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Resumo

O aumento da populacdo mundial vai implicar um aumento da necessidade de
producao alimentar. A FAO prevé que entre 2012 e 2050 a industria da pecuaria cresga
35% a 50%. A suinicultura ¢ um dos setores com maior relevancia da agropecuaria e
consequentemente responsavel por um importante impacto ambiental. A alimentacdo dos
animais ¢ responsavel por grande parte desse impacto e coloca uma forte pressao sobre
recursos ja limitados, especialmente a componente proteica das racoes, sendo urgente a
procura de fontes nutricionais alternativas. A utilizacao de insetos no setor alimentar pode
ser uma das alternativas promissoras para tornar o setor da pecudaria mais competitivo e
sustentavel. Sendo a BSF uma das principais apostas torna-se, assim essencial, avaliar se
a introdugao desta nova fonte nutricional impacta negativamente na satide € no bem-estar
dos animais e dos consumidores.

Com esta dissertagao pretendeu-se avaliar de que forma a incorporagao parcial e
total de farinha de larva de mosca soldado negro (Hermetia illucens) em substitui¢ao de
bagaco e 6leo de soja na alimentagdo de suinos em fase de acabamento, afeta as
caracteristicas histologicas dos 6rgaos e tecidos. Foi realizado um estudo com 12 suinos
Landrace*Large White*Duroc machos nao castrados de peso vivo médio inicial de 62 +
3.6 kg. Foram estudadas trés ragdes com crescente incorporagdo de farinha de larva da
mosca soldado negro em substituicdo de bagaco e 6leo de soja: BSFO (controlo); BSF50
(50% de substituicdo) e BSF100 (100% de substitui¢do) formuladas para serem
isoenergeéticas e isoproteicas (15% PB). O ensaio teve uma duracgao de 35 dias. Os animais
foram insensibilizados com uma descarga elétrica, na cabega e térax e de seguida
sangrados, com um peso vivo final de 100 £ 6.6 kg.

Apos fixagdo, os diferentes tecidos foram corados com a coloragdo de rotina HE,
avaliaram-se histologicamente e através de um sistema de pontuagdes classificaram-se as
alteragdes e grau de inflamagdo. Realizou-se ainda o estudo morfométrico das gorduras
retroperitoneal, mesentérica e pericardica.

Nao foram encontradas alteragdes significativas nos parametros avaliados
concluindo-se que os diferentes niveis de inclusao de farinha de larva BSF utilizados
neste estudo ndo apresentam um impacto negativo na saude dos suinos, podendo o recurso

a esta nova fonte proteica ser uma opgao do ponto de vista de saude dos animais.

Palavras chave: Hermetia illucens, Histopatologia, Morfometria, Suinos de engorda



Abstract

The increasing world population will lead to an increase in the need for food
production. FAO predicts that between 2012 and 2050 the livestock industry will grow
35% to 50%. Pig farming is one of the most relevant sectors of agriculture and
consequently responsible for an important environmental impact. The feeding of animals
is responsible for a large part of this impact and puts a strong pressure on already limited
resources, especially the protein component of the feed and the search for alternative
nutritional sources is urgent. The use of insects in the food sector can be one of the
promising alternatives to make the livestock sector more competitive and sustainable. As
BSF is one of the main bets, it is therefore essential to assess whether the introduction of
this new nutritional source has a negative impact on the health and well-being of animals
and consumers.

With this dissertation it was intended to evaluate how the partial and total
incorporation of black soldier fly meal (BSF) (Hermetia illucens) in substitution of
soybean meal and soybean oil in the feeding of pigs in the finishing phase, affects the
histological characteristics of the organs and tissues. A study was carried out with 12
Landrace * Large White * Duroc male pigs with an initial mean live weight of 62 + 3.6
kg. Three diets were studied with increasing incorporation of BSF meal to replace
soybean meal and soybean oil: BSFO (control); BSF50 (50% replacement) and BSF100
(100% replacement) formulated to be isoenergetic and isoprotein (15% CP). The trial
lasted 35 days. The animals were stunned with an electric shock, on the head and chest
and then bled, with a final live weight of 100 + 6.6 kg.

After fixation, the different tissues were processed for routine HE staining,
evaluated histologically and through a scoring system, the changes and degree of
inflammation were classified. Morphometric study of retroperitoneal, mesenteric and
pericardial fats was also performed.

No statistically significant differences were observed in the parameters studied,
concluding that the different levels of inclusion of BSF meal used in this study do not
have a negative impact on the health of pigs, therefore the use of this new protein source

may be a valid option from the point of view of animal health.

Keywords: Hermetia illucens, Histopathology, Morphometry, Growing pigs



Abreviaturas

ADF — Fibra em detergente acido, do inglés “Acid detergent fiber”

ADL - Lenhina em detergente acido, do inglés “Acid detergente lignin”

ARRIVE — Pesquisa Animal: Relatério de experimentagdo /n Vivo, do inglés “Animal
Research: Reporting of In Vivo Experiments”

BALT - Tecido linfoide associado a mucosa bronquica, do inglés “Bronchus-associated
lymphoid tissue”

BSF — Mosca soldado negro, do inglés “Black Soldier Fly”

BSFO0 — Racao controlo

BSF50 — Ragao com 50% substituicao

BSF100 — Ragdo com 100% substitui¢ao

CAR — Consumo alimentar residual

cm — Centimetros

dp — Desvio padrao

Dr. — Doutor

Dra. — Doutora

Et al. — E outros, da locugao latina “et alli”

EZN - Estacdo Zootécnica Nacional

FAO — Organizagao das Nagoes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura, do inglés
“Food and Agriculture Organization”

FAWC — Conselho de Bem-estar dos Animais de Produgdo, do inglés “Farm Animal
Welfare Council”

FB — Fibra bruta

FMV-ULHT - Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Lus6fona de
Humanidades e Tecnologias

g — Grama

GALT — Tecido linfoide associado ao intestino, do inglés “Gut-associated lymphoid
tissue”

GEE — Gases com efeito estufa

GMD - Ganho de peso médio diario

HCI — Acido cloridrico

HE — Hematoxilina e Eosina

IC — Indice de conversao alimentar



IgA — Imunoglobulina A

IgG — Imunoglobulina G

INIAYV - Instituto Nacional de Investigacdo Agraria e Veterinaria

IPIFF — Plataforma Internacional de Insetos para Alimentagdo Humana e Animal, do
inglés “International Platform of Insects for Food and Feed”

Kg — Quilograma

m — Metro

mm - Milimetro

MS — Matéria Seca

N - Norte

NGF - Fibra em detergente neutro, do inglés “Neutral detergente fiber”

PB - Proteina Bruta

S - Sul

SNA — Sistema nervoso autdbnomo

TIFF — Formato de arquivo de imagem marcada, do inglés “Tagged Image File Format”
TNF-a — Fator de Necrose Tumoral Alfa, do inglés “Tumor Necrosis Factor”

% - Percentagem

°C — Graus Celsius

um - Micrémetro
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Casuistica de Estagio

Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria

1. Estacdo Zootécnica Nacional (EZN) — INIAV, Vale de Santarém e Ingredient
Odyssey SA (EntoGreen)
O estagio na EZN e na EntoGreen teve inicio no dia 23 de Setembro de 2019 e

terminou dia 6 de Marcgo de 2020.

1.1 Atividades desenvolvidas

O primeiro periodo do estagio foi realizado no laboratorio de nutrigdo da EZN
para determinar as caracteristicas fisico-quimicas basicas dos alimentos para animais,
seguindo os protocolos, segundo a Norma Portuguesa, para avaliagdo do teor em: celulose
bruta, com filtragdo intermédia; azoto e proteina bruta - pelo método de Kjeldahl; gordura;
humidade; e cinza bruta.

Na EntoGreen, durante todo o periodo de estdgio, a autora esteve envolvida no
processo de producdo/criacdo da mosca soldado negro (BSF), que serviu como fonte
proteica para duas das ragdes do estudo in vivo. Este processo de producao incluiu desde
a recolha e pesagem dos ovos de mosca, producdo de larvas juvenis, inoculacdo de
substrato com larvas e producao de larvas e pupas, tendo sido possivel passar por varios
pontos produtivos do processo.

Ainda no ambito do estagio na EntoGreen, a autora colaborou na organizagao de
dois eventos, O Dia Mundial do Inseto Comestivel, que decorreu na Universidade Nova
de Lisboa, em Carcavelos, no dia 26 de Outubro de 2019 e a apresentacdo do projeto
EntoValor, que teve lugar na EZN, no dia 22 Novembro de 2019.

No decorrer do estagio, foi ainda possivel assistir ao seminario de apresentagao
dos resultados do projeto ValRuMeat - Valorizacao da Carne de Ruminantes em Sistemas
Intensivos de Producao, no dia 13 de Novembro.

Foram também desenvolvidos outros projetos para a empresa tais como folhetos
para divulgacao do “BSF workshop” e postais de Natal, para divulgacdo no site da
empresa e nas redes sociais.

Os dois ultimos meses foram realizados nas instalagdes da EZN, onde executamos
o ensaio in vivo com doze suinos. Os animais foram pesados a chegada e divididos por
peso, em dois grupos. O primeiro, com os seis animais mais pesados e o segundo, com 0s

restantes com menor peso.
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Antes da chegada dos animais, participAmos no fabrico e embalamento da ragao,
que posteriormente foi usada no estudo.

Os suinos chegaram dia 16 de Janeiro e ficaram em periodo de habituagao durante
seis dias tendo o ensaio comec¢ado no dia 22 de Janeiro. Diariamente os animais foram
alimentados de modo a terem sempre comida a disposi¢ao e procedeu-se a recolha da
urina, das fezes e das sobras de alimento para serem contabilizadas individualmente e
posteriormente processadas e analisadas. Todas as quartas feiras, os animais eram
pesados e trocados dos parques para as caixas metabodlicas e vice-versa, que eram
devidamente higienizados antes da colocagdo do outro grupo de animais. Os resultados
metabolicos recolhidos foram utilizados pela colega Rebeca Antunes na sua dissertagao.

O ensaio acabou com o abate do primeiro grupo de animais no dia 27 Fevereiro e
o segundo grupo no dia 5 de Marco. No dia do abate, antes do tratamento da carcaga,
foram retiradas as seguintes estruturas: o duodeno, jejuno, ileo ceco, colon, figado,
estdmago, rins, pancreas, testiculos, baco, linfonodo mesentérico, pulmdes, coragao,
gordura retroperitoneal, gordura mesentérica e gordura coronaria e foram pesados o
figado, bago, pulmdo, coracdo e posteriormente cortados para serem rapidamente
colocados em formol a 10% e transportados para a FMV-ULHT. A carcaca foi pesada e
refrigerada para posterior analise da qualidade da carne, realizada pela colega Ana
Pestana para a sua dissertagao.

Esta fase do estagio foi partilhada com duas colegas, a Rebeca Antunes e a Ana
Pestana, o que permitiu desenvolver competéncia de trabalho de equipa e de colaboragao,
tendo os resultados obtidos sido divididos por area e estudo de cada uma das alunas,
permitindo assim obter-se no final um trabalho cientifico mais completo em trés

dissertagdes.

2. Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias
A segunda parte do estagio curricular teve inicio no dia 9 de Marco e terminou no
dia 31 de Julho, com uma pausa das atividades letivas, de 11 de Marco a 6 de Julho de

2020 devido a pandemia da COVID-19.

2.1 Atividades desenvolvidas
Na primeira semana as amostras que, estavam em formol a 10%, foram cortadas
com dimensdes mais reduzidas de modo a serem incluidas em cassetes de histologia, e

novamente colocadas em formol a 10%.
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Devido a pandemia da COVID-19, no dia 11 de Margo as atividades letivas foram
suspensas, impossibilitando assim a continuacao do estagio. No dia 6 de Julho foi de novo
possivel regressar a atividade.

ApOs as amostras terem sido processadas e colocadas em laminas, realizou-se a
coloragdo das amostras nas laminas (HE) e de seguida a sua observagdo ao microscopio
otico. Ao mesmo tempo foram anotadas as alteragdes observadas em cada tecido de cada
animal, para posterior tratamento dos dados.

Foi também possivel ajudar na andlise macroscopica, corte e colocagdo das
amostras em cassetes histologicas, de amostras de pacientes provenientes do hospital

veterinario da FMV-ULHT.
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2. Revisao bibliografica
2.1 Introducao

Um aumento da populagdo mundial, com cerca de 9.7 mil milhdes de pessoas em
2050, bem como da capacidade econdmica, ira implicar um aumento da necessidade de
produgdo alimentar em cerca de 70 %. A Organizacdo das Nacdes Unidas para a
Alimentagdo e a Agricultura (FAO) prevé que entre 2012 e 2050 a industria da pecuéaria
crescera 35% a 50% (Food and Agriculture Organization [FAO], 2009; FAO, 2019).

A utilizagdo de insetos no setor alimentar pode ser uma das alternativas
promissoras para tornar o setor da pecudria mais competitivo e sustentavel. Os insetos
podem ser utilizados diretamente na alimentagao humana, como alimento para animais
domésticos ou exoticos e também na industria da cosmética, combustiveis € materiais de
base bioldgica, como por exemplo bioplasticos, esta nova industria apresenta-se bastante
promissora (International Platform of Insects for Food and Feed [IPIFF], 2020).

Em 2019 foram produzidas cerca de 500 toneladas de alimento a base de insetos,
e estima-se que até 2030 o setor produza cerca de 3 milhdes de toneladas, das quais 10%
com aplicagdo na area alimentar (IPIFF, 2020).

Tendo em conta, que o setor da agropecuaria exerce um grande peso do ponto de
vista ambiental € do consumo de recursos (FAO, 2019), a producao de insetos ¢ bastante
aliciante pois apresenta uma emissao de gases com efeito de estufa (GEE) reduzida e ¢
necessaria uma area pequena tanto para a sua produgdo, como para a producao do
alimento utilizado pelos insetos. Varios insetos foram estudados para consumo, sendo
atualmente as espécies mais promissoras a Hermetia illucens, o Tenebrio molitor ¢ a
Musca domestica (Sogari et al., 2019).

Os insetos podem ser alimentados com subprodutos das industrias
agroalimentares e assim aproveitar recursos que estdo a ser eliminados da cadeia de
consumo humano, transformando materiais de baixo valor e aproveitando nutrientes
desperdigados, em matérias com elevado valor nutricional, como por exemplo proteina.
Oferecendo assim uma alternativa de escoamento para estes recursos subexplorados ou
inexplorados (IPIFF, 2019).

Uma das varias utilidades dos insetos ¢ o reaproveitamento dos desperdicios
alimentares e a sua reintrodu¢do na cadeia de valor. Segundo dados da FAO, a nivel
global, cerca de 14% do alimento perde-se desde a colheita até a colocagdo no mercado
para venda, o que para a alimentagdo humana corresponde, em toneladas de alimento, a

1.3 mil milhdes por ano (FAO, 2019).
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Ao reduzir o desperdicio alimentar, reduzem-se os custos associados a produgao
e aumenta-se a eficiéncia do sistema alimentar, melhorando a seguranca alimentar e
contribuindo para a sustentabilidade ambiental pois, tanto as emissdes dos GEE sao
reduzidas (pegada de carbono), como a pressdo sobre a terra (pegada terrestre) e sobre
recursos hidricos (pegada hidrica), que afetam direta e indiretamente a biodiversidade
(FAO, 2019).

Esta dissertagdo esta inserida num estudo que pretende avaliar o efeito da
substituicdo parcial e total de bagaco e dleo de soja, por farinha de larva BSF (Hermetia
illucens) na alimentacao de suinos. Foi realizado um ensaio in vivo com 12 suinos
Landrace*Large White*Duroc, para anélise de parametros metabolicos e de crescimento,
de qualidade da carne e alteragdes histopatologicas associadas. A presente dissertagao
tem como objetivo analisar apenas as alteragdes histopatoldgicas.

A principal motivagdo para a realizagdo deste estudo assenta na necessidade
urgente de encontrar alternativas mais sustentaveis no campo da agropecuaria e garantir

que sejam exequiveis do ponto de vista da producao.

2.2 Utilizacao de insetos como fonte nutricional na alimentacio humana e animal

A pratica de comer insetos ¢ denominada de entomofagia e existem mais de 1900
espécies reportadas como comestiveis para os humanos, estimando-se que os insetos
facam parte da dieta tradicional de pelo menos 2 mil milhdes de pessoas (Van Huis et al.,
2013). No entanto, acredita-se que um dos grandes entraves para a aceitacdo dos insetos
como alimento ¢ um problema cultural, principalmente nos paises ocidentais. Para tentar
ultrapassar este obstadculo e para contornar a repulsa visual, por parte do consumidor,
varias apostas tém sido feitas, como por exemplo, a tentativa de incorporacdo em
alimentos comuns (Van Huis, 2020).

O consumo de carne e peixe tem vindo a aumentar e a tendéncia ¢ para continuar
esse aumento, tornando cada vez mais dificil dar resposta a crescente procura e
necessidade de proteina. Se essa crescente procura nao for devidamente planeada e
controlada em termos socioecondmicos e ambientais, nomeadamente nos recursos do
planeta, vai originar graves alteragdes e desequilibrios dificeis de reverter apos instalados.
A luz destes factos, torna-se imperativo a procura de novas fontes proteicas mais

sustentaveis e com valores nutricionais semelhantes as fontes proteicas convencionais,

para o consumo humano direto e indireto (Sogari et al., 2019).
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A utilizagdo dos insetos no setor alimentar apresenta numerosas vantagens, pois a
nivel nutricional os insetos apresentam um elevado conteido proteico, nutrientes
essenciais como vitaminas e minerais, acidos gordos monoinsaturados e polinsaturados,
péptidos antimicrobianos (que podem ajudar na problemdtica das resisténcias aos
antibioticos através da reducdo da utilizagao de antibidticos sintéticos) e também fibras
prébidticas, como por exemplo a quitina que melhoram a satde intestinal, proporcionando
o equilibrio da microbiota (IPIFF, 2020).

Os insetos tém também, potencialidade para serem utilizados em programas de
fortificagdao alimentar, como por exemplo no combate a anemia por deficiéncia de ferro,
devido a elevada concentragdo de ferro presente, mas nao so, pois também apresentam
valores elevados em calcio e zinco. Contudo, existe uma grande necessidade de um maior
numero de estudos cientificos nesta area para se conseguirem desenvolver programas
melhores e mais completos, com uma base cientifica mais solida (Van Huis, 2020).

Lacroix et al. (2018) demonstraram que péptidos da larva de Alphitobius
diaperinus possuem atividade inibitéria contra a enzima dipeptidil peptidase IV, que
desempenha um papel fundamental no metabolismo da glucose, logo com grande
importancia no tratamento da diabetes tipo 2.

Outro estudo desenvolvido por Stull ez al. (2018), concluiu que a ingestao do grilo
comestivel apresenta efeitos benéficos na microbiota intestinal, potencialmente devido ao
seu conteudo em quitina e outras fibras presentes na composicao do grilo. Os resultados
demonstraram que o consumo foi bem tolerado pelos humanos e nao foi descrito nenhum
efeito toxico nos voluntarios durante o periodo do ensaio. O seu consumo potenciou o
desenvolvimento da bactéria probiotica Bifidobacterium animalis estimulando a satde
intestinal e reduziu o nivel plasmatico do fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) marcador
inflamatoério associado a inflamagao sistémica.

Nekrasov et al. (2018), estudaram os efeitos da melanina, composto fenolico
presente na cuticula dos insetos e responsavel pela coloragdo escura de alguns insetos, no
tratamento e prevencdo de doengas hepaticas, stress e tumores (Van Huis, 2020).

Também em animais, foram alvo de estudo, os efeitos da utilizacao de insetos na
procura de alternativa aos antibidticos. Estudou-se o efeito probidtico das larvas de
Tenebrio molitor e de Zophobas morio, em frangos, e conclui-se que a suplementacgao das
dietas apresentou beneficios para os animais, reduzindo a mortalidade e as contagens
cecais de Escherichia coli e Salmonella spp. € aumentando os niveis de imunoglobulina

G (IgG) e imunoglobulina A (IgA) no sangue (Islam & Yang, 2017).
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Apesar destes resultados promissores, a introducao dos insetos no setor alimentar
continua altamente condicionada devido a barreiras financeiras, legais e técnicas (Sogari
etal.,2019). Contudo, nos tltimos anos, houve um aumento exponencial tanto no nimero
de estudos cientificos sobre a utilizacao dos insetos como constituinte de alimentos para
humanos e para animais, como no envolvimento e investimento de empresas privadas no
setor, o que representa um grande incentivo e motivagdo para dar continuidade ao
processo de legalizacao (Van Huis, 2020).

A seguranga alimentar ¢ um requisito essencial e obrigatorio para qualquer
empresa que trabalhe na area alimentar. Logicamente, em Portugal, o setor dos insetos
também devera reger-se pelos principios estabelecidos na legislagdo da Unido Europeia.

Para colmatar a falta de legislagcdo europeia na utilizagdo de insetos como fonte
nutricional para consumo, a Plataforma Internacional de Insetos para Alimentagdo
Humana e Animal (IPIFF) desenvolveu um plano com trés objetivos a atingir. O primeiro,
jé& alcangado em Julho de 2017, foi a inclusdo de insetos na alimenta¢ao em aquacultura;
o segundo ¢ a possibilidade de inclusdo da proteina de insetos na racao de aves e suinos;
e por ultimo o uso de larvas para possibilitar o aproveitamento dos subprodutos da
alimentacdo, nomeadamente os que contenham carne e peixe ou restos de embalagens
inevitaveis (IPIFF, 2019).

As mais valias destes animais ndo se reduzem a industria alimentar, para além de
serem uma boa fonte de alimento, os insetos sao também produtores de outros produtos
utilizados no dia a dia dos humanos. Entre muitos produtos valiosos produzidos estao: o
mel; seda; carmim; té€xteis; farmacos; e também resilina, uma proteina elastica, que tem
aplicacdo na medicina para regeneracao de tecidos. Também, em medicina, sao utilizados
o mel, a geleia real, propolis entre outros com diversas aplicacdes (Van Huis et al., 2013).
Contudo, para este setor se tornar competitivo, tem que melhorar a eficiéncia, bem como
reduzir o custo de produgdo, que quando comparados com as ragdes ou alimentos para
animais (em que a composi¢do proteica ¢ constituida na sua maioria soja e farinha de
peixe) € bastante superior (Van Huis, 2020).

Os substratos que servem de alimento para os insetos, sdo também um custo
importante, sendo fundamental tornar esta etapa do processo mais rentavel, através do
melhoramento da conversao do alimento por parte das larvas, por exemplo recorrendo a
bactérias, que auxiliam através de modificagdes estruturais e quimicas nas fibras do
substrato, que serao mais favoraveis para o crescimento da larva (Rehman et al., 2019).

Pode também ser rentabilizada esta etapa se forem encontradas alternativas para
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escoamento do substrato depois de convertido pelas larvas, como por exemplo
fertilizantes para adubar os terrenos agricolas. Para se alcangar esta otimizagdo de
producdo, ndo s6 as técnicas, métodos e substratos utilizados, mas também os
organismos, incidindo no melhoramento genético que ¢ uma area ainda muito pouco
estudada e com grande potencial, apresentam-se como pontos fundamentais. No entanto
o setor dos insetos apenas vai progredir, se a area cientifica e académica, as organizagoes
governamentais e politicas, ndo esquecendo a sociedade, cooperarem numa frente unida
(Van Huis, 2020).

Por ultimo, um tema pouco abordado, mas importante de ser referido, ¢ o bem-
estar dos insetos na unidade de producdo e no momento do abate. Ainda ¢ escassa a
informacao cientifica em relagdo a percecao da dor por parte dos insetos, mas em caso de
davida tém que ser tomadas medidas que aspirem ser semelhantes as tomadas noutros
sistemas de producdo animal, tais como auséncia de fome e sede, de desconforto, de
ferimentos e doenga, medo e liberdade para expressar o seu comportamento natural. Os
métodos de abate devem reduzir ao maximo a possibilidade de dor ou sofrimento, e
atualmente ja sdo utilizados congelamento, cozimento ou trituracdo (Van Huis et al.,

2013).

2.3 Importancia ambiental e economia circular

A produgdo de insetos pode proporcionar diversas oportunidades, aproveitando os
subprodutos das industrias agroalimentares para originar solugdes inovadoras altamente
nutritivas e sustentdveis. Seguindo os principios da economia circular, a produgdo de
insetos pode revigorar areas rurais de producdo de alimentos, ao ligar cadeias de
abastecimento agroalimentar, selecionando parceiros locais para adquirir os substratos
para alimentar os insetos. Também o desperdicio alimentar pode ser combatido, por
exemplo, através da capacidade de reutilizar residuos alimentares que contenham
vestigios contaminantes de materiais ou embalagens, como por exemplo plastico ou
metal, que ndo sdo possiveis introduzir na alimentagdo humana nem animal (IPIFF,
2020).

Estudos recentes demonstram a capacidade de alguns insetos em degradar estes
materiais, com possiveis quimicos presentes em alguns destes, sem apresentarem
bioacumulagdo. Mais estudos sdo necessarios neste campo para melhor calcular as

consequéncias ambientais e melhor perceber o destino final desses contaminantes
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nomeadamente, os microplasticos e os diferentes aditivos quimicos presentes nos
diferentes residuos alimentares (Brandon et al., 2019).

Também no caso de antigos géneros alimenticios de origem animal, por exemplo
que contenham carne (exceto de ruminantes) e peixe, ndo aproveitados para consumo
humano, ¢ atualmente proibida a sua reintrodu¢do na cadeia para alimentagcdo animal, e
as larvas poderiam ser uma solugdo vidvel para reaproveitamento dos mesmos, reduzindo
assim o desperdicio. No entanto, estudos para avaliar o risco de contaminantes
microbiologicos, doengas associadas entre outros fatores importantes, a fim de nao
comprometer a seguranca na cadeia alimentar, t€ém ainda de ser aprofundados, incidindo
nas formas para eliminar, se presentes, os possiveis riscos (IPIFF, 2020).

A utilizagdo dos subprodutos da industria alimentar, como alimento para os
insetos constitui um novo mercado que complementa a indistria alimentar sem competir
com esta (IPIFF, 2019).

O impacto ambiental provocado pela producdo de insetos ¢ bastante reduzido
comparativamente com as restantes espécies utilizadas na produ¢do animal (Van Huis,
2020).

Segundo a previsao da IPIFF para 2030, com 3 milhdes de toneladas de proteina
de inseto produzidas na Europa, serdo necessarias menos importagdes de fontes proteicas
e estima-se uma poupanca de area agricola semelhante ao tamanho da Bélgica (IPIFF,
2019).

O aquecimento global €, em grande parte, provocado pela produgdo pecuaria (72%
a 78% do total das emissoes agricolas) e esta € considerada uma das atividades antropicas
mais prejudiciais, devido a baixa eficiéncia alimentar, fermentagcdo entérica dos
ruminantes e emissoes derivadas do estrume. O estrume ¢ ainda responsavel pela
contaminagdo de aguas superficiais e subterraneas (nutrientes, toxinas € organismos
patogénicos) e envolve a emissdo de grandes quantidades de amonia, responsavel por
acidificacdo dos ecossistemas (Van Huis et al., 2013).

Outro aspeto negativo ¢ o facto da produgdo de gado competir a nivel dos recursos
com a alimentacdo humana. Por exemplo, muitos dos alimentos utilizados para
alimentacdo animal poderiam ser destinados ao consumo humano como ¢ o caso da
producdo de cereais, onde cerca de um ter¢o da producdo mundial ¢ destinada a

alimentacao animal.
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E também de notar que a carne representa apenas 15% da energia total na dieta
humana e, no entanto para a producdo da mesma ¢ utilizada cerca de 80% da area agricola
a nivel mundial (em pastagens e plantagcdes de alimento) (Van Huis & Oonincx, 2017).

Por exemplo, quando se compara a produgdo de 1g de proteina proveniente do
frango, com a proveniente da farinha de larvas de Tenebrio molitor, a primeira requer
duas a trés vezes mais terra e uma vez € meia de agua. Esta despropor¢cao aumenta quando
se compara a produ¢ao de proteina de origem bovina, que requer oito a catorze vezes mais
terra e cinco vezes mais dgua. Relativamente as emissoes de GEE, quando comparados
com a producao de Tenebrio molitor, os frangos apresentam entre 0,3 e 1,7 vezes mais
emissoes e os bovinos entre 6 e 10 vezes mais (Van Huis & Oonincx, 2017).

E por estes motivos que tem aumentado a procura de novas fontes proteicas como
plantas, carne produzida in vitro, insetos, micro e macroalgas (Loveday, 2019).

A energia para a producao de insetos € consideravel e deve-se a necessidade de
criar ambientes quentes e humidos pois os insetos sdo animais poiquilotérmicos (Van
Huis & Oonincx, 2017). O facto de dependerem da temperatura exterior para manter a
temperatura corporal, significa que ndo utilizam energia dos alimentos para tal, logo
apresentam um indice de conversao superior (Van Huis et al., 2013).

Comparativamente com aves alimentadas com dietas otimizadas que convertem
33% da proteina dietética em massa corporal comestivel, o Tenebrio molitor converte
22% a 45%, a BSF converte 43% a 55 % e a Blaptica dubia converte cerca de 51% a
88%.

A evolugdo da ciéncia vai no sentido de aumentar estes valores quer pelo
melhoramento genético quer pela otimizagao das dietas (Van Huis & Oonincx, 2017).

O conceito One Health tem que ser aplicado na entomofagia, pois tem como base
a colaboragdo de varias disciplinas que trabalham para atingir a otimizagdo da satude tanto
para os humanos como para os animais € meio ambiente. Contudo, mais pesquisas nas
varias areas integrantes do conceito para garantir todos os critérios necessarios, t€ém que
ser desenvolvidas (Van Huis et al., 2013).

As alteragdes climaticas juntamente com produgdo intensiva, onde se verifica uma
alta densidade de animais, apresentam um elevado risco para o aparecimento e
propagacao de doengas zoondticas. Ja em 2013, a FAO alertou para o surgimento nos
ultimos anos de varias zoonoses com potencial pandémico, nomeadamente a sindrome

respiratoria aguda grave onde o agente etioldgico foi um coronavirus (2002) e o virus da
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influenza tipo A (2009), e um exemplo bem presente como o que vivemos atualmente, da
pandemia causada por um coronavirus sindrome respiratoria aguda grave 2.

Como os insetos sao taxonomicamente mais distantes dos humanos do que os
restantes animais utilizados na pecuaria, o risco associado a transmissao de zoonoses
parece ser inferior, ndo descurando que sdo vetores de outras doengas o que requer mais

pesquisa para garantir a seguranca da sua utilizagao (Van Huis et al., 2013).

2.4 Mosca soldado negro (Hermetia illucens)

A mosca Hermetia illucens pertence a familia Stratiomyidae da ordem Diptera
(Linnaeus, 1758), e o seu ciclo de vida ¢ composto por 5 fases: ovo; larva; pré-pupa; pupa;
e mosca. Apresentando uma metamorfose completa (Ushakova et al., 2017).

Encontra-se distribuida um pouco por todo o mundo nas regides tropicais e
subtropicais, entre as latitudes de 40°S e 45°N (Dortmans et al., 2017).

Nao ¢ considerada como praga e ndo morde nem pica, pois na fase adulta (de
mosca) ndo apresenta peca bucal nem sistema digestivo funcional, apenas se alimenta na
fase de larva (Hawkinson, 2005).

Esta espécie mostrou ser uma mais valia na reducdo da populacao de Musca
domeéstica, na conversdo de estrume e residuos organicos (produzidos por outras
industrias) em biomassa mais valiosa, bem como na redu¢do de contaminantes com risco
microbiologico e como alimento para animais (Bradley & Sheppard, 1984; Van Huis et

al., 2013).

2.4.1 Ciclo de vida

Um adulto saudavel mede 22 mm e tem um tempo de vida util de 7 dias, durante
o qual tem que encontrar um par para copular e a fémea depositar os seus ovos. Esta
espécie acasala em voo e a fémea deposita os cerca de 500 ovos num local seco, perto de
matéria organica em decomposicao. Os ovos demoram em média quatro dias para eclodir
originando uma larva com cerca de 1.78 mm (Hawkinson, 2005; Dortmans et al., 2017).
Para aumentar as hipoteses de reproducao tem que se garantir um ambiente humido (50%
a 70% de humidade do ar) com abundante luz natural e temperaturas entre os 29°C e 31°C
(Makkar et al., 2014).

A larva pode ficar completamente desenvolvida em duas semanas e atingir os 2,5
cm de comprimento e 0,5 cm de largura, se forem fornecidas as condi¢des ideais de

comida em quantidades e qualidade. Contudo a BSF apresenta grande resiliéncia e em
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condigdes desfavordveis tem a capacidade de estender a fase larvar até 4 meses (Furman
et al., 1959; Dortmans et al., 2017).

Na fase seguinte, a de pré-pupa, esta ndo se alimenta, esvazia o seu aparelho
digestivo e inicia a fase migratoria. Nesta fase, a pré-pupa apresenta o seu tamanho
maximo e uma grande reserva de energia para sustentar a migragao e iniciar a ultima
etapa, antes de se tornar adulta. A fase de pupa, durante a qual ocorre a metamorfose
(transformag¢dao em mosca), acontece num local seco, quente e escuro, apresenta uma
durabilidade de duas a trés semanas, em condi¢des favoraveis, contudo pode estender-se

até 5 meses se estas nao se verificarem (Furman et al, 1959; Newton et al., 2005a).

2.4.2 Valor nutricional

A larva da BSF contém niveis elevados de proteina, entre 37% a 63% na matéria
seca (MS) variando consoante a alimentagdo ¢ diminuindo com o aumento da idade.

O teor de MS varia entre 20% a 44% e estd dependente ndo s6 da dieta, mas
também do estadio de desenvolvimento da larva, aumentando com a idade (Barragan-
Fonseca et al., 2017).

O teor em cinza ¢ relativamente elevado e aumenta também com a idade, entre
9% a 28 % (MS). O teor de célcio presente nas larvas BSF ¢ elevado, cerca de 5% a 8%
(MS) podendo ser associado a matriz do exosqueleto rica em carbonato de calcio.
Relativamente ao teor de fosforo este varia entre 0,6% a 1,5% (MS) (Makkar et al., 2014;
Barragan-Fonseca et al., 2017).

O perfil de aminoacidos mostra que a proteina larvar ¢ particularmente rica em
lisina, 6% a 8% do contetido total de proteina, valores que sdo semelhantes aos
recomendados para alimentacdo animal, por exemplo quando produzida em estrume de
suino, os niveis de lisina, leucina, fenilalanina e treonina sdo semelhantes aos valores do
bagaco de soja (Newton et al., 2005b). Alanina, metionina, histidina e triptofano sao
superiores aos presentes no bagago de soja, contudo o teor de arginina ¢ menor (Barragan-
Fonseca et al., 2017).

A teor de gordura ¢ elevado, 7% a 39% (MS), e aumenta com a idade, contudo
extremamente variavel, dependendo do tipo de dieta das larvas, variando de valores de
15% a 25% (MS) (estrume de aves); 42% a 49% (MS) (residuos de alimentos ricos em
0leo). O teor em acidos gordos esta dependente do teor de acidos gordo do alimento.
Contém 58% a 72% de acidos gordos saturados, 19% a 40% monosaturados e

polinsaturados do teor de gordura total. Contém essencialmente niveis elevados de acido
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palmitico, 4acido oleico (Barragan-Fonseca et al., 2017) e acido laurico (C12:0) conhecido
pelos seus efeitos antimicrobianos nas bactérias Gram positivo e antivirais (Spranghers

et al.,2018; Gasco et al., 2018).

2.4.3. BSF na alimentacao de suinos

A carne de suinos ¢ a segunda mais consumida a nivel global e a suinicultura ¢
um dos setores da pecudria que apresenta um crescimento mais acentuado em todo o
mundo com tendéncia para continuar a aumentar (OECD/FAOQ, 2019).

As principais razdes para este crescimento sao um aumento na procura dos
produtos, um ciclo de vida curto e ainda taxas de conversao mais eficientes quando
comparados com outros setores concorrentes (FAO, 2012). Contudo os custos associados
a alimentagdo representam 50% a 70% dos custos totais da produ¢do animal (Spring,
2013), que se deve ao elevado custo da componente proteica, maioritariamente farinha de
peixe e bagaco de soja, 0 que atrasa o lucro e a expanséo do setor (FAO, 2012). E entéo
necessario encontrar ingredientes proteicos alternativos que sejam competitivos em
termos econdmicos com os ingredientes convencionais, sem comprometer o desempenho
dos suinos, a qualidade do produto e sem efeitos adversos na satide dos animais e dos
consumidores finais (Spring, 2013).

A farinha de larva BSF que contém um elevado valor em aminoacidos, lipidos e
calcio, ja demonstrou ser um bom substituto proteico quando incorporada nas racdes para
suinos (Newton et al., 1977; Makkar et al., 2014).

Estudos realizados demonstram que diferentes niveis de inclusdao de farinha de
larva BSF pode ser incorporada no alimento para leitdes desmamados ou suinos em fase
de engorda sem que se verifiquem efeitos negativos, ao nivel da performance de
crescimento, do perfil sanguineo (Biasato et al., 2019; Chia et al., 2019; Yu et al.,2020),
da digestibilidade de nutrientes (Spranghers et al., 2018; Biasato et al., 2019; Tan et al.,
2020; Yu et al., 2020), das caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais da carne (Altmann
et al, 2019), da analise morfométrica do intestino (Spranghers et al., 2018; Biasato et
al.,2019; Yu et al., 2020) ou das caracteristicas histologicas (Biasato et al., 2019).

Relativamente a composi¢ao de aminoacidos, os estudos indicam que para obter
uma dieta equilibrada esta deve ser suplementada, nomeadamente em metionina, cistina
e treonina, de acordo com o racio de aminoacidos ideal. Novos estudos devem ser
realizados para tentar colmatar estes aspetos menos favoraveis, de maneira a tornar mais

adequado o perfil de aminoacidos (Newton et al., 1977; Neumann et al., 2018). Por
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exemplo Newton et al. (2005b) sugeriu o processamento adicional para remoc¢ao da
cuticula de quitina num ensaio realizado com leitdes.

Outro resultado importante foi o de Van Huis (2013) que concluiu que a quitina,
o principal componente do exosqueleto da larva, ndo s6 apresenta efeito estimulante no
sistema imunitdrio dos animais, como promove o crescimento de bactérias benéficas e
inibe o crescimento e desenvolvimento de microrganismos patogénicos. Esta apresenta
também um efeito hipolipémico e hipocolesterémicos (Liu et al., 2008; Ye et al.,2018;
Gasco et al., 2018).

Para além do seu interesse para a alimentagao, a quitina tem numerosas aplicagdes
na area da cosmética, farmacéutica, industria téxtil entre outras (Caligiani ef al., 2018).
Testes de palatibilidade, fator importante para garantir a ingestdo adequada de alimento,
demostram que os suinos tém preferéncia pela dieta com larva BSF comparativamente a

dieta com soja (Newton ef al., 2005b).

2.5 Métodos para avaliacido do valor de uma dieta

Para responder ao aumento do interesse da utilizacdo de insetos na alimentagao
animal, é necessario avaliar, através de estudos cientificos o valor nutricional das
diferentes racdes formuladas, antes de serem introduzidas na industria. E essencial
perceber a digestibilidade dos diferentes insetos, quais as espécies animais que melhor se
adaptam a introducao desta nova fonte nutricional e qual o nivel de incorporagao ideal,
de maneira a ndo alterar ou diminuir as caracteristicas do produto final nas diferentes
areas da producdo pecuaria (Schiavone ef al., 2017). Segue-se uma breve descrigao dos
diferentes métodos utilizados para analisar o valor de uma nova dieta / nutriente.

Em 1865, Henneberg e Stohmann, desenvolveram um método para andlise do
valor nutricional dos alimentos, frequentemente referido como método de Weende, no
entanto apresenta algumas falhas, nomeadamente no valor da fibra. Para tentar colmatar
essa falha tem sido proposto o método de Van Soest (1967). As andlises quimicas de
rotina realizadas para determinar o valor nutricional de determinada dieta sdo: obtengao
do valor da matéria seca ou humidade (que contém quase todos os nutrientes do alimento),
proteina bruta (PB), fibra bruta (FB), fibra em detergente neutro (NGF), fibra em
detergente acido (ADF), lenhina em detergente acido (ADL), gordura bruta/extrato
etéreo, cinza ou matéria mineral (Galyean, 1980). Adicionalmente pode realizar-se a
determinagdo de minerais e oligoelementos, vitaminas e aminoacidos, acidos gordos,

amido, agucares totais, fragao insolivel em HCI (Tran & Sauvant, 2004).
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O desempenho de crescimento ¢ um dos elementos mais importantes na industria
dos suinos, pois esta diretamente relacionado com a receita de uma exploragdo (Lee et
al., 2019) e quando estudada uma nova dieta ou nutriente ¢ importante garantir que este
ndo altera ou afeta negativamente este parametro. Para obter o desempenho de
crescimento dos animais os parametros mais utilizadas sao o indice de conversao
alimentar (IC) e o consumo alimentar residual (CAR), utilizados para calcular a eficiéncia
alimentar. O IC ¢ calculado através do célculo da ingestao de alimento e do ganho de peso
médio didrio (GMD). O CAR ¢ a diferencga entre a ingestdo de alimento real e a ingestao
de alimento esperada (Yi et al., 2018).

E também importante analisar a digestibilidade dos nutrientes, pois esta representa
a fragdo do alimento que foi absorvida no intestino, sendo a determinagdo do consumo
total de racao e da producao de excrecdes (fezes e urina) o método mais utilizado (Sales
& Janssens, 2003).

Deve ser realizada uma analise dos parametros sanguineos e séricos, pois estes
sao afetados por diversos fatores incluindo a dieta e no caso de deficiéncias nutricionais,
o perfil sanguineo pode dar informagdes sobre o estado clinico e do impacto desse deficit
nutricional no estado fisioldgico do animal (Chia et al., 2019).

Os parametros fisico-quimicos e sensoriais da carne devem ser monitorizados para
determinar se novas dietas, nutrientes ou neste caso fontes alternativas de proteina
comprometem a qualidade do produto (Altmann et al., 2019).

Num estudo de experimentacdo animal uma analise histopatologica ¢
fundamental. Através da analise de diferentes tecidos, ¢ possivel detetar e descrever as
alteragdes observadas recorrendo a protocolos e nomenclatura adequada com o objetivo
de chegar a um diagnostico provavel ou definitivo, de modo a aumentar a credibilidade e

reprodutibilidade do estudo (Ward et al., 2017).

2.6 Experimentacio animal em ensaios de nutri¢ao

H4é ja mais de meio século que a utilizagdo de animais em estudos e pesquisas
cientificas tem acompanhado o desenvolvimento cientifico na area biomédica e
comportamental. Esta atividade mostrou ser fundamental no desenvolvimento e
conhecimento da anatomia, fisiologia, patologia, farmacologia e de outras areas com
beneficios, tanto para a medicina animal como humana, nomeadamente no melhoramento

e desenvolvimento de novas vacinas, técnicas cirargicas, entre outros. Contudo, ¢
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necessario ter conhecimento das limitagdes e precaucao quando extrapolados os
conhecimentos obtidos em modelos animais para o homem (Andersern & Winter, 2017).

No momento da aprovacdo dum estudo em que sdo utilizados modelos in vivo,
levantam-se questdes éticas na utilizagao de animais que tém, cada vez mais e maior
pertinéncia e estdo lado a lado com o interesse cientifico (Andersern & Winter, 2017).

Atualmente, para poderem utilizar-se os animais para fins cientificos ¢ necessario
cumprir os requisitos da diretiva europeia (Diretiva 2010/63/EU) que tem como objetivo
assegurar a protecao € o bem-estar dos animais utilizados. O parlamento europeu e o
conselho da unido europeia defendem a substitui¢ao da utilizacdo de animais vivos, por
métodos alternativos (Substituicdo); a reducdo do niimero de animais ou uma maior
informacao obtida a partir do mesmo nimero de animais sem comprometer 0s objetivos
do projeto (Redugdo); e a utilizacdo de métodos que minimizem a dor, sofrimento,
angustia ou dano duradouro em todas as etapas, nomeadamente criagao animal,
alojamento, cuidados a prestar e métodos utilizados nos procedimentos (Refinamento)
(Europeia, 2019).

Ja em 1959, no Reino Unido, Russell e Burch definiram e descreveram pela
primeira vez os principios dos trés Rs. A partir desse relatdrio tornou-se possivel aplicar
este principio (Replacing; Reducing; Refining, em inglés) em todos os estudos cientificos
que recorram a utilizagdo de animais vivos e desde entdo, tem vindo a ser atualizado
(European Medicines Agency, 2016).

No inicio de 2020, Tom L. Beauchamp e David DeGrazia elaboraram um
documento com os seis principios gerais de €tica para aprovagao cientifica de um estudo
de experimentagdo animal, sendo eles os seguintes: 1°. O principio de nenhum método
alternativo; 2°. O principio do beneficio liquido esperado; 3°. O principio do valor
suficiente para justificar o dano; 4°. O principio de nenhum dano necessario; 5°. O
principio das necessidades basicas; 6°. O principio dos limites superiores para o dano. Os
trés primeiros estdo centrados nos beneficios sociais e a sua relacdo com o custo/dano
implicado e os restantes trés centram-se no bem-estar animal.

Outro requisito essencial quando se desenvolve um estudo cientifico de
experimentacdo animal ¢ a transparéncia e idoneidade do mesmo, para que quando este
for realizado nas mesmas circunstancias, permita a reprodutibilidade e a confirmagao dos
resultados (Knoblaugh ef al., 2019).

O Centro Nacional de Substituicao, Refinamento e Redu¢ao do uso de Animais

em Pesquisa, desenvolveu as diretrizes de Pesquisa Animal: Relatérios de
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Experimentacdo /n Vivo (ARRIVE), com a finalidade de melhorar os relatorios de
publicacdes, para que estes sejam reproduziveis e transparentes perante a comunidade

cientifica (Sert et al., 2020).

2.7 Modelos animais em estudos nutricionais

Os modelos animais sao amplamente utilizados em ensaios de nutri¢ao e muito do
que se conhece sobre nutricao e desenvolvimento de trato gastrointestinal foi baseado em
estudos utilizando ratos, coelhos, porcos, ovelhas, murganhos, caes, vacas, galinhas e
gatos (Guilloteau et al., 2010)

Tradicionalmente o rato tem sido o modelo animal mais utilizado, no entanto este
apresenta algumas limitag¢des (Salter, 2015).

O modelo suino ¢ o melhor quando comparado com outros modelos animais nao
primatas, devido a fisiologia da digestdo e processos metabolicos associados, serem
analogos entre humanos e esta espécie, embora as diferengas anatémicas existam.
Excluindo os primatas, tem-se que os suinos sao os mais semelhantes aos humanos de

entre os restantes modelos animais (Patterson ef al., 2008).

2.7.1 O suino como modelo animal

Neste estudo foi utilizado o suino pois em termos de industria a producao de
suinos ¢ um dos setores pecudrios que apresenta um maior crescimento a nivel mundial.
Esse crescimento e lucratividade do setor tem sido travado pelos elevados custos da
componente proteica convencional mais utilizada em alimentagdo animal, sendo
essencial encontrar alternativas mais econdémicas € com um menor impacto ambiental.
Torna-se essencial o desenvolvimento de estudos nessa area de modo a conseguir uma
substituicdo com uma base cientifica solida e o mais melhorada possivel, quer a nivel de
producao como a nivel de impacto ambiental e rentabilidade econdémica (Chia et al.,
2019).

Por outro lado, também utilizado em estudos nutricionais entre outros,
perspetivando que tais ensaios possam servir de base na medicina humana. Como animal
monogastrico € omnivoro torna-o o modelo ideal para estudos de imunologia intestinal
nomeadamente no estudo de aditivos alimentares prebioticos e probidticos € o seu efeito
na microbiota intestinal. A semelhang¢a anatémica ¢ funcional com o homem, em termos
de sistema imunologico ¢ superior a 80%, enquanto que o rato/murganho apenas

apresenta 10% de semelhanca (Pabst, 2020).
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Tanto o ser humano como os suinos sdo dependentes da qualidade da dieta,
nomeadamente, aminoacidos e carbohidratos digestiveis, principalmente devido ao facto
dos microrganismos simbidticos do intestino desempenharem um papel relativamente
pequeno na modificacdo dos nutrientes ingeridos na dieta, comparativamente com 0s
ruminantes € equinos, mesmo sendo o comprimento do intestino € o processo
fermentativo diferentes entre os dois (Guilloteau et al., 2010).

Apresentam também requisitos nutricionais surpreendentemente semelhantes.
Microscopicamente, tanto a estrutura das vilosidades intestinais como os tipos celulares
epiteliais sdo muito parecidos o que torna o porco um modelo ideal para estudos
nutricionais humanos (Patterson et al., 2008).

O facto de os suinos apresentarem uma elevada fertilidade, durante todo o ano
com numerosas ninhadas, e de existirem menos problemas éticos € emocionais
associados, quando comparados com o caes e primatas, fazem com que este se apresente
preferencialmente nestes estudos (Pabst, 2020).

A engenharia genética, area em crescimento que pretende resolver a escassez de
orgdos para transplantes no homem, coloca o porco no podio dos potenciais dadores de
orgaos para xenotransplantes (Pabst, 2020).

Contudo esta espécie apresenta algumas desvantagens comparativamente com
outras, entre elas: maneio complexo e com maior necessidade de recursos; conflitos entre
animais; necessidade de areas superiores; manutencdo mais dispendiosa. Uma das
maiores desvantagens dos suinos quando utilizados em ensaios, sdo os niveis constantes
de stress a que estes estdo sujeitos (manuseamento, operagdes de limpeza, mudanca de
caixas) que influenciam os resultados e originam conclusdes muitas vezes erradas. Ao
percecionar os agentes causadores de stress como uma ameaga a sua homeostase, os
organismos desencadeiam um conjunto de respostas biologicas quer a nivel do sistema
nervoso autonomo (SNA), comportamental, neuroendécrino e imunoldgico (Moberg,
2000; Pabst, 2020).

Sao cada vez mais os estudos que sustentam que o estado de stress prolongado
influencia a integridade da barreira intestinal, aumentando a permeabilidade e
provocando alteragdes na microbiota devido a perda de equilibrio no eixo de comunicagao
bidirecional entre o cérebro e o intestino (Mayer, 2011).

Disfungdes da microbiota intestinal (disbiose) provocam a quebra das ligacdes
tight-junctions da barreira intestinal, que resulta num aumento da permeabilidade

intestinal tornando o organismo suscetivel a toxinas, alergénios alimentares e
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microrganismos que assim conseguem passar para a corrente sanguinea, interagindo com
células imunitarias e ativando uma resposta imunoldgica com a consequente producao de
citocinas pro-inflamatdrias proporcionando um estado inflamatorio prejudicial ao animal
e o desenvolvimento de diversas patologias como alergias, doengas inflamatorias
intestinais, hepaticas e renais (Welcome, 2018; Plaza-Diaz et al., 2020).

Embora escassas, existem evidéncias sugestivas de que doencas intestinais estao
associadas a disfungdes pulmonares (Welcome, 2018), provavelmente devido a migragao
preferencial dos linfocitos da parede intestinal (Pabst, 2020) bem como da migragao dos
linfécitos dos linfonodos mesentéricos, para o pulmao (Bimczok & Rothkétter, 2006).

Uma das estratégias para tentar reduzir os niveis de stress ¢ através do
enriquecimento ambiental, por exemplo a introdu¢do de materiais que estimulem os
comportamentos naturais. Em 2016 foi publicada a Recomenda¢ao da Comissao Europeia
2016/3336, onde classifica os materiais de enriquecimento consoante determinadas
caracteristicas como: Otimos; bons; mediocres. Os materiais devem ser comestiveis,
mastigaveis, investigaveis e manipulaveis; suscitar um interesse sustentdvel, ou seja,
incentivar um comportamento exploratorio dos suinos e serem regularmente substituidos
e renovados; poderem ser manipulados oralmente; serem suficientes; serem limpos e
higiénicos (Recomendacao (EU) 2016/336 da comissao).

Sao exemplos desses materiais: palha, madeira, cordas, papel, correntes, bolas,
brinquedos de plastico entre outros. Para obter o maior interesse e aproveitamento por
parte do animal pode ser interessante a combinagdo entre diferentes tipos de materiais.
Foi também sugerida a utilizacdo de musica e diferentes formas de fornecer o alimento
de maneira a estimular o animal, por exemplo escondida num substrato ou como
recompensa no contexto de enriquecimento cognitivo (Godyn et al., 2019).

Torna-se ainda essencial, para diminuir também os niveis de stress, assegurar o
bem-estar dos animais. Sugerido pelo Professor John Webster e divulgados pelo Farm
Animal Welfare Council (FAWC) foram definidos cinco parametros a respeitar, as cinco
liberdades e sdo elas: auséncia de fome e sede; auséncia de desconforto; auséncia de dor,
ferimentos ou doenga; liberdade para expressar os seus comportamentos normais;

auséncia de medo e angustia (FAWC, 2009).

2.8 Estudos histopatologicos: métodos para aferir as lesoes.
No decorrer de uma investigacao de experimentagdao animal ¢ frequente submeter

tecidos para andlise histopatologica, pois esta desempenha um papel essencial em estudos
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que utilizam animais como modelos, pois fornece dados morfologicos, moleculares e
bioquimicos dos animais em estudo. A histopatologia, estuda as caracteristicas
microscopias de tecidos e células, sendo uma ferramenta fundamental na detecao de
células apresentadoras de alteragdes, diferenciando as de origem induzida pela
experimentacao das alteragdes de origem patoldgica (Slaoui & Fiette, 2011).

Todos os detalhes sdo importantes para uma correta analise histopatologica. As
condig¢des térmicas em que ocorrem as diferentes etapas ndo devem ser descuradas uma
vez que este fator influencia o resultado e pode comprometer o sucesso das mesmas.
Assim como, a descricdo em detalhe de quais os tecidos analisados, quais os protocolos
dos testes e quais as andlises realizadas (Scudamore ef al., 2015).

Os patologistas, t€ém que estar familiarizados com os modelos animais utilizados
e conhecer as particularidades que possam ser relevantes para a interpretacdo dos
resultados, de modo a realizar uma avaliagdo rigorosa, descrever e comunicar as
alteragdes observadas que apresentem a relativa importancia dos achados de acordo com
os objetivos do estudo (Gibson-Corley ef al., 2013).

O rigor, precisdo e consisténcia sao os trés pilares fundamentais para a elaboracao
de um relatorio com qualidade e credibilidade cientifica (Shackelford et al., 2002).

Para ir ao encontro do objetivo de um estudo, que este apresente reprodutibilidade
dos resultados e que estes apresentem valor cientifico, torna-se essencial que as lesdes
sejam avaliadas através de métodos corretos e adaptados ao tipo de estudo e amostras e
que sejam cada vez menos sujeitos a variabilidade inter-observador. A gravidade relativa
das lesdes nao neoplasicas pode ser, por exemplo, registada de forma semi-quantitativa
ou quantitativamente (Shackelford et al., 2002).

Consoante a natureza dos achados variam os sistemas de pontuagdes das lesdes.
Nos casos de lesdes proliferativas e nao proliferativas (ndo neoplésicas), as pontuagdes
semi-quantitativas t€ém vindo a ser sugeridas, como forma de avaliacdo da gravidade das
lesdes observadas. Em alguns casos, essas pontuacdes, estao disponiveis na literatura, por
exemplo nos casos de colite, encefalite autoimune experimental, nefrite lupica e artrite
por colagénio, e no caso da experimentagao animal algumas destas pontuacdes, quando
possivel, tendem a ser adaptadas, de forma a se assemelharem ao maximo as orientagdes
utilizadas para a medicina humana, de modo a permitir uma comparagdo entre outros
estudos animais ¢ humanos. Na falta de um esquema publicado devem ser fornecidas
descrigdes textuais e/ou ilustracdes dos critérios usados para cada pontuagao no sistema

(Scudamore et al., 2015).
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A andlise semi-quantitativa envolve a aplicagdo de graus ou intervalos de
gravidade definidos para lesdes especificas. Esses graus sao determinados pela extensao
ou estimativa da percentagem de envolvimento do tecido, bem como pela dimensao dos
varios componentes presentes. O numero de niveis utilizados pelos patologistas ¢ varidvel
e afeta a sensibilidade e reprodutibilidade da analise. Poucos niveis de categorizagao
resultam numa perda de sensibilidade enquanto um numero elevado de niveis torna dificil
para o patologista discernir entre os diferentes graus (Shackelford et al., 2002).

A analise quantitativa (contagens e medi¢des) pode ser realizada manualmente ou
de forma semi ou totalmente automatica, utilizando programas de anélise de imagem e
técnicas estereologicas para fornecer valores numéricos (Shackelford et al., 2002). A
utiliza¢ao de programas e de processamento de imagem pode facilmente separar classes
de tecidos e quantificar varias caracteristicas morfologicas em tecidos, gerando variaveis
continuas que podem ser usadas para comparagdes estatisticas (Di leva et al., 2012).

Em ensaios anteriores, com o objetivo de comparar as diferentes dietas e para
avaliar os efeitos da incorporacao de BSF na alimentagdo de leitdes, foram estudadas as
caracteristicas morfoldgicas (andlise quantitativa — estudo morfométrico dos segmentos
intestinais) e caracteristicas histoldgicas (analise semi-quatitativa).

Para o estudo morfométrico foram medidas a altura das vilosidade e profundidade
das criptas intestinais bem como o racio entre as duas. Biasato ef al. (2019) e Spranghers
et al. (2018) ndo observaram diferencas significativas entre os diferentes grupos em
estudo. Por sua vez, Yu et al. (2020) verificou valores superiores na altura das vilosidades
apenas no jejuno na dieta com incorporacdo de 2% comparativamente com a dieta de 0%
e 1% de incorporagdo de farinha de larva BSF. Para os restantes segmentos nao
observaram alteragdes.

Biasato et al. (2019) avaliaram histologicamente os segmentos intestinais € 0s
orgaos (estdmago, figado, baco, pulmao e rim) de leitdes, onde atribuiram pontuagdes aos
achados histolégicos utilizando um sistema semi-quantitativo. No baco e pulmdes nao
foram observadas alteragdes. No estdmago e intestino identificaram infiltrados
inflamatoérios linfoplasmocitarios e eosinofilicos ao nivel da mucosa e submucosa com
ou sem ativacdo do GALT. No figado observaram degenerescéncia vacuolar dos
hepatdcitos e infiltrados inflamatoérios linfoplasmocitarios com ou sem fibrose. Nos rins
foram também observados infiltrados inflamatérios linfoplasmocitarios intersticiais e
esteatose tubular. No entanto o desenvolvimento e gravidade das lesdes ndo foram

associadas aos diferentes niveis de incorporacdo de farinha de larva BSF, mas sim aos
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niveis de stress e praticas de alimentacdo no caso do estdbmago e segmentos intestinais.
No caso do figado e rim, uma vez que foram observados em todos os grupos nao foram

consideradas clinicamente significativas.
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3. Material e Métodos
3.1 Producio de BSF

Esta disserta¢ao tem por base um estudo realizado em pareceria com a EntoGreen,
uma empresa que procura solugdes para desenvolver a sustentabilidade da agropecuaria,
aproveitando e reduzindo desperdicios nutricionais numa economia circular e apostando
no desenvolvimento de tecnologias inovadoras com base bioldgica, estando sediada em
Santarém e com uma pequena unidade de investigagdo e desenvolvimento na EZN —
Instituto Nacional de Investigacdo Agraria e Veterinaria (INIAV) a data do estudo. Todas
as etapas do ciclo de vida da BSF, desde a postura dos ovos até a fase adulta (mosca),

decorreram nas instalagcoes da EntoGreen.

3.1.1 Reproducio e recolha de ovos

A espécie Hermetia illucens tem um ciclo de vida que demora entre 1 e 2 meses.

As moscas adultas, fémeas e machos, eclodem das pupas, numa divisdo que tem
ligacdo direta a uma outra. Para que o comportamento reprodutivo natural ocorra
normalmente, as condigdes de humidade, intensidade luminosa e temperatura devem ser
rigorosamente controladas e ideais.

Apos a copula a fémea coloca os ovos (figura 1) em dispositivos proprios,
desenvolvidos pela EntoGreen. Estes dispositivos respeitam o comportamento natural da
espécie e potenciam a postura dos ovos. Os dispositivos sao retirados periodicamente

respeitando os intervalos de tempo de modo a evitar a eclosdo das larvas.

Figura 1: Postura de ovos da BSF (original do Figura 2: Ovos de BSF no vidro de relogio

autor). (original do autor).

3.1.2 Eclosao das larvas e bioconversao
Depois de retirados, os ovos sao colocados num vidro de reldgio laboratorial
(figura 2) e pesados numa balanga de precisao (BEM 200-3 KERN). Sao depois

inoculados, em caixas empilhaveis de dimensdes reduzidas, num substrato, com
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humidade e composicao de proporcdes especificas que foram previamente definidas, de
forma a garantir o desenvolvimento ideal das larvas.

As larvas vao eclodir e desenvolver-se num espago de tempo de 5 dias. A fase
seguinte ¢ a da engorda que termina quando houver completa conversao do substrato.

Nesta fase as larvas juvenis sao divididas e transferidas para caixas de maiores
dimensdes, com um substrato com diferente humidade relativa, comparativamente ao da
fase anterior.

O objetivo final € obter um numero standard de larvas que apresentem um
tamanho homogéneo entre si. Esta etapa demora aproximadamente 15 dias em condigdes

otimas.

3.1.3 Separacio das larvas do substrato

ApO6s a conversdao completa do substrato, as larvas sdo peneiradas, com recurso a
uma peneira vertical vibratoria, garantindo a separacdo das larvas do substrato. A
utilizacao da peneira requer um substrato final com baixa humidade relativa a fim de
facilitar e otimizar o processo.

O substrato ¢ armazenado para posterior utilizacao como fertilizante de solos, mas
apenas apoOs cumprir processos de biosseguranca para assegurar a eliminagao de possiveis
larvas.

As larvas seguem dois caminhos distintos, ou sdo mortas por congelacao, de
maneira rapida e eficaz, para posterior incorporacao nas ragdes, ou transferidas para um
novo ambiente, mais seco ¢ com luminosidade reduzida, com o objetivo de evoluirem
para pupas, estado que tem a duragdo de duas semanas, e que antecede a fase de mosca,
o estado adulto, capaz de se reproduzir assegurando assim a repetigdo do ciclo e

manutencao da colonia.

3.2 Ensaio in vivo
3.2.1 Alojamento e disposicdo dos animais e condicionamento ambiental

O ensaio foi aprovado pela ORBEA do INIAV.

O trabalho foi realizado em instalagdes cedidas pelo INIAV de Santarém (figura
3), onde foram utilizadas seis caixas metabodlicas, uma para cada animal (com medidas
ajustaveis consoante o tamanho do suino) e oito parques individuais (1.80m por 1.32m)
(figura 4), sendo que, dois dos parques tinham animais suplentes, caso fosse necessaria a

substituicdo de algum dos animais em estudo.
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Cada uma das caixas metabolicas (figura 5) estava equipada com um comedouro,
um tabuleiro para recolha das fezes (revestido por um saco de pléstico) e um tabuleiro de
latdo, coberto por uma rede para evitar contaminagdo com racgao e/ou fezes e um funil
com filtro, anexado a um recipiente de recolha para a colheita de urina do animal.

Os animais encontravam-se numa sala com janelas basculantes utilizadas para

controlo da temperatura e humidade.

Figura 3: Alojamento dos animais Figura 4: Suinos nos Figura 5: Caixa metabolica

durante o ensaio (original do autor). parques (original do autor).  (original do autor).

O ensaio comegou com a chegada de seis suinos, que foram submetidos a uma
semana de adaptacao nos parques. Uma semana depois foram transferidos para as caixas
metabolicas e o segundo grupo de seis animais entrou para os parques para o periodo de
habituagao. O ensaio teve uma duragao de 35 dias.

Durante o periodo de adaptagao foi logo introduzida a ragcdo de estudo
correspondente a cada suino. No grupo um, dos seis animais, dois animais ficaram com a
racdo controlo (BSFO0), dois com 50% de substituicao de bagaco e 6leo de soja por farinha
de larva BSF (BSF50) e dois com 100% de substitui¢ao (BSF100), no grupo dois, também
com dois animais com a ra¢do controlo (BSF0), dois com 50% de substitui¢ao (BSF50)
e dois com 100% de substituicao (BSF100). O peso vivo médio inicial dos 12 suinos em
estudo era de 62+3.6 kg.

Os animais ficaram 7 dias nas caixas metabolicas e outros 7 dias nos parques
(periodo de descanso), alternado semanalmente durante todo o periodo de acabamento.

Na sala encontrava-se o material necessario para o trabalho didrio, tais como, pas,
vassouras individuais (para a recolha de fezes), jarro graduado (para administracao de
agua), medidas de ragdo, balanga e proveta graduada de plastico (para medi¢ao do volume

de urina). A ragao e outros materiais utilizados encontravam-se numa outra sala adjacente.

3.2.2 Caracterizacio e fabrico da racao
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A elaboragao e formulacao das ragdes foi desenvolvida pelo INIAV de Santarém
de modo a estas serem isoenergéticas e isoproteicas (15% PB). Foram produzidos trés
tipos diferentes de racdes, a dieta controlo (BSF0) que ndo continha farinha de larva BSF,
a dieta de 50% de substituicdo de bagaco e 6leo de soja por farinha de larva BSF e a dieta
de 100% de farinha de larva BSF.

Na tabela 1 estd a composi¢ao das diferentes dietas utilizadas no estudo.

Tabela 1 — Composi¢ao das dietas em estudo.

Quantidade (%)

Matéria prima BSF0 BSF50 BSF100
Milho 10,000 10,000 10,047

Trigo 26,576 30,000 10,558
Cevada 39,934 38,686 59,124
Bagaco de Soja 44% 17,560 8,518 0,000
Carbonato de Calcio 0,565 0,192 0,076
Fosfato bicalcico 17,5/2 1,643 1,303 0,944
L-Lisina HCL 0,248 0,304 0,333
Metionina 0,152 0,160 0,176
Bicarbonato de sodio 0,085 0,085 0,085
Sal marinho 0,375 0,375 0,375
Graintec TS 0,000 0,100 0,000

LUMANCE Dry (Novyrate C / Adimix PRECISION /

Novyrate / Adimix 30 coated) 0,075 0,075 0,075

Vitatec Porcos crescimento/acabamento 0,400 0,400 0,400
Escent S (Unike Plus Dry) 0,075 0,075 0,075
Betaina HCL 0,150 0,150 0,150
L-Triptofano 0,003 0,009 0,016

Treonina 0,000 0,002 0,008

Larvas Mosca (Hermetia illucens) 0,000 8,780 17,560
Oleo de soja 2,160 0,786 0,000

Total 1000,0 1000,0 1000,0

BSFO0 — dieta controlo com 0% de farinha de larva BSF, BSF50 - dieta com 50% de substitui¢do de bagago
e 6leo de soja por farinha de larva BSF, BSF100 dieta com 100% de substituigdo de bagaco e 6leo de soja
por farinha de larva BSF.

3.2.3 Secagem das larvas
As larvas foram descongeladas e colocadas em tabuleiros de plastico com uma

rede e folhas de papel na base, devidamente identificados, foram distribuidas de modo a
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ficar com uma altura aproximada de 3 cm para secarem de forma homogénea.
Posteriormente foram colocadas na estufa com ventilagdo a uma temperatura de 60°C,
onde permaneceram até se obterem valores de peso constante em pesagens consecutivas.

Por fim foram embaladas em vacuo até serem transportadas para a fabrica de

racoes.

3.2.4 Registos diarios e semanais

A quantidade de alimento e agua para cada animal era calculado a cada semana
de acordo com o seu peso, de modo a terem alimento ad libitum.

Procedeu-se diariamente ao registo do volume de fezes, urina e alimento ingerido

e desperdigado por cada animal nas caixas metabolicas, sendo posteriormente analisado.

3.3 Abate e recolha de amostras

Concluida a terceira réplica de cada grupo, os animais foram abatidos com um
peso vivo final de 100+6.6 Kg, no matadouro certificado da EZN de Santarém. Os
animais foram insensibilizados com uma descarga elétrica, na cabega e torax, com recurso
a uma pinga de atordoamento elétrico. De seguida foram sangrados e apos a morte foram
lavados para garantir a higieniza¢ao necessaria para se proceder a evisceragao e recolha
de oOrgdo para posterior analise. SO depois de eviscerados € que se realizou a
chamuscagem.

Foram pesados individualmente o coracdo, os pulmdes, o baco e figado e
recolhidas amostras de todos os animais dos seguintes orgdos e estruturas: duodeno,
jejuno, ileo, ceco, célon, figado, estdbmago, rins, pancreas, testiculos, baco, linfonodos
mesentéricos, pulmao, coragdo, gordura retroperitoneal, gordura mesentérica e gordura
coronaria.

A colheita das amostras de tecido foi realizada pelo Dr. Pedro Faisca, Dr. José
Catarino e Dra. Antonieta Mufioz de forma sistemadtica e uniforme em todos os animais.
Ap6s recolha, as amostras foram colocadas em formol a 10% em recipientes plastico com
tampa de enroscar ¢ devidamente identificadas (nimero do animal, 6rgdo, data de

colheita) para serem transportadas até ao laboratério da FMV-ULHT.

3.4 Recolha e fixacao das amostras histolégicas
No laboratério da FMV-ULHT, as amostras foram retiradas dos recipientes com

formol, com recurso a uma pinga de disse¢do bico de pato, para serem colocadas em
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cassetes de histologia devidamente identificadas a lapis com o numero correspondente ao
animal (1 a 12) e a letra correspondente ao tecido (A a Q). Com um bisturi foram
realizados cortes dos tecidos para que estes ficassem com dimensdes e espessura
correspondente ao tamanho e altura da cassete, para melhor infiltragao do formol em todo
o tecido.

As cassetes foram colocadas em recipientes que continham formol a 10%, uns
eram de plastico outros eram de vidro, e estavam devidamente identificados. As amostras

ficaram em formol, antes do seu processamento, por um periodo minimo de 24 horas.

3.5 Desidratacao das amostras

Este passo foi realizado num processador de tecidos (Microm STP 120) onde as
amostras foram sujeitas ao processamento dos alcoois, para extragdo gradual da agua
presente nos tecidos. A desidratagao dos tecidos ¢ conseguida pela passagem das amostras
por concentragdes crescentes de alcool (70%, 96%, 100%), seguida pela passagem por
um solvente orgéanico (Clear Rite® - substituto do xilol), miscivel com o alcool e meio
de inclusao (parafina) e por ultimo por parafina (60-65°C).

As cassetes com as amostras foram colocadas no cesto metalico do processador,
no numero maximo de 120 cassetes por cesto.

Através do sistema de programacdo do processador, foi possivel colocar
automaticamente o tempo de imersao pretendido em cada reagente, bem como a hora de
inicio do processo. Os tempos de imersao em cada fase foram ajustados, tendo em conta
as amostras colocadas, como descrito no protocolo de processamento histologico
(Apéndice I).

Depois de concluido o programa, as cassetes foram retiradas do cesto do

processador e ficaram prontas para a proxima etapa, a inclusdo em parafina.

3.6 Inclusido das amostras em parafina e corte no micrétomo rotativo

As cassetes retiradas do processador foram colocadas num compartimento da
estacdo de inclusao de parafina (Microm EC 350 (1 e 2)).

Preparou-se o doseador de parafina colocando no reservatério a parafina com o
ponto de fusdo de 63°C, para depois se proceder a colocagdo das amostras nos moldes
individuais.

Para uma boa execuc¢ao do corte dos blocos preencheu-se o fundo do molde com

parafina para que a amostra ficasse no centro do bloco e com a superficie de corte na
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horizontal. De seguida colocou-se a cassete sobre o molde e acrescentou-se a parafina
liquida até preencher o molde na totalidade.

Posteriormente os moldes com as cassetes foram colocados na placa fria (-10°C)
para que ocorresse a solidifica¢ao rapida e imediata da parafina.

Quando a parafina solidificou, retiraram-se os blocos dos moldes e estes ficaram
na placa fria até seguirem para a proxima etapa.

Fixou-se a cassete com o bloco, no micrétomo rotativo, e retirou-se o excesso de
parafina sem comprometer a amostra.

Os blocos desbastados foram arrefecidos na placa fria e depois cortados. Alinhou-
se o angulo de corte e procedeu-se ao corte dos blocos até chegar a zona onde se encontra
a amostra de tecido. A espessura do corte na area do bloco onde se encontra amostra do
tecido foi trés 3 pum.

Utilizou-se uma pinga para orientar a saida dos cortes (ténia), os quais foram
colocados num recipiente com agua fria para posterior selecdo. Escolhidos os melhores
cortes, foram alinhados na lamina onde serdo montados.

Depois foram transferidos para dgua quente no banho-maria (40-50°C) para que
ocorresse a sua extensao.

Retirou-se a lamina com os cortes selecionados do banho-maria e o excesso de
agua.

Por ultimo, a lamina foi identificada com o nome da amostra, identificando o
animal e o tecido correspondente, e colocadas num suporte de laminas de plastico, com

capacidade para 20 laminas, prontas para serem colocadas na estufa.

3.7 Coloracao das amostras: Hematoxilina-Eosina

Esta etapa foi realizada numa capela de exaustdo devido a utilizagdo de
substancias toxicas.

Apo6s incubagdo das laminas em estufa a 60°C durante uma hora, realizou-se a
coloragao das amostras, como descrito no protocolo de coloragdo de rotina HE (Apéndice
10).

Concluido o processo de coloragdo, realizou-se a montagem das laminas
utilizando o meio de montagem Bio-mount HM Bio-6ptica. Com uma pipeta de Pasteur
colocou-se uma gota do meio de montagem no centro da amostra sobre a qual se colocou

uma lamela. Com a ajuda de uma pinga, exerceu-se uma ligeira pressao sobre a lamela
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para remog¢ao das bolhas de ar que restaram. Por ultimo, deixaram-se ficar a secar as

laminas, durante 48h.

3.8 Analise histologica

Apo6s o processamento de todas as amostras, as laminas foram observadas, por
dois observadores, ao microscopio Otico. As alteracdes observadas foram anotadas num
documento Excel, para posterior tratamento dos dados.

As alteracdes histopatoldgicas observadas foram avaliadas por meio de um
sistema de pontuacdo semi-quantitativo de acordo com Biasato et al. (2019). Foram
atribuidas as seguintes pontuacdes, dependendo das alteragdes correspondentes aos graus
de inflamagdo observados, em que O corresponde a inflamacgao leve, 1 a inflamagao
moderada e 3 a inflamacao grave. Apenas uma unica pontuacao foi atribuida aos seguintes
tecidos (pancreas, figado, bago, linfonodo, rim, pulmao, coragao e testiculo). Os restantes
tecidos (estobmago, duodeno, jejuno, ileo, ceco e codlon) foram avaliados separadamente
para a mucosa € submucosa.

Para o estudo morfométrico das gorduras foram digitalizadas as laminas das
diferentes gorduras (retroperitoneal, mesentérica e pericardica) pertencentes a cada
animal. Apos a digitalizacdo no NanoZoomer-SQ Digital Slide Scanner (Hamamatsu
NanoZoomer-Hamamatsu Photonics), foi utilizado o software NDP.view2 para
visualizag¢ao das imagens em formato TIFF com uma ampliagdo 2,5x e foram exportadas
a 20x e com uma resolucao 10944x6144 pixeis.

De seguida foi utilizado um segundo software, Image J, para quantificar a area de
perfil dos adip6citos. Para fazer a medig¢ao dos adipocitos foram realizados os comandos

demonstrados na seguinte tabela 2

Tabela 2 — Macro para medicao da area de perfil dos adipdcitos

open("File directory");

selectWindow("file name.tif");

run("Set Scale...", "distance=225 known=100 pixel=1 unit=um global");
run("8-bit");

setAutoThreshold("Default dark");

//run("Threshold...");
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setAutoThreshold("Default");
//setThreshold(0, 215);
setOption("BlackBackground", false);
run("Convert to Mask");
run("Close-");

run("Dilate");

//run("Threshold...");
setAutoThreshold("Default dark");
//setThreshold(0, 128);

run("Convert to Mask");

run("Analyze Particles...", "size=330-150000 circularity=0.02-1.00 display exclude

clear summarize add in_situ");
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4. Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados através do software SPSS (versdao 26) e do
software R (versao 3.6.1).

A comparagao de grupos relativamente as variaveis quantitativas foi efetuada com
recurso a andlise de variancia (ANOVA) e relativamente as varidveis qualitativas foi
efetuada com recurso ao teste exato de Fisher.

Em todas as anélises foi considerado o nivel de significancia alfa=0.05 e valores
de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

Para avaliar a concordancia inter-observador foi calculado o coeficiente de Kappa de
Cohen. Para o coragdao nao foi possivel obter o valor de Kappa de Cohen pois apenas
apresentava um valor discordante entre os dois observadores.

Nas medigdes dos adipodcitos devido a distribui¢do assimétrica das varidveis em
estudo, foi considerado o logaritmo de cada uma das variaveis de forma a normalizar a
distribuicao das mesmas.

A analise dos pesos dos orgdos e da carcaga foi realizada através do teste de
Shapiro-Wilk, onde foi possivel assumir a normalidade para todas as varidveis, exceto
para o coragdo, que apods transformagado logaritmica, se pode assumir a normalidade do

seu peso, sendo possivel assim utilizar esta transformagdo para a analise dos resultados.
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5. Resultados

Os animais foram separados em trés grupos (BSF0, BSF50 e BSF100) de acordo
com os seus regimes alimentares. Para avaliar a presenga de alteragdes nos diferentes
grupos foram avaliados os seguintes parametros: peso dos 6rgaos (figado, bago, coragao
e pulmao); alteracdes histopatologicas nos diferentes tecidos; classificagao da inflamagao
por grupo; estudo morfométrico dos adipdcitos nas gorduras retroperitoneal, mesentérica

e pericardica.

5.1 Peso dos o6rgaos
Através da analise (ANOVA) das pesagens dos orgaos (figado, bago, coragdo e
pulmao) e da carcaga ndo foram identificadas diferencas significativas entre grupos como

apresentado na tabela 3.

Tabela 3: Médias dos pesos (kg) dos 6rgdos, para amostra total e por grupo

, Total BSFO0 BSF50 BSF100
Orgao p*
média (dp) média (dp) média(dp) média (dp)

Figado 1,32(0,17) 1,24(0,13) 1,43(023) 1,31 (0,08) 0,274

Baco 0,17 (0,03) 0,15(0,03) 0,18(0,04) 0,18 (0,03) 0,395
-0,87 (0,21) -0,99 (0,13) -0,76 (0,32) -0,86 (0,05
Coraciao** ( ) ( ) ( ) ( ) 0,307
[0,42] [0,37] [0,47] [0,42]

Pulmio 0,80 (0,14) 0,69 (0,08) 0,88 (0,14) 0,84 (0,13) 0,114
Carcaca  79,5(3,42) 79,8(3,86) 80,8 (4,54) 77,9 (1,31) 0,523

*ANOVA

**ogaritmo do peso do corag@o [peso apds transformacdo inversa]
dp — desvio padrio;
BSFO0 — dieta controlo com 0% de farinha de larva BSF; BSF50 - dieta com 50% de substituicdo de bagaco
e oleo de soja por farinha de larva BSF; BSF100 dieta com 100% de substituicao de bagaco e 6leo de soja
por farinha de larva BSF.

5.2 Concordancia entre observadores
As pontuagdes da inflamacdo dos tecidos foram obtidas dependentes da
concordancia (analisada estatisticamente através do valor de Kappa de Cohen) entre os

dois patologistas.
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Os dois observadores classificaram todos os animais como 0 (sem inflamacao)
para o pancreas, bago e testiculo sendo a concordancia perfeita.

O coragdo apresentava apenas um valor discordante entre os dois observadores,
nao sendo possivel obter o valor de Kappa de Cohen. Um dos observadores classificou
todos os animais como 0 (sem inflamagao) e o segundo observador classificou todos os
animais como 0 (sem inflamagdo), a excecdo de um animal classificado com 1
(inflamagao leve).

Apenas para o linfonodo e para o pulmao o nivel de concordancia foi inferior a
“elevada” (0,61-0,80).

Na tabela 4 estdo os valores obtidos da concordancia entre as pontuagdes

atribuidas pelos dois patologistas para cada 6rgao.

Tabela 4: Concordancia inter-observador na analise da inflamacao

Orgio Kappa de Cohen (ep) p* Concordancia
Estomago 1,000 (0,000) <0,001 Quase perfeita
Duodeno 0,874 (0,119) <0,001 Quase perfeita

Jejuno 0,745 (0,166) <0,001 Elevada

fleo 0,640 (0,163) <0,001 Elevada
Ceco 0,657 (0,160) <0,001 Elevada

Colon 0,733 (0,166) <0,001 Elevada
Pancreas - -

Figado 0,860 (0,126) <0,001 Quase perfeita

Baco - -
Linfonodo 0,167 (0,157) 0,296 Fraca
Rim 0,636 (0,219) 0,018 Elevada
Pulmao 0,467 (0,146) 0,008 Boa
Coracao - -
Testiculo - -
*Kappa de Cohen

ep - erro padrdo da estatistica Kappa

Escala de concordancia: < 0 sem concordancia; 0-0,20 fraca; 0,21-0,40 aceitavel; 0,41-0,60 boa; 0,61-0,80

elevada; 0,81-1 quase perfeita.
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5.3 Analise histopatolégicas dos tecidos

Na andlise histopatologica foram observadas alteragdes nos segmentos intestinais
(duodeno, jejuno, ileo, ceco e colon), no estdmago, no figado, nos rins, nos linfonodos e
nos pulmoes, em todos os grupos. J& no pancreas, bago, coracao e testiculo nao foram

identificadas alteragdes.

5.3.1 Estomago
No estdbmago observaram-se infiltrados inflamatorios linfoplasmocitarios
discretos na mucosa e submucosa, apenas um suino da dieta BSF100 apresentou infiltrado

inflamatoério linfoplasmocitario moderado (figura 6, figura 7 e figura 8).

Dieta BSFO. Infiltrado Dieta BSF50. Infiltrado Dieta BSF100. Infiltrado

inflamatorio linfoplasmocitario.  inflamatorio linfoplasmocitario.  inflamatdrio linfoplasmocitario.

Original do autor. Original do autor. Original do autor.

5.3.2 Segmentos intestinais

Em todos os segmentos intestinais foram identificados infiltrados inflamatorios
eosinofilicos e linfoplasmocitarios a nivel da mucosa e submucosa, com reatividade do
GALT (figuras 9, figura 10, figura 11, figura 13, figura 14, figura 15, figura 16 e figura
17). No ceco, em dois animais do grupo BSF0, foram identificados focos de erosao da

mucosa (figura 12).

Figura 9 — Intestino delgado Figura 10 — Intestino delgado Figura 11 — Intestino delgado
100x HE. Dieta BSFO. (duodeno) 100x HE. Dieta (ileo) 50x HE. Dieta BSF100.
Infiltrados inflamatorio BSF50. Infiltrados inflamatorio  Infiltrados inflamatdrio
linfoplasmocitario a nivel da linfoplasmocitario a nivel da linfoplasmocitario a nivel da

mucosa com reatividade do

46



mucosa € presenga de

eosindfilos. Original do autor.

R ey

Figura 12 - Ceco 100x HE.

Dieta BSF0. Erosdo da mucosa
com infiltrados neutrofilicos
secundarios. Infiltrados
inflamatorio linfoplasmocitario
a nivel da mucosa. Original do

autor.

Figura 15 — Colon 100x HE.
Dieta BSFO. Infiltrados

inflamatorio linfoplasmocitario
a nivel da mucosa. Original do

autor.

5.3.3 Figado

mucosa € presenga de

eosindfilos. Original do autor.

Figura 13 — Ceco 100x HE.
Dieta BSF50. Infiltrados
inflamatorio linfoplasmocitario

a nivel da mucosa e submucosa.

Original do autor.

Figura 16 — Colon 100x HE.
Dieta BSF50. Infiltrados

inflamatorio linfoplasmocitario
a nivel da mucosa. Original do

autor.

GALT e presenga de

eosindfilos. Original do autor.

Figura 14 — Ceco 100x HE.
Dieta BSF100. Infiltrados
inflamatorio linfoplasmocitario

a nivel da mucosa e submucosa.

Original do autor.

FT— 'car Vg -

Figura 17 — Colon 100x H.E.
Dieta BSF100. Infiltrados
inflamatorio linfoplasmocitario
a nivel da mucosa e submucosa.

Original do autor.

No figado, os animais apresentaram infiltrados inflamatérios linfoplasmocitarios
periportais discretos (figura 18), apenas um suino da dieta BSF100 apresentou infiltrado

inflamatoério linfoplasmocitario moderado.

Figura 18 — Figado 100x HE.
Dieta BSF100. Infiltrado

inflamatorio linfoplasmocitario
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periportal discreto. Original do

autor.

5.3.4 Linfonodos mesentéricos

Observou-se a reatividade dos linfonodos e infiltrados eosinofilicos (figura 19,

figura 20 e figura 21).

Figura 19 — Linfonodo Figura 20 — Linfonodo Figura 21 — Linfonodo

mesentérico 100x HE. Dieta mesentérico 200x HE. Dieta mesentérico 100x HE. Dieta

BSFO. Reatividade do linfonodo = BSF50. Reatividade do BSF100. Reatividade do

com hiperplasia do foliculo linfonodo com presenca de linfonodo com hiperplasia do

linféide com centro eosinofilos (seta). Original do foliculo linféide com centro

germinativo. Original do autor.  autor. germinativo. Original do autor.
5.3.5 Rim

Nos rins identificaram-se infiltrados inflamatorios linfoplasmocitarios

intersticiais discretos (figura 22).

BSFO. Discretos infiltrados

inflamatorios linfoplasmocitarios

intersticiais. Original do autor.

5.3.6 Pulmao

Nos pulmoes, os animais apresentaram hiperplasia do tecido linfoide associado a
mucosa bronquica (BALT) acompanhada de infiltrados inflamatorios perivasculares e

intersticiais ricos em linfocitos, plasmocitos e alguns macréfagos (figura 23, figura 24 e
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figura 25). Observaram-se focos com espessamento da parede alveolar e zonas de

consolidagao.

T y b p K * - Inid 7l S ad /. RE—— O i AR AR
Figura 23 — Pulméo 100x HE. Figura 24 — Pulméo 100x HE. Figura 25 — Pulméo 100x HE.
Dieta BSF0. Hiperplasia do Dieta BSF50. Infiltrados Dieta BSF50. Infiltrados
BALT e infiltrados inflamatorios perivasculares e inflamatorios perivasculares e
inflamatorios perivasculares e intersticiais ricos em linfocitos,  intersticiais ricos em linfocitos,
intersticiais ricos em linfocitos,  plasmocitos e alguns plasmocitos e alguns
plasmocitos e alguns macréfagos. Original do autor. macréfagos. Original do autor.

macréfagos. Original do autor.

5.4 Classificacao da inflamacao dos tecidos

Para avaliar o grau de inflamagao (infiltrados inflamatoérios e reatividade do tecido
linfoide associado) dos tecidos, dividiram-se os 6rgaos consoante a dieta e através dum
sistema semi-quantitativo de pontuagdes realizou-se a comparacao entre os grupos (tabela
5).

Foi utilizado o seguinte sistema de classificacdo dependendo do grau de
inflamacao: para o estbmago e segmentos intestinais (duodeno, jejuno, ileo, ceco, cdlon),
0 (sem inflamagdo); 1-2 (leve); 3-4 (moderada); 5-6 (severa); para o pancreas, figado,
baco, rim, linfonodo, pulmao, coracao e testiculo, 0 (sem inflamagao); 1 (leve); 2
(moderada); 3 (grave).

Nao foram observadas diferengas significativas entre os diferentes grupos.

O pancreas, bago, linfonodo, coragdo e testiculo ndo apresentaram alteragdes
inflamatorias.

Para o estbmago a maioria dos animais apresentou inflamacao leve (infiltrados
linfoplasmocitarios discretos).

Nos segmentos intestinais verificou-se que a maioria dos animais apresentaram
inflamacao leve no duodeno, jejuno e colon e inflamag¢ao moderada a nivel do ileo e ceco.
Observaram-se infiltrados linfoplasmocitarios e eosinofilicos discretos (inflamagao leve)
e moderados (inflamac¢ao moderada) e reatividade do GALT.

A maioria dos animais nao apresentaram inflamacgao a nivel do figado e rim.
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No pulmao grande parte dos animais apresentaram inflamacao leve (hiperplasia
do BALT e infiltrados inflamatdérios perivasculares e intersticiais discretos, com

linfécitos, plasmdcitos e alguns macrofagos).

Tabela 5: Distribui¢ao da analise da inflamagao, total e por grupo

Total BSF0 BSF50 BSF100

Orgio p*
n (%) n (%) n (%) n (%)
Estomago 0.273
Sem inflamagao 2(17) 0(0) 2 (50) 0(0)
Inflamagao leve 9(75) 4 (100) 2 (50) 3(75)
Inflamagao moderada 1(8) 0(0) 0(0) 1(25)
Duodeno 1.000
Inflamagao leve 10 (83) 3(75) 3(75) 4 (100)
Inflamagao moderada 2(17) 1(25) 1(25) 0(0)

Jejuno 1.000
Inflamagao leve 7 (58) 3(75) 2 (50) 2 (50)
Inflamagao moderada 5(42) 1(25) 2 (50) 2 (50)

fleo 0.455
Inflamagao leve 5(42) 1(25) 1(25) 3(75)
Inflamagao moderada 7 (58) 3(75) 3(75) 1(25)

Ceco 0.212
Inflamagao leve 5(42) 0(0) 2 (50) 3(75)
Inflamagao moderada 7 (58) 4 (100) 2 (50) 1(25)

Célon 1.000
Inflamagao leve 10 (83) 3(75) 4 (100) 3(75)
Inflamagao moderada 2(17) 1(25) 0(0) 1(25)

Pancreas -
Sem inflamagao 12 (100) 4(100)  4(100) 4 (100)

Figado 0.455
Sem inflamacgao 6 (50) 3(75) 1(25) 2 (50)
Inflamagao leve 5(42) 1(25) 3(75) 1(25)
Inflamagao moderada 1(8) 0(0) 0(0) 1(25)

Baco -
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Sem inflamagao 12 (100) 4(100) 4 (100) 4 (100)

Linfonodo -
Sem inflamagao 12 (100) 4(100) 4 (100)  4(100)
Rim 0.418
Sem inflamagao 8 (67) 2 (50) 4 (100) 2 (50)
Inflamagao leve 4 (33) 2 (50) 0(0) 2 (50)

Pulmio 0.345
Inflamagao leve 7 (58) 2 (50) 1(25) 4 (100)
Inflamagao moderada 3(25) 1(25) 2 (50) 0 (0)
Inflamagao grave 2(17) 1(25) 1(25) 0 (0)

Coracao -
Sem inflamagao 12 (100) 4(100)  4(100) 4 (100)

Testiculo -
Sem inflamacgao 12 (100) 4(100)  4(100) 4 (100)

*Teste exato de Fisher

BSFO0 — dieta controlo com 0% de farinha de larva BSF; BSF50 - dieta com 50% de substituicdo de bagaco
e 0leo de soja por farinha de larva BSF; BSF100 dieta com 100% de substituicao de bagaco e 6leo de soja
por farinha de larva BSF.

5.5 Estudo morfométrico dos adipdcitos

Através da medigdao da area de perfil dos adipdcitos, recorrendo a analise de
variancia (ANOVA), nao foram observadas diferencas significativas entre as diferentes
dietas.

A tabela 6 apresenta a distribui¢ao dos trés tipos de gordura (ap6s transformagao

logaritmica), para a amostra total e por grupo.

Tabela 6: Distribui¢ao dos trés tipos de gordura, para amostra total e por grupos
Total BSFO0 BSF50 BSF100
média (dp) média (dp) média (dp) média (dp)

Gordura 1698.,7 1940,7 16482 1507,2 0926
retroperitoneal (355,3) (378,5) (329,5) (284,0) ’
1600,9 1680,5 14987 1623.4
Gordura mesentérica 0,500

(209,9)  (264,7)  (142,8)  (219,3)
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1379,9 1455,5 1473,7 1210,5
Gordura pericardica 0,259
(246,2) (72,3) (350,8) (190,6)

*ANOVA
dp — desvio padrio;
BSFO0 — dieta controlo com 0% de farinha de larva BSF; BSF50 - dieta com 50% de substituicdo de bagaco
e 0leo de soja por farinha de larva BSF; BSF100 dieta com 100% de substituicao de bagaco e 6leo de soja
por farinha de larva BSF.
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6. Discussao

O presente estudo apresenta resultados concordantes com outros estudos
previamente realizados em leitdes (Biasato et al., 2019) e frangos (Dabbou et al., 2018)
onde se conclui que os diferentes niveis de inclusdo de farinha de larva BSF nao afetam
nem o desenvolvimento nem a gravidade das alteracdes histopatoldgicas. A gravidade
das alteragdes histopatologicas foi avaliada através de um sistema de pontuagdo semi-
quantitativo utilizado anteriormente por Biasato et al., 2019. Utilizou-se este método pois,
atualmente, ¢ um dos métodos mais indicados para avaliar a gravidade de lesdes
proliferativas e nao proliferativas (ndo neoplasicas), obtendo-se assim uma concordancia
superior entre os patologistas, bem como maior consisténcia cientifica e reprodutibilidade
dos resultados.

Nao foi efetuado o estudo morfométrico para a medi¢do da altura das vilosidades
e profundidade das criptas intestinais como realizado em estudos anteriores (Spranghers
et al., 2007; Biasato et al., 2019; Yu et al., 2020) pois ndo ¢ possivel realizar em cortes

histolégicos em duas dimensdes (2D) a ndo ser através de técnicas estereologicas.

Na observacao histologica dos tecidos, a inflamagdo gastrica, dos segmentos
intestinais e consequentemente reatividade dos linfonodos mesentéricos pode ter como
causa o stress a que os animais foram sujeitos durante todo o periodo de ensaio,
nomeadamente devido ao maneio (limpeza das caixas, recolha das fezes e urina, praticas
de alimentacdo, pesagem semanal e troca de parques) como ja tinha sido descrita em
ensaios anteriores com leitdes onde foram observadas alteragdes semelhantes (Biasato et
al., 2019). Para tentar confirmar esta possibilidade poderiam ser realizadas analise para
medir os niveis de cortisol no plasma ou saliva dos animais (Hart, 2012).

As alteracdes observadas a nivel renal e hepatico variaram de ligeiras a
moderadas, ndo sendo possivel avaliar se estas afetam as fungdes dos 6rgaos uma vez que
nao foram realizadas analises sanguineas. Contudo Biasato et al. (2019), verificaram
lesdes histologicas semelhantes e nas andlises hematologicas ndo detetaram valores
alterados, concluindo que o grau das lesdes ndo apresentava relevancia clinica.

Todos os animais apresentaram alteragdes pulmonares que podem ter como causa
as condi¢des pouco adequadas de ventilagdo e algum grau de stress que tenha
comprometido a integridade da barreira intestinal o que pode também ter aumentado os

niveis de células inflamatoérias a nivel do pulmao influenciando os achados.
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No entanto, ndo se podem descartar outras causas, nomeadamente de origem
infeciosa, pois a presenca de infiltrados inflamatorios em varios 6rgaos ¢ sugestivo de
infecdo subclinica. Teria sido interessante realizar testes seroldgicos, moleculares,
coprologicos e bacterianos (cultura), para os agentes patogénicos mais prevalentes em
suinos de engorda. De origem viral: o herpesvirus suino 1 (doenca de Aujeszky),
arterivirus (sindrome respiratoria e reprodutiva suina), virus influenza A (gripe suina),
circovirus suino tipo 2, coronavirus e rotavirus. Origem bacteriana: Escherichia coli,
Streptococcus suis, Haemophilus parasuis, Brachyspira, Lawsonia, Erysipelothrix
rhusiopathiae, Pasteurella multocida, Actinobacillus pleuropneumoniae € Mycoplasma.

Origem parasitaria: Ascaris suum.

Para analise das gorduras (retroperitoneal, mesentérica e pericardica) foi utilizado
um método de andlise morfométrica para obter a média da area de perfil dos adipocitos
nos diferentes grupos (BSF0O, BSF50, BSF100) para posterior comparacgao estatistica. Nao

foi observada variacao significativa entre os diferentes grupos.

Nas pesagens dos orgaos (figado, bago, coracao e pulmao) e da carcaga nao foram
identificadas diferengas significativas entre grupos como apresentado na tabela 3.
Relativamente ao peso do figado, baco e coragdo os resultados do presente estudo estao
de acordo com outros realizados noutras espécies (perdizes e frangos) onde o peso dos
orgdos nao apresentava diferenga significativas entre os grupos (Loponte et al., 2017,
Schiavone et al., 2018).

Yu et al. (2020) verificou um aumento de peso do figado, que sendo o principal
local de degradagdao de aminodacidos, pode estar associado a uma maior quantidade de
compostos nitrogenados processados pelo 6rgao. Também para o pancreas se verificou
esse aumento, possivelmente resultante do aumento da atividade das enzimas

pancreaticas necessaria para digerir uma maior quantidade de proteina.

Para este estudo teria sido benéfico a utilizagdo de um niimero superior de animais
para conseguir obter resultados mais representativos, também as condigdes ambientais
poderiam ser mais controladas de forma a garantir um ambiente adequado e controlado
de temperatura humidade e ventilagcdo no alojamento dos animais durante o ensaio. Os
niveis de stress provocados pelo manuseamento humano e pelas condigdes das

instalagdes, poderiam ser reduzidos através do enriquecimento ambiental através da
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introducdo de materiais de enriquecimento variados. Uma aproximagdo ao sistema de
producdo intensivo seria interessante pois resultados obtidos em condigdes de

experimentacao tendem a sofrer variagdes.

Tendo em conta a escassez de outros estudos semelhantes, bem como das
interdi¢des legais a todo o processo de aceitagao da utilizagdo de insetos para consumo
animal e até humano, o presente estudo demonstrou resultados bastante positivos para a
industria dos insetos. Colocando a BSF um passo mais proximo da introducao na
alimentacdo animal com resultados bastante indicativos de que estes nao parecem
interferir negativamente na satide dos animais. Até aprovagao legal, mais estudos devem

ser realizados para aumentar a evidéncia e a base cientifica.
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7. Conclusao

Com o presente estudo foi possivel concluir que a incorporagao de farinha de larva
BSF em substituicdo de bagaco e 6leo de soja, na alimentacdo de suinos em fase de
acabamento ndo afetou negativamente os parametros histologicos e o grau de inflamagao
dos tecidos avaliados. Através do estudo morfométrico (area média dos adipdcitos) das
trés gorduras analisadas também nao foram observadas diferencas significativas entre os
trés grupos. Relativamente as diferengas observadas nos pesos dos 6rgaos também nao
foram significativas, no entanto seria interessante realizar analises sanguineas especificas
para avaliar a fungdo dos mesmos. Em estudos futuros seria interessante avaliar um maior
numero de animais para conseguir avaliar uma amostra mais representativa e em
condigdes mais aproximadas possiveis com os sistemas de producao.

Apostar nos insetos como aditivo alimentar e estudar novas propriedades, que os
valorizem e distingam na industria, tanto alimentar como outras, nomeadamente o
potencial dos insetos como alternativa aos antibidticos e de que forma as diferentes dietas
impactam nas suas propriedades antimicrobianas.

Procurar saber a opinido dos consumidores quanto a sua disponibilidade
econdmica, enfatizando e demonstrando os beneficios ambientais e nutricionais que o
setor pode desempenhar.

Estudos sensoriais sao também importantes de forma a compreender a aceitagao
por parte dos consumidores, no que diz respeito ao consumo direto de insetos, ou
consumo indireto, no caso de animais alimentandos com 0s mesmos.

Por ultimo, mas n3o menos importante, estudar novas espécies de insetos e
desenvolver o melhoramento genético, com a finalidade de tornar os mesmos, mais

competitivas e eficientes.
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Apéndices

Apéndice I - Protocolo de processamento histologico
Protocolo realizado para desidratacao das amostras num processador de tecidos (Microm
STP 120), indicando os diferentes reagentes e respetivos tempos de imersao utilizados
em cada passo.
1. Reagente: Etanol a 70%; tempo de imersao: 30 minutos
Reagente: Etanol a 70%; tempo de imersao: 1.20 horas
Reagente: Etanol a 96%; tempo de imersdo: 30 min
Reagente: Etanol a 96%; tempo de imersao: 1.20 horas
Reagente: Etanol a 100%; tempo de imersao: 30 minutos
Reagente: Etanol a 100%; tempo de imersao: 1.20 horas
Reagente: Etanol a 100%; tempo de imersdo: 2 horas

Reagente: Clear-Rite®; tempo de imersao: 30 minutos

D B T

Reagente: Clear-Rite®; tempo de imersao: 1.30 horas
10. Reagente: Clear-Rite®; tempo de imersao: 2 horas
11. Reagente: Parafina 60-65°C; tempo de imersao: 1.30 horas

12. Reagente: Parafina 60-65°C; tempo de imersao: 2 horas

Apéndice II - Protocolo de coloragao de rotina: Hematoxilina-Eosina
A coloragdo das amostras deve ser realizada numa capela de exaustdo e deve seguir os
seguintes passos:

1. Apds incubacao das laminas em estufa a 60°C (1 hora) ou 37°C (durante a noite),
proceder a desparafinacao das laminas em xilol e re-hidratagdo em concentragdes
decrescentes de etanol da seguinte forma:

1.1. Xilol 1 (15 min)
1.2. Xilol 2 (5 min)
1.3. Alcool 100% (20 passagens / 1-2 minutos)
1.4. Alcool 95% (20 passagens / 1-2 minutos)
1.5. Alcool 70% (20 passagens / 1-2 minutos)
2. Hidratar em agua destilada durante 5 minutos
3. Corar com hematoxilina de Harris modificada durante 3:30 minutos

4. Retirar o excesso de hematoxilina em agua corrente



Fazer uma passagem (3 segundos) em HCl a 0,25% solucdo alcodlica
Azular em agua corrente durante 2 minutos
Emergir as laminas em alcool a 70 % durante 1 minuto

Corar com Eosina Y alcoolica durante 3 minutos

A S AN

Diferenciar, desidratar e diafanizar da seguinte forma:
9.1. Alcool 95% (20 passagens / 1-2 minutos)
9.2. Alcool 100% (20 passagens / 1-2 minutos)
9.3. Xilol 4 (5 minutos)
9.4. Xilol 5 (10-15 minutos)

10. Montar em meio de montagem compativel com xilol (Bio-mount HM Bio-o6ptica)

II



