente os niveis de ferritina aumentam e a disponibilidade de ferro
reduz (Sciacqua et al., 2020; Ueda; Nakasawa, 2018). Hipotetiza-se, assim, que o consumo de
grilo preto em pod, de maneira isolada, tenha causado algum nivel de inflamacdo nos animais.

Foi possivel observar melhora em pardmetros intestinais nos grupos teste,
especialmente quando receberam farinha de soja. Embora ndo tenham sido encontradas
diferencas nas concentracdes de acido butirico entre os grupos, o grupo FS apresentou maiores
concentragdes de acido acético e propidnico, seguido do grupo GP. As concentracdes de 4cido
propidnico foram aumentadas nos grupos GP e FS. A soja € uma leguminosa que contém em
sua composi¢do fitoquimicos como isoflavonas, fitoesterdis e saponinas; que sdo conhecidos
por oferecer beneficios a saide (Basson et al., 2021). As isoflavonas apresentam potencial
terapéutico na saude gastrointestinal; melhorando a capacidade secretora, a integridade da
barreira epitelial intestinal e minimizando danos histomorfologicos (Al-Nakkash & Kubinski,
2020). De acordo com estudos anteriores, a soja é capaz de aumentar a concentracao de dcidos
graxos de cadeia curta em ratos, uma vez que a isoflavona, presente nessa leguminosa, possui
a capacidade de ser metabolizada pela microbiota intestinal, produzindo AGCC (Huang et al.,
2022; Li et al., 2021; Luo et al., 2019). Os AGCC também sdo produzidos a partir da
fermentacdo de fibras alimentares (Koh et al., 2016; Yan et al,. 2022). Acidos acético,
propidnico e butirico sdo os AGCC mais abundantes e exercem varios efeitos benéficos no

organismo como, por exemplo, melhor funcido na barreira e redu¢do da inflamacao intestinal,
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uma vez que favorecem a producgio de proteinas de jun¢do e muco (Blaak et al., 2020; Dalile
et al.,, 2019; Tan et al., 2014). Além disso, AGCC podem desempenhar um papel na
fisiopatologia da obesidade e diabetes mellitus tipo 2, interferindo no controle de peso corporal
e na sensibilidade insulinica (Caetano & Castelucci, 2022).

A presenca de soja nas dietas também aumentou a umidade das fezes; e os grupos teste
apresentaram a mesma coloragdo e consisténcia das fezes que o grupo controle. A maior
umidade das fezes nos grupos contendo farinha de soja e grilo em p6 também se deve,
provavelmente, ao contetdo de fibras insoliveis dessas matrizes. As fibras insoliveis possuem
a capacidade de adsorver dgua no lumen intestinal, aumentando massa e volume fecal, e
consequentemente, acelerando o transito intestinal (Vries et al., 2019). Fibras alimentares
possuem diversas funcdes fisioldgicas no trato gastrointestinal, como por exemplo: aumentam
a saciedade, regulam doencas cardiovasculares e diminuem o risco do desenvolvimento de
doencas, como o diabetes mellitus tipo 2 (Brandl et al., 2020; Remes-Troche et al., 2020).

Os resultados observados na andlise histomorfométrica corroboram com os resultados
discutidos anteriormente. Os grupos teste apresentaram maior espessura da mucosa quando
comparados ao controle. Os animais que receberam grilo em pd de maneira isolada
apresentaram, ainda, maior didmetro de células caliciformes. Tais parametros
histomorfométricos estdo diretamente relacionados a eficiéncia das fungdes digestivas e de
absor¢ao da membrana na borda em escova (Kwon et al., 2020). Mudangas macroscépicas,
microscopicas e funcionais no intestino sdo respostas adaptativas normais a uma série de
fatores, sendo a dieta a mais comum entre eles. Mudangas morfoldgicas induzidas pela dieta
foram observadas por alguns autores (Najman et al., 2022; Seyyedin & Nazem, 2017; Segu et
al., 2022). A quitina presente no exoesqueleto de insetos comestiveis, quando degradada, gera
quitooligossacarideos (COS); que sdo oligdbmeros de D-glucosamina, com diversas fungdes
bioldgicas, tais como imunomodulacdo, reducdo de processos inflamatérios e impactos
positivos na saude intestinal (Ojha et al., 2021; Selenius et al., 2018; Van-Huis et al., 2013;
Zhai et al., 2021). COS podem ser facilmente fermentados por bactérias intestinais, acarretando
em producdo de AGCC, que estimulam o crescimento da mucosa intestinal e a proliferacao de
células epiteliais em ratos (Adam et al., 2015; Knapp et al., 2013; Liu et al., 2022). Hipotetiza-
se que 0 aumento na espessura da mucosa aconteceu como uma forma adaptativa do 6rgao para
melhorar processos digestivos e absortivos.

Células caliciformes estdo envolvidas na producdo de muco e alteragdes estruturais

nessas organelas acarretam em alteracoes na producdo deste subproduto (Gustafsson &
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Johansson, 2022; Naama et al., 2023; Rogers, 2003). O muco possui a propriedade de se ligar
ao ferro, facilitando sua captacao pela camada da borda em escova para se ligar a proteinas e
ser transferido para dentro da célula (Costa & Martino, 2016). Além disso, a camada de muco
funciona como a primeira camada de defesa intestinal contra lesdes quimicas e fisicas causadas
por alimentos ingeridos, micrébios e produtos microbianos (Kim & Ho, 2010). Desta forma,
aumentar o didmetro das células caliciformes e, consequentemente, a producao de muco, sugere
um aumento da absorc¢do de ferro e da defesa intestinal.

No presente estudo, os animais que receberam Gryllus assimilis em pé de maneira
isolada apresentaram maior expressdo de biomarcadores do estresse oxidativo; e maior
atividade da glutationa S-transferase (GST). Sabe-se que a GST € a enzima central na reacdo
de ligacdo com a glutationa (GSH), um antioxidante ndo enzimdtico que atua como um dos
principais agentes desintoxicantes, expulsando materiais estranhos acumulados no corpo e
desempenhando um papel crucial na protecdo das células contra os danos provocados pelos
radicais livres (Chauhan e Choudhury 2020; Yuan et al., 2022). Dessa forma, hipotetiza-se que
o Gryllus assimilis em p0, isoladamente, causou efeito oxidante nos animais, € a maior
expressdo de GST aconteceu de maneira adaptativa para minimizar os danos oxidativos gerados
por esse estresse.

A superdxido dismutase (SOD) € uma enzima que possui a capacidade de converter
radicais superdxidos (O2) nocivos em peréxido de hidrogénio (H2O») e oxigénio (O2) (He et
al., 2019). Ao complementar o Gryllus assimilis em pé com a farinha de soja, observaram-se
niveis de produtos de peroxidagdo lipidica similares ao controle e aumento da atividade da
SOD. A capacidade antioxidante de dietas contendo insetos comestiveis também foi analisada
por Xie e colaboradores (2020). Os autores verificaram que a larva de Chrysomyia
megacephala em p6 também aumentou a expressdo de SOD em camundongos. O aumento da
atividade desta enzima antioxidante no grupo GP + FS, no presente estudo, pode estar associada
a potencializagdo dos compostos bioativos presentes no grilo (Oliveira et al., 2024). A soja
possui isoflavonas e saponinas; ja os grilos possuem glicosaminoglicanos e fragcdes peptidicas.
Juntas, essas matrizes alimentares possuem compostos bioativos com propriedades
antioxidantes e antimicrobianas que sdo capazes de reduzir a inflamacao e o estresse oxidativo
(Chatterjee et al., 2018; Kusumah e Mejia, 2022; Messina et al., 2019; Nowakowski et al.,
2021).

Existem relatos que o consumo de grilo em pé acarretou em atividade antiinflamatéria

e antioxidante em roedores (Ahn et al., 2016; Hwang et al., 2019). Contraditoriamente, no
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presente estudo, observou-se maior atividade oxidativa nos animais que consumiram esta
matriz alimentar de forma isolada, demonstrada por meio do aumento da expressao de produtos
de peroxidac¢@o. A maior expressdo de MDA e PCN estd envolvida com o aumento do estresse
oxidativo, e esta condi¢cdo desencadeia aumento na expressdao de ON (Cui et al., 2018; Halliwell
e Gutteridge, 2015). Espécies reativas de oxigénio aumentadas e defesas antioxidantes
diminuidas podem influenciar na fisiopatologia da inflamacao, fibrose, lesdo de reperfusao,
aterosclerose, doenca de Alzheimer e doenga pulmonar obstrutiva cronica (Forman & Zhang,
2021; Hybertson et al., 2011). Desta forma, sugere-se que o consumo do grilo preto de maneira
isolada, no presente estudo, esteve associado a danos oxidativos no figado dos animais, mas

sua associacao com a farinha de soja mostrou-se benéfica.
5. Conclusao

De maneira geral, nossos resultados mostram que o Gryllus assimilis em po, associado
a farinha de soja, € uma boa fonte de ferro biodisponivel, mostrando-se também eficaz na
manutencdo dos niveis semanais e no ganho final de hemoglobina. O consumo do inseto
associado a soja implicou também em melhorias de pardmetros de satde intestinal como, por
exemplo, aumento de 4cido acético e umidade das fezes quando comparado ao controle. A
associcao do Gryllus assimilis a soja também gerou resultados positivos no balango oxidativo,
uma vez que o grupo que recebeu esse mix apresentou um aumento da atividade da superoxido
dismutase, quando comparado ao consumo do pé isolado, que apresentou maiores

concentracdes de produtos de peroxidacao.
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8. CONCLUSAO GERAL

O Gryllus assimilis em pé associado a farinha de soja apresentou biodisponibilidade
comparavel com o padrio sulfato ferroso. Essa associagdo mostrou-se ser a op¢ao mais viadvel,
uma vez que também apresentou melhoras significativas na saude intestinal dos animais;
aumentando a umidade das fezes e a concentracdo de dcidos graxos de cadeia curta. O consumo
do grilo em pé associado a farinha de soja ainda resultou em menores expressdes de produtos
de peroxidacdo lipidica, maior expressdo da superdxido dismutase e ganho final e semanal de

hemoglobina préximos ao controle.

9. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo demonstrou efeitos benéficos e promissores da associacdo entre
Gryllus assimilis em p6 e farinha de soja. Juntas, essas matrizes alimentares apresentaram
biodisponibilidade de ferro semelhante ao controle. Fontes alternativas de ferro biodisponivel
podem funcionar como estratégia nutricional para melhorar o status deste micronutriente em
regides onde prevalece a sua caréncia.

Esforcos futuros sdo necessdrios para investigar a associacdo entre o consumo de
Gryllus assimilis em p6 de maneira isolada e inflamacdo, por meio de analises especificas de
Proteina C - Reativa (PCR), bem como de marcadores de fun¢do hepética e renal. A inflamagao
€ uma resposta imunoldgica a infeccdes, lesdes ou estresse; sendo assim, um preditor do estado
geral de satiide. Portanto, torna-se importante analisar se o consumo de Gryllus assimilis estaria

associado ao desenvolvimento de um possivel quadro inflamatério.
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ANEXOS

Anexo 1 - Certificado de aceite do projeto pela Comissio de Etica no uso de Animais da
Universidade Federal de Vicosa
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