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Efeito da alimentacio com dieta a base de farinha de larvas de mosca soldado negro na
funcio da barreira cutianea, defesa antioxidante orgianica e bioquimica sanguinea em cies

RESUMO

A farinha de mosca soldado negro (BSFL) nas dietas de animais de estimagdo esta ganhando
aceitagdo. Este estudo teve como objetivo avaliar o uso de farinha desengordurada de larvas de
mosca soldado negro ¢ seu impacto nos parametros sanguineos, marcadores bioquimicos,
capacidade antioxidante organica, funcao da barreira cutanea e qualidade da pele e pelagem em
caes. Um estudo cruzado envolveu oito cdes Beagles adultos com dois periodos de 50 dias cada
e um periodo de washout de sete dias entre eles. Duas dietas extrusadas aproximadamente
isonutritivas foram avaliadas, a primeira contendo 29,5% de farinha de BSFL, e uma dieta
controle contendo 26% de farinha de visceras de aves (FVA) como fonte de proteina. Avaliagdes
da pele e pelagem e coletas de sangue foram realizadas ao inicio e ao final de cada periodo. A
funcdo da barreira cutinea foi avaliada pela medicao da perda de dgua transepidérmica (TEWL)
e hidratagdo do estrato corneo (SCH) no abdomen e orelhas dos caes nos dias 0, 15, 30 e 45 de
cada periodo. Uma tendéncia de maior efeito antioxidante foi encontrada na dieta com BSFL
através da medi¢ao de malondialdeido e vitamina E no soro dos caes (p=0,057¢ p=0,051,
respectivamente). Quando alimentados com a dieta FVA, os cdes exibiram redug¢ao nos niveis
de colesterol sérico e LDL apds 50 dias. A TEWL foi significativamente reduzida nas orelhas
ao longo do tempo quando os cdes foram alimentados com BSFL, e a TEWL no abddémen foi
significativamente menor nos caes alimentados com BSFL em comparacdo com FVA. O SCH
também foi maior para o grupo BSFL ao longo do periodo de alimentagdo em comparagdo com
FVA, indicando uma capacidade melhorada dos cdes em reter 4gua e manter a umidade da pele.
A melhora na fungao da barreira cutanea pode estar relacionada aos acidos graxos da BSFL e
ao aumento dos lipidios sebaceos na pele. Estes sdo responsaveis por evitar a perda de agua e
melhorar a protecdo da pele contra danos microbianos. A inclusdo de BSFL como fonte de
proteina ndo promoveu mudangas negativas na bioquimica sanguinea e no efeito antioxidante
em caes saudaveis. No entanto, provou ser eficaz em melhorar a funcao da barreira cutanea,
tornando a BSFL uma fonte alternativa valiosa para caes, particularmente aqueles com pele

sensivel ou alergias que se manifestam na pele.

Palavras-chave: canina; Hermetia illucens; hidratacdo do estrato cérneo; perda de agua

transepidérmica; propriedades funcionais



Effect of feeding black soldier fly larvae meal-based diet on canine skin barrier function,

organic antioxidant defense and blood biochemistry
ABSTRACT

Black soldier fly meal in pet diets is gaining acceptance. This study aimed to assess the use of
black soldier fly larvae defatted meal (BSFL) and its impact on blood parameters, biochemical
markers, organic antioxidant capacity, skin barrier function and skin and coat quality. A cross-
over study involved eight beagle dogs with two periods of 50 days each and a washout period
of seven days in between. Two approximately iso-nutritive extruded diets were evaluated, the
first containing 29.5% BSFL meal, and a control diet containing 26% poultry by-product meal
(PBP) as protein source. Skin and coat evaluations and blood collections were conducted before
and after each period. Skin barrier function was assessed by measurement of trans epidermal
water loss (TEWL) and stratum corneum hydration (SCH) in belly and pinna of the dogs on
days 0, 15, 30, and 45 of each period. A trend for higher antioxidant effect was found for BSFL
diet trough malondialdehyde and Vitamin E measurement in dog’s serum. When fed PBP diet
dogs exhibited reduction on serum cholesterol and LDL levels after 50 days. TEWL was
significantly reduced in pinna over time when dogs were fed BSFL, and TEWL in belly was
significantly lower in dogs fed BSFL in comparison to PBP. SCH was also higher for the BSFL
group along the feeding period in comparison to PBP, indicating improved ability of the dogs
to retain water and keep skin moisture. Improvement skin barrier function could be related to
fatty acids from BSFL and increased sebaceous lipids in skin. These are responsible for
avoiding water loss and improve skin protection against microbial insults. Inclusion of BSFL
as protein source did not promote negative changes in blood biochemistry and had minor
antioxidant effect in healthy dogs. However, it proved effective in improving skin barrier
function, making BSFL a valuable alternative protein and fat source for dogs, particularly those

with sensitive skin or allergies manifesting on the skin.

Keywords: dogs; Hermetia illucens; functional properties; stratum corneum hydration; trans

epidermal water loss
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1. INTRODUCAO

O aumento da populacao dos animais de companhia, especialmente de caes no Brasil, ¢
crescente ao longo dos ultimos anos segundo dados da ABINPET (2022). Consequentemente,
os tutores vém tratando os pets como parte da familia, e assim, buscam diversas formas de
proporcionar a estes animais uma melhor qualidade de vida, especialmente pela alimentagao,
sendo o setor do mercado pet que mais cresce no pais gerando um faturamento de mais de 38

bilhdes de reais em 2021 (ABINPET, 2022).

Atualmente os tutores procuram alimentos para seus animais que promova uma melhor
qualidade de vida e que aumente a sua longevidade, além de buscar fontes que causem menor
impacto ambiental. Ingredientes alternativos como farinha hidrolisada de visceras de aves, algas
e insetos se destacam no mercado pet food, pois além de serem fontes consideradas mais
sustentaveis, quando comparadas com os ingredientes tradicionais comumente utilizados tanto
na alimentagdo humana quanto na animal, sdo ingredientes funcionais que apresentam
proporgdes adequadas de nutrientes e auxiliam na melhora de algum aspectos na satude de caes

e gatos (Franca et al., 2010; Prata, 2022; Oba et al. 2023; Stefanutti et al., 2023).

As ragdes comerciais para caes e gatos a base de insetos estdo ganhando rapida aceitagao
no mundo. Um recente estudo indicou que atualmente hd mais de 40 empresas ativas,
principalmente na Europa, comercializando ra¢cdes compostas por farinha de larvas de mosca
soldado negro (BSFL) (Siddiqui et al., 2023). A farinha deste ingrediente apresenta em sua
composi¢ao niveis interessantes de proteina e lipideos para atender os requisitos nutricionais de
caes e gatos. Adicionalmente, a farinha BSFL também possui componentes bioativos como o
acido laurico, quitina e peptideos antimicrobianos que sdo conhecidos por seu potencial de

melhorar a satide animal (Veldkamp et al., 2022).

Na literatura existem estudos in vivo e in vitro mostrando evidéncias a respeito da
capacidade das dietas contendo BSFL na atividade antioxidante em caes. Mouithys-Mickalad
et al. (2020) mostraram evidéncias sobre a atividade antioxidante da farinha BSFL através da
eliminagdo de radicais, mieloperoxidase e modulacao da resposta de neutréfilos por meio de
avaliagdo do ingrediente por modelo in vitro. Ja Lei et al. (2019), indicaram que caes
alimentados com dietas com baixa inclusdo de 1 e 2% de BSFL resultou no aumento da
concentracdo de alguns marcadores antioxidantes no sangue como a glutationa peroxidase e

superoxido dismutase.
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A atividade antimicrobiana da farinha de larva de mosca soldado negro ¢ baseada nos
achados in vitro de uma pesquisa realizada por Dong et al. (2021), na qual foi observado que a
fragao contendo inseto inibiu o crescimento da Clostridium perfringens, induziu a secre¢ao de
AG de cadeia curta pela microbiota saudavel e identificou peptideos antimicrobianos nestas
fracdes; e foi evidenciada recentemente em um estudo de Santos Neto et al. (2023) envolvendo
o efeito da BSFL (29,5% de inclusdo) na saude oral de caes, que promoveu uma reducao de
bactérias maléficas e induziu a redu¢ao do mau halito nos animais estudados. Adicionalmente,
algumas dietas contendo alguma inclusdo de BSFL tem sido desenvolvida para animais com
algum tipo de intolerancia ou hipersensibilidade alimentar (Siddiqui et al., 2023). A justificativa
para isto estd relacionada com a proteina advinda de inseto ¢ considerada inédita e deve limitar

a reatividade cruzada no sistema imune de caes e gatos (Bosch & Swanson., 2021).

O conhecimento sobre a seguranga do uso de ingredientes BSFL ¢ a validagdo de
algumas dessas alegacdes funcionais através da avaliacdo do consumo de cdes ainda sao
escassas e as evidéncias cientificas resultantes facilitardo o uso de alimentos para animais de
estimacao a base de BSFL por um grande grupo de consumidores. Em uma tentativa sistematica
de validar algumas das afirmagdes acima, durante este estudo o objetivo foi avaliar o efeito da
alimentagdo com dietas BSFL na bioquimica sanguinea, na defesa antioxidante organica, na

fun¢do de barreira da pele e na qualidade da pele e da pelagem de caes adultos ¢ saudaveis.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Uso de insetos na alimentaciio animal

A escassez de recursos naturais e as restricdes ambientais enfatizam a necessidade
urgente de encontrar alternativas aos ingredientes tradicionais, visto que, de acordo com dados
de 2019 das Nagoes Unidas, a populagdo mundial deverd atingir mais de 9 bilhdes até 2054 o
que consequentemente aumentard a competicao por alimentos entre humanos ¢ animais. Além
disso, a producdo convencional de alimentos ¢ muitas vezes ineficiente e requer grandes
quantidades de terra, 4gua e energia, levando a degradacdo ambiental e ao esgotamento dos
recursos naturais (Oonincx & de Boer, 2012; van Huis et al., 2013). Deste modo, ha uma
necessidade de explorar novas fontes de nutrientes que sejam ambientalmente sustentaveis,

economicamente viaveis € menos intensivas em recursos.

Os insetos comestiveis sdo considerados uma rica fonte de nutrientes como proteinas,
vitaminas, minerais e dacidos graxos essenciais (Rumpold & Schliiter, 2013). Também
apresentam elevada taxa de conversdo alimentar e requerem menos recursos naturais quando
comparados com a produgdo de alimentos tradicional, os tornando uma alternativa altamente
sustentavel para a produgdo de alimentos (van Huis et al., 2013). O uso de insetos na
alimentagdo humana e animal oferece uma série de beneficios, incluindo redu¢dao do impacto
ambiental, aumento da eficiéncia da producao e valor nutricional. As larvas de insetos, como a
mosca soldado negro e o grilo, sdo ricas em proteinas de alta qualidade, contendo todos os
aminoacidos essenciais necessarios para a saude e o desenvolvimento dos animais de estimagao
(Gasco et al., 2016; Mlcek et al., 2014). Logo, os insetos podem ser cultivados em uma
variedade de substratos organicos que seriam descartados, incluindo residuos agricolas e

alimentares, convertendo subprodutos em fontes nutricionais valiosas (Koufimskd &

Adamkova, 2016).

Estudos ao longo dos anos indicam que a inclusdo de insetos comestiveis nas dietas de animais
de producdo e companhia tem recebido crescente atencdo devidos seus beneficios ja citados.
Biasato et al. (2016) constataram que dietas contendo diferentes inclusdoes de BSFL (0, 5 ¢ 10%)
apresentaram melhor taxa de crescimento, eficiéncia alimentar e qualidade da carne em frangos
de corte. A suplementagdo do ingrediente pode enriquecer a dieta das aves com proteinas de
alta qualidade, aminoécidos essenciais e dcidos graxos insaturados (Gasco et al., 2016). Em
suinos, a substitui¢do parcial tem sido estudada para reduzir o uso dos ingredientes tradicionais
das racdes, e estudos demonstraram que resultaram em melhoria na digestibilidade dos

nutrientes, sem comprometer o desempenho nutritivo, além de ser uma fonte de aminoacidos
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essenciais (como lisina e metionina), colaborando para uma dieta balanceada e de alta qualidade
(Gasgo et al. 2016; Phaenghairee et al., 2023). Uma revisdo sistematica realizada por Henry et
al. (2018) indicaram que dietas com BSFL e grilos podem melhorar o crescimento, taxa de
conversao alimentar e a qualidade da carne em peixes como a tilapia e salmao. Além disso,
pode reduzir a dependéncia de fonte proteicas aquaticas (como a farinha de peixe) (Belforti et
al., 2015). Estudos recentes destacaram que dietas contendo insetos comestiveis podem atender
as necessidades nutricionais dos caes e gatos, fornecendo proteinas de alta qualidade, lipideos
com excelentes propor¢des de acidos graxos essenciais (Jian et al., 2022; Lei et al., 2019;

Mouithys-Mickalad et al. 2020; Bosch & Swanson, 2021; Veldkamp et al., 2022)

Atualmente os tutores de pets tem buscado promover nutricao adequada de caes e gatos
e para garantir o bem-estar e longevidade dos seus animais. No entanto, descobrir fontes de
proteina sustentaveis e nutritivas em quantidades para suprir a demanda, tem sido um desafio
crescente para os tutores, devido a questdes ambientais e a garantia de uma nutricdo de
qualidade. Nesse contexto, os insetos comestiveis sdo considerados como um potencial

substituto proteico para a dieta desses animais.

Segundo alguns estudos mais relevantes na literatura, os insetos mais utilizados na
nutricao de caes e gatos sdo: grilos (Gryllidae), que sdo uma fonte popular de proteina na
alimenta¢do de cdes e gatos devido a sua disponibilidade comercial e a sua composi¢do
nutricional equilibrada, fornecendo nutrientes essenciais para promover o crescimento e saude
destes animais; as larvas do besouro tenébrio (7enebrio molitor), onde sua inclusao resultou em
melhorias no crescimento e digestibilidade, além de oferecer beneficios nutricionais
significativos, como proporg¢des adequadas de proteinas, 6mega 3 e 6 ¢ compostos bioativos;
as larvas de mosca doméstica (Musca domestica), que embora sejam menos estudadas do que
os outros insetos, elas tem sido investigadas como uma fonte em potencial de proteinas na
alimentacdo de pets (Bosch et al., 2014; Kieronczyk et al., 2022; Valdés et al., 2022). O inseto
mais utilizado na industria pet food ¢ a larva de mosca soldado negro, a qual serd mais bem

descrita no proximo tépico da revisdo de literatura.
2.2 Uso da mosca soldado negro (Hermetia illucens) na industria pet food

A mosca soldado negra (Hermetia illucens) ¢ um inseto da ordem Diptera, conhecida
por sua capacidade de decompor matéria organica e seu rapido ciclo de vida. Estudos tem
demonstrado que a mosca soldado negro (BSF) possui alta eficiéncia na conversao alimentar,

assim como uma excelente capacidade de reproducao em ambientes controlados (Nguyen et al.,
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2015). Spranghers e colaboradores (2017) avaliaram o ingrediente ¢ constataram que a sua
composi¢ao nutricional é notavel, variando de acordo com o substrato fornecido, apresentando
excelentes proporcdes proteicas (37 a49%), lipidicas (7 a 35%) e outros nutrientes considerados

essenciais (minerais € aminoacidos).

A sua aplicagdo na industria pet food tem se destacado por conta dos seus beneficios
nutricionais e ambientais, no qual a inclusdo da BSFL na dieta comercial de cdes e gatos pode
proporcionar uma fonte alternativa sustentavel principalmente de proteina, reduzindo a

utilizacdo dos ingredientes tradicionais, como a carne bovina e pescados (Makker et al., 2014).

Na literatura encontra-se uma gama de estudos que demonstram que a incorporagao da
BSFL nas dietas comerciais de caes e gatos além de reduzir o impacto ambiental que € associado
a producao de alimentos, apresentam uma boa aceitacao e digestibilidade e podendo melhorar
a saude, como observado em analises dos parametros de atividade antioxidante e bioquimica,
devido a presenca de alguns bioativos como a quitina e a composicao lipidica ter boas
propor¢des de acidos graxos essenciais como o laurico e o linoleico (Lei et al., 2019; Mouithys-

Mickalad et al. 2020; Veldkamp et al., 2022).

Apesar dos seus potenciais beneficios, ainda existem desafios a serem superados para a
ado¢do da mosca soldado negro na industria pet food. Questoes relacionadas a seguranga
alimentar, regulacdo e aceitacdao do tutor exigem mais pesquisa e desenvolvimento de produtos
para garantir a qualidade e seguranga dos produtos. No entanto, com o continuo avango da
ciéncia e tecnologia, ¢ possivel que a BSF desempenhe um papel significativo na producao
sustentavel de alimentos para animais de estimacao, contribuindo para seguranca alimentar e a

prote¢cdo do meio ambiente.

A larva de mosca soldado negro apresenta algumas propriedades funcionais como:
atividade antioxidante e microbiana devida a sua composicao de acidos graxos de cadeia média,
quitina e peptideos antimicrobianos que sao capazes de promover a melhora da satide geral dos
animais de companhia (Lei et al., 2019; Mouithys-Mickalad et al. 2020; Veldkamp et al., 2022;
Santos Neto et al., 2022).
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2.3 Propriedades funcionais da farinha de BSF na saude de caes

Como descrito na se¢do anterior, a BSFL apresenta uma gama de beneficios funcionais
quando incluidas nas dietas de caes (Veldkamp et al., 2022). Em relagdo a digestibilidade de
nutrientes e melhorias para a satide, a BSFL ¢ rica em proteinas e gorduras, ela tem mostrado
manter a absor¢ao de nutrientes e o metabolismo de caes, como descrito no estudo de Jian et al.
(2019). A incorporagao da BSFL como fonte de proteina, no ponto de vista de digestibilidade ¢
saude do trato gastrointestinal, pode ser segura e eficiente, como avaliado nos estudos

realizados por Freel et al. (2021) e Penazzi et al. (2021).

A quitina, que ¢ um polissacarideo presente nas BSF, ¢ composta por glucosamina, um
aminossacarideo conhecido por desempenhar funcao na satde das articulagdes. Um estudo de
avaliagdo in vitro do ingrediente realizado por Mouithys-Mickalad et al. (2021), sugeriu que a
presenga da quitina presente no ingrediente puro da BSFL ndo sé ajuda a prevenir o
desenvolvimento da artrite quando presente na dieta, mas também pode contribuir para seu
combate devido as suas propriedades anti-inflamatdrias e ao seu conteudo de glucosamina,
tornando-os um ingrediente promissor para caes propensos a problemas nas articulagdes, sendo

necessario um estudo de avaliacdo in vivo para ser mais bem esclarecido e validado.

E conhecido na literatura que os insetos (incluindo a Hermetia illucens), quando criados
em substratos adequados, apresentam os peptideos antimicrobianos (Almeida et al., 2020).
Estes compostos possuem uma capacidade antimicrobiana notavel devido a alguns mecanismos
que permitem defender o organismo de varios patdogenos, como as bactérias. Um destes
mecanismo ¢ a interacado com a membrana celular, onde os peptideos possuem cargas positivas
que permitem sua ligagdo as membranas celulares do microrganismo (cargas negativas) e esta
ligacdo ¢ facilitada pela composi¢ao anfipatica dos peptideos, onde a regido hidrofébica fixa-
se nas membranas lipidicas, criando poros ou canais que causam perda na sua integridade e
consequentemente na morte celular. Outro caminho eficiente na capacidade antimicrobiana ¢ a
inducdo do estresse oxidativo, pois alguns peptideos podem induzir a produgdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) dentro das células microbianas, € como ja é conhecido, o acimulo
das EROs causa danos oxidativos, ocasionando na morte celular (Phaengphairee et al. 2023;

Wei et al., 2024).

A farinha de mosca soldado negro possui na sua composicao lipidica, propor¢des de
acidos graxos de cadeia média (AGCM) mais elevadas quando comparadas com os ingredientes

tradicionais comumente utilizado na industria pet food. Os AGCM tém ganhado atencao
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significativa na nutricdo devido aos seus beneficios para a saide dos caes. Eles sdo digeridos e
metabolizados mais rapidos que os acidos graxos de cadeia longa, portanto sdo convertidos em

energia mais rapidamente (Donadelli et al., 2018; Huang et al., 2019).

O acido laurico, um 4acido graxo saturado de 12 carbonos (C12:0), ¢ um componente
significativo das larvas da mosca soldado negro. Este AG tem sido amplamente estudado devido
a seus principios bioativos benéficos, incluindo a capacidade anti-inflamatoria, antimicrobiana

e antioxidante.

Uma das ac¢des antimicrobianas do acido laurico € a sua habilidade de se incorporar as
membranas celulares bacterianas, assim como os peptideos antimicrobianos, alterando a
estrutura lipidica dos microrganismos e causando uma ruptura celular. Outra via antimicrobiana
do acido laurico ¢ a sua conversao em monolaurina, que apresenta propriedades antimicrobianas
ainda mais potente, sendo eficaz contra varios agentes patdgenos, como as bactérias gram-
positivas, através da desestabilizacdo da membrana lipidica dos microrganismos (Preuss et al.,

2005; Zheng et al., 2005; Kim & Rhee, 2013; Liu et al., 2017a)

Como agente anti-inflamatorio, este AGCM pode influenciar a produgdo de citocinas,
que sao mediadores da resposta inflamatéria causados por uma gama de fatores. Estudos
indicam que ele pode diminuir os niveis dessas citocinas pro-inflamatdrias a0 mesmo tempo
em que promove a produgdo das citocinas anti-inflamatorias. Ele também pode inibir vias de
sinalizacdo inflamatdria como a via NF-kB, que ¢ uma proteina que controla a transcri¢ao de
DNA e esta fortemente envolvida na resposta inflamatoria, reduzindo a expressao génica dos
pro-inflamatorios. Essas a¢des provavelmente ocorrem pelo fato de que o acido laurico ¢
convertido em energia diretamente pelas células do intestino delgado (enterdcitos), agdo ja

conhecida por estar diretamente relacionado com o sistema imune de animais (Liu et al., 2017a;

Liu et al., 2017b; Zheng et al., 2019; Phaengphairee et al., 2023).

O 4cido laurico pode ter a capacidade de reduzir a produgdo das espécies reativas de
oxigénio, atuando como eliminadores dos radicais livres, reduzindo o estresse oxidativo nas
células. Este AG também pode influenciar nas atividades das enzimas antioxidantes como o
superoxido dismutase, catalase ¢ glutationa peroxidase, as quais desempenham papeis
importantes na neutralizacdo dos radicais livres e na prote¢do contra os danos oxidativos (Lee

et al., 2010; Mushtaq & Choudhary, 2020).

O 4cido laurico pode promover melhora da fungdo da barreira cutanea por meio de uma

combinagdo de mecanismos que ja foram citados ao decorrer da se¢do como: as propriedades
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antimicrobianas, anti-inflamatorias e a promog¢ao da regeneragao celular (Libinaki et al., 2006;
Dayrit, 2015). Esses mecanismos podem ser justificados pela rapida absor¢ao do acido laurico,
portanto uma rapida fonte energia para os enterdcitos e para a microbiota presente no trato
intestinal dos animais, as quais sao capazes de promover uma melhor satde, incluindo a satde

da pele e seus componentes.

Além destas propriedades, o 4cido laurico tem o poder de reduzir a perda
transepidérmica de 4gua e aumentar a hidratacdo do estrato corneo, uma fracdo importante da
pele. Um estudo de Harvey & Bosward (2018) indicou que a inclusdo de 1ml por peso corporal
(Kg) de 6leo de coco (rico em acido laurico) na dieta canina promoveu melhora na saude da
pele e da pelagem destes animais. Isso se deve a capacidade de que o acido laurico compode
algumas substancias que fazem parte da epiderme, o que facilita a sua incorporac¢do tanto na
pele quanto no pelo, promovendo uma pelagem mais brilhante ¢ saudavel ¢ a pele mais
hidratada (Wyrostek et al., 2023). Além disso, o 4cido laurico ajuda a suavizar alguns sintomas
apresentados na pele como eczema e prurido, proporcionando uma melhora em caes de pele

sensivel (Watson et al., 1998; Watson et al., 2018).

Portanto, todas essas evidéncias cientificas citadas na revisdo de literatura destacam o
potencial da BSFL como um ingrediente valioso nas dietas caninas, oferecendo multiplos
beneficios para a satde, desde a absor¢ao e metabolismo de nutrientes, saude intestinal, saude
articular, melhora na capacidade antioxidante e promove uma melhor qualidade da barreira

cutdnea, seja na pele ou na pelagem.
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3.  MATERIAL E METODOS
3.1 Protocolo de Etica no uso de animais e local do experimento

O protocolo experimental deste estudo seguiu de acordo com os principios de ética
adotado pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacio Animal (CONCEA,
Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagdo, Brasilia, Brasil) e foi aprovado pelo Comité de
Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade Federal da Paraiba, Areia, Brasil (Protocolo n°
3149030322). O experimento foi realizado no Canil Altos do Miramar (propriedade privada),
situada na cidade de Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil. As anélises bromatologicas foram realizadas
no Laboratorio de Nutrigado Animal da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), localizada em

Areia (Paraiba).
3.2 Animais, instalacoes, alimentacio e delineamento experimental

Foram utilizados oito cdes fémeas da raca Beagle com idade média de 3,2 + 1,4 anos;
10,9 + 1,4Kg de peso corporal; e o escore de condi¢do corporal (ECC) de 5,2 £ 1,9 na escala
de 9 pontos (LaFlamme, 1997). Todos os caes foram previamente vacinados, vermifugados e
clinicamente avaliados por um médico veterinario para assegurar seu estado clinico antes do
estudo. Os animais selecionados ndo t€ém o histérico conhecido das condigdes dermatologicas

ou desordens cutaneas.

Todos os cdes foram alojados em canis individuais de 8m?, sendo permitido o acesso
diario a uma érea externa coberta de grama de 120m* com enriquecimento ambiental para
promover a socializagdo e atividade fisica. A area foi checada diariamente e limpa antes do
acesso dos caes para garantir e evitar a presenca de qualquer material estranho ou indesejavel,
como material vegetal ou fezes com os quais os animais poderiam potencialmente entrar em
contato. Os animais foram alimentados duas vezes ao dia, as 08:00h e as 16:00h, de acordo com
a necessidade de energia metabolizavel diaria (NEM) seguindo as recomendacdes do National
Research Council (NRC, 2006) onde: NEM (Kcal/dia) = 110 x peso corporal (Kg)*" e ajustes
foram realizados para manter o peso e escore dos animais do experimento. O acesso a agua foi

mantido ad libitum.

Os caes foram alocados em delineamento cross-over, com dois periodos e duas dietas.
Onde cada periodo teve duragdo de 50 dias, nos quais metade dos animais consumiram a dieta
contendo a farinha da mosca soldado negro (BSFL) e a outra metade foi alimentada com a dieta

formulada com farinha de visceras de aves (FVA). E ao final do primeiro periodo, houve um
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periodo de washout de 7 dias, e logo apos esse periodo os tratamentos dos grupos foram

invertidos.
3.3 Dietas experimentais

Duas dietas aproximadamente isonutritiva completas foram formuladas para atender as
necessidades nutricionais para cdes adultos (FEDIAF, 2021) (Tabela 1). A formulacdo diferiu
principalmente na fonte proteica: farinha de visceras de aves (FVA) e farinha desengordurada
de larva de mosca soldado negro. Pequenos ajustes na inclusdo da quirera de arroz, gordura de
frango e fontes minerais foram feitos para produzir as dietas com os macronutrientes similares.
As dietas foram extrusadas sob as mesmas condigdes de processamento usando uma extrusora
monorosca na Fabrica de Ragdes da Universidade Estadual Paulista, Botucatu, Brasil. Apos a
extrusdo, os kibbles foram secos em secador do tipo esteira. A gordura de aves e o
palatabilizante liquido foram imediatamente pulverizados nos kibbles sob mistura continua. O

perfil de 4cidos graxos (AGs) das dietas experimentais est4 indicado na Tabela 2.

Tabela 1. Composi¢ao dos ingredientes e analise quimica das dietas experimentais contendo

farinha de visceras de aves (FVA) e farinha de larva de mosca soldado negro (BSFL)

FVA BSFL
Ingredientes (%)
Farinha de visceras de aves de baixa cinzas 26,00 -
Farinha BSFL! - 29,50
Ervilha desidratada 14,00 14,00
Aveia 16,00 16,00
Quirera de arroz 28,73 24,47
Gordura de frango 7,00 6,90
Polpa de beterraba 2,70 2,70
Cenoura desidratada 0,50 0,50
Palatante liquido2 2,00 2,00
Fosfato dicalcico 1,00 1,10
Cloreto de potassio 0,50 0,80
Cloreto de sodio 0,75 0,75

Calcario 0,00 0,40
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Premix vitaminico ¢ mineral® 0,40 0,40
Antioxidante natural* 0,10 0,10
Ingredientes menores® 0,38 0,38

Composicio quimica analisada (% MS)

Matéria seca 93,05 93,57
Matéria organica 93,88 93,90
Proteina bruta 24,58 23,53
Extrato etéreo em hidrolise acida 13,20 13,78
Cinzas 6,11 6,09

Extrativos ndo nitrogenados 53,85 51,18
Fibra bruta 2,25 5,52

Energia metabolizavel (kcal/kg)® 3870 3810

! ProteinX (Protix B.V., Holanda). 2 Palatante liquido SPF, Descalvado, S3o Paulo, Brasil. 3 Quantidade por
quilograma de produto: vitamina A, 2.000 UT; vitamina B1 (mononitrato de tiamina), 500 mg; vitamina B12, 6.250
mcg; vitamina B2, 1000 mg; vitamina B6 (cloridrato de piridoxina), 500 mg; vitamina D3, 200.000 UI; vitamina
E (DL-alfa tocoferol), 12.000 UI; acido pantoténico (pantotenato de D-célcio), 2.500 mg; acido foélico, 75 mg;
biotina, 6 mg; sulfato de cobre, 1750 mg; colina, 100 g; ferro (sulfato ferroso), 20 g; iodo (iodeto de s6dio), 375
mg; manganés (6xido manganés), 1250 mg; niacina, 3750 mg; selénio (selenito de sodio), 40 mg; 6xido de zinco,
30g. * VERDILOX® (Kemin®, EUA). Ingredientes: Dioxido de Silicio, Pirofosfato Tetrassodico, Oleo de Canola
Refinado, Concentrado de Tocoferol, Extrato de Alecrim, Extrato de Cha Verde, Extrato de Horteld, Horteld, Oleo
de Girassol Refinado. ° extrato de mandioca, DL-metionina, cloreto de colina 60%, sorbato de potéssio. ® Estimado
de acordo com NRC (2006).

Tabela 2. Composicao dos acidos graxos das farinha de visceras de aves (FVA), larva de mosca

soldado negra (BSFL) e das dietas experimentais (FVA e BSFL)

Ingrediente Dietas experimentais
Farinha de Farinha de
visceras de  larva de mosca FVA! BSFL?
aves soldado negro

Acidos graxos, g/100g
Acido laurico: C12:0 <0,10 5,05 <0,10 1,56
Acido miristico: C14:0 0,12 1,18 <0,10 0,43
Acido palmitico: C16:0 3,18 2,13 3,28 3,14
Acido palmitoleico: C16:1 0,35 0,3 0,42 0,44
Acido estearico: C18:0 1,28 0,39 0,86 0,68
Acido oleico: C18:1n9¢ (omega-9) 3,85 1,64 4,19 3,93

Acido linoleico: C18:2n6¢ 1,05 1,2 1,31 1,62
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Acidos graxos saturados 4,81 8,87 4,29 587
Acidos graxos monossaturados 4,26 1,98 4,62 4,39
Acidos graxos poli-insaturados 1,29 1,32 1,51 1,78
Acido graxo 6mega 3 <0,10 <0,10 <0,10 0,10
Acido graxo Omega 6 1,18 1,20 1,31 1,62
Acido graxo dmega 9 3,89 1,66 4,19 3,93

'Dieta com visceras de aves. *Dieta com larva de mosca soldado negro.

3.4 Coleta de sangue e analises

Nos dias 0 e 50 de cada periodo, os caes foram submetidos a coleta de sangue por pun¢ao
venosa alternada entre a veia jugular esquerda e direita, usando agulhas (0,8x0,25mm) e
seringas (10mL). As amostras de sangue coletadas foram colocadas em tubos previamente
identificados com potassio EDTA sem anticoagulante. O sangue total nos tubos vacutainer foi
usado para analise de contagem de células sanguineas completa imediatamente apos coleta com
analisador automatico hematolégico (IDEXX Laboratories, Inc., USA). Em uma outra amostra
sanguinea, O sangue foi coagulado e o sérum foi obtido por centrifugacao das amostras a 1.800x
g por 15 minutos e em seguida congelados a -80°C. As analises bioquimicas foram realizadas
usando analisador automatico (Labtest — Audmax180 Evolution®, Lagoa Santa, Brasil) e kits
comerciais para determinar alanina aminotransferase sérica (ALT) (Labtest — ALT/GPT
Liquiform Vet Ref.: 1800), alcalina fosfatase (ALKP) (Labtest — Alkaline Phosphatase
Liquiform Vet Ref.:1011), creatinina (Crea) (Labtest — Creatinine K Vet Ref.: 1010), nitrogénio
ureico sanguineo (BUN) (Labtest — Urea UV Liquiform Vet Ref.: 1013). O colesterol sérico,
triglicerideos, lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL), lipoproteina de baixa densidade
(LDL), e lipoproteina de alta densidade (HDL) foram determinadas pelo método colorimétrico
enzimatico (Trinder, 1969). Todos os ensaios foram realizados seguindo a descricdo do
fabricante e conduzida em duplicata para controle da varia¢ao, onde uma variagdo maxima de

5% foi aceita.
3.5 Avaliacgao do sistema de defesa antioxidante organico

As amostras séricas foram coletadas nos dias 0 e 50 de cada periodo foram submetidos
para analises de malondialdeido (MDA), capacidade antioxidante total (CAT), 2,2-difenil-1-

picril-hidrazil (DPPH), e determinacao da vitamina E.
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O MDA foi determinado seguindo o método proposto por Gerard-Monnier (1998), com
adaptagdes. Para esta avaliacdo, 100pl do plasma sérico foi sequencialmente misturado com
300ul de 10mM da solugdo de 1-metilfenilindol em acetonitrila e metanol (2 : 1, v/v) e adigao
de 75ul de HCI P.A. (37%). Logo apos, os tubos passaram pelo vortex e incubados em banho
maria a 45°C por 40 minutos. Apds o banho, as amostras foram resfriadas no gelo e entdo os
tubos foram centrifugados a 4.000 rpm por 10 minutos. Do sobrenadante, a absorbancia foi lida
usando método de espectrofotometria (SpectraMax M3, Molecular Devices, EUA), no
comprimento de onda de 586nm. A concentragdo do MDA foi calculada usando a curva do

1,1,3,3-tetrametoxipropano hidrolisado (TMP) (Ekstrom et al., 1988).

A CAT foi mensurada usando o método baseado no 2,2-azinobis 3-etilbenzotiazolina-6-

sulfonato (ABTS) por leitura da absorbancia no comprimento de onda de 660nm (Erel, 2003).

A atividade de elimina¢do do radical DPPH foi avaliada usando a mistura de 0,5ml do
sérum com 0,5ml de acetona, misturada por 1 minuto e entdo centrifugada por 5 minutos a
5500g e 4°C para desproteinizagdo da amostra. O sobrenadante foi filtrado com pipeta Pasteur
preenchida com pano de algodao para remover pequenas particulas. Uma solugdo de 0,1mM de
DPPH metanolico (0,0039g/100ml) foi imediatamente preparada antes do teste e foi incubada
em ambiente escuro. Uma aliquota de 400ul da solucdo de DPPH foi adicionada em 360ul de
neutralizador de fosfato (pH de 7,4) e 40 pl da amostra e homogeneizada por vortex. A
absorbancia foi lida a 505nm (Labquest, Labtest Diagnostica) nos tempos 0, 5, 10, 15 e 20
minutos ap6s mistura. A inibi¢do (descoloragdo) do radical DPPH foi calculado como a
porcentagem relativa da absorbancia da amostra no tempo de leitura comparado com um branco

(400ul de solucdo de DPPH adicionado do neutralizador de fosfato).

A concentragdo da vitamina E foi determinada por cromatografia liquida de alta

performance (Shimadzu Co., Kyoto, Japdo), segundo a metodologia de Arnaud et al. (1991).

Com intuito de estender a avaliagdo enzimatica € nao enzimatica do sistema
antioxidante, as atividades das enzimas superdxido dismutase (SOD) (Gao et al., 1998); catalase
(CAT) (Aebi, 1984); glutationa transferase (GST) (Habig et al., 1974); glutationa (GSH)
(Sedlak e Lindsay, 1968) e peroxidacao lipidica (LPO) (Jiang et al., 1991), foram mensuradas

nas amostras séricas coletadas apds 50 dias de consumo, para avaliagdo adicional.
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3.6 Avalicao do escore de pele e pelagem

A avaliag@o da pele e pelagem nos dias 0 e 50 de cada periodo foi realizada por 4
individuos as cegas de forma subjetiva, seguindo o modelo proposto por Rees (2001). O sistema
de escore para avaliacao da pele e pelo foi usado para tal e abrange a faixa entre 1 e 5. Para pelo
o escore | significa pelo opaco, aspero e seco; pontuag¢do 2 pelagem pouco brilhante e nao
macia; pontuagao 3 pelos de brilho médio e macios; 4 pelos altamente brilhosos e muito macios,
e pontuagdo 5 abrange pelos oleosos. Para avaliacdo da pele, o escore 1 significa pele seca; 2
significa pele levemente seca; 3 significa pele normal; 4 significa pele levemente oleosa e
pontuacdo 5 significa pele oleosa. Neste sistema, o melhor escore para a pelagem esta entre as
pontuagdes 3 e 4; e para a pele a pontuagdo 3 € o ideal. Uma média das quatro avaliagdes

realizadas em cada cdo e em cada momento do estudo foi utilizada para andlise estatistica.
3.7 Avaliacao da funcio da barreira cutanea

A perda de agua transepidérmica (TEWL) ¢ definida pela quantidade de agua que
passivamente evapora através da pele para o ambiente externo devido ao gradiente de pressdo
de vapor da dgua em ambos os lados da barreira cutanea e ¢ um pardmetro comumente usados
para caracterizar a fungdo da barreira e sua integridade. A hidrata¢do do estrato cérneo (SCH)
refere-se a quantidade de dgua que a camada do estrato corneo da pele possui (Sotoodian &
Maibach, 2012). A integridade e fun¢do da barreira cutanea foram avaliadas pela mensuracao
da TEWL e SCH usando o dispositivo do tipo camara fechada (GPSkin Barrier®, GPOWER
Inc., Seoul, Coreia), seguindo as instru¢gdes do desenvolvedor (Oh & Oh, 2009). Os dois
parametros foram mensurados em dois locais do corpo: abdomen e pavilhdo auricular (Figura
1). O pelo dos cdes em cada local de andlise foi cuidadosamente removido antes das
mensuragdes, sem causar injurias na pele e sem o uso de qualquer liquido ou gel. Trés
mensuracdes sucessivas foram realizadas, e as médias foram calculadas. Todas as mensuragdes
foram realizadas por um unico operador e sempre feitas na mesma area nos dias 0, 15, 30 e 45
em ambos os periodos, em uma sala de ambiente controlado com temperatura variando entre

22-25°C e humidade relativa entre 60-70%.
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Figura 1. (A). Locais anatomicos (1: pavilhdo auricular; 2: abdomen) utilizados para medir a perda de agua
transepidérmica (TEWL) e a hidratagdo do estrato corneo (SCH). (B). Medigdo de TEWL e SCH no pavilhdao

auricular de um cao.

3.8 Analises estatisticas

Para a analise estatistica, todas as variaveis foram verificadas quanto a distribuicao
normal pelo teste de Shapiro-Wilk. Quando foram detectadas varidveis com distribui¢do nao
normalidade, os dados foram transformados antes da andlise de varidncia. Os parametros de
hematologia, bioquimica sérica e antioxidantes foram avaliados usando um modelo linear de
efeitos mistos considerando os fatores: “intercepto” (efeito aleatério de animal no intercepto do
modelo), “dieta” (BSFL, FVA), “ponto no tempo” (dois pontos: 0 ¢ 50 dias de consumo da
dieta), “dieta x no ponto no tempo”, “periodo”(periodo cruzado onde dois tratamentos
diferentes foram dados alternadamente a cada animal) e “ordem de tratamento” (indicando o
tratamento recebido por cada animal no primeiro periodo do experimento). Para a funcdo da
barreira cutdnea, um modelo linear de efeitos mistos similar foi realizado, mas com quatro
pontos no tempo (0, 15, 30 e 45 dias de consumo da dieta). Comparagdes post-hoc dos dados
foram realizadas usando o teste de comparacdo multipla de Tukey-Kramer. As analises
estatisticas foram realizadas usando Python e a biblioteca stastmodels, com um nivel de

significancia de 5%.
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4. RESULTADOS

Foi possivel produzir uma dieta extrusada com alto nivel de inclusao (29,5%) de farinha
de BSFL. Apesar das dietas terem sido formuladas para apresentar os mesmos teores de energia,
nitrogénio, gordura e minerais, algumas diferengas foram encontradas na analise
bromatoldgica, provavelmente devido a pequenos desvios na especificacdo dos ingredientes
utilizados (Tabela 1). As dietas experimentais também apresentaram o perfil de acidos graxos
diferentes devido as diferentes composi¢ao de 4acidos graxos das farinhas de larva de mosca
soldado negro e visceras de aves (Tabela 2). Todos os animais do experimento aceitaram bem
ambas as dietas, sem nenhum episodio de recusa, vomitos ou diarreia durante os periodos. A
média de consumo para ambas as dietas durante todo o periodo experimental foi de 26,03+

3.23g/kg""*/dia e 25,77+3,82g/kg"”*/dia para dietas FVA e BSFL, respectivamente.
4.1 Parametros sanguineos

Todos os parametros sanguineos analisados neste estudo atingiram a faixa de referéncia
normal para cdes adultos. Durante o periodo experimental, nenhum efeito significante da dieta,

tempo ou interagao dieta*tempo foram observados (Tabela 3).

Tabela 3. Valores médio dos parametros sanguincos de caes alimentados com as dictas
experimentais durante 50 dias (FVA e BSFL)!

Faixa de
Parametros celulares FVA? BSFL? p valor
Referéncia
RBC* (milhdes dL) 55a8,5 6,58 + 0,67 6,42 £ 0,51 0,619
Hemoglobina (g/dL) 12a18 16,11 +2,50 1547+ 1,16 0,553
Hematocritos (%) 37a55 44,60 + 4,34 43,30 + 2,60 0,510
WBC? (U/pL) 55285 9171 + 1734 8714 + 4044 0,788
Neutrofilos (U/uL) - 5762 + 1034 6435+ 1298 0,305
Linfocitos (U/uL) 1000 a 4800 2361 + 1126 2616+ 1138 0,680
Basofilos (U/uL) Raros 0+0 0+0 1,00
Mondcitos (U/uL) 150 a 1350 474,8 £227.6 630,3 +£207,3 0,206
Eosinéfilos (U/uL) 1002 1250 354 (186 1248) 20 (136 0.259

2448)
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' Os valores das avaliagdes iniciais ¢ apos 50 dias de consumo foram combinados € expressos como média + DP
ou mediana e (min — méx). > Dieta a base de visceras de aves. 3 Dieta a base de larvas de mosca soldado negro. *
RBC, globulos vermelhos (red blood cells). > WBC, globulos brancos (white blood cells).

4.2 Parametros bioquimicos

Para os parametros bioquimicos séricos obtidos durante o estudo estdo apresentados na
Tabela 4. No periodo avaliado, efeitos significantes ndo foram observados para ALT, creatinina
sérica, nitrogénio ureico sanguineo, fosfatase alcalina, HDL e VLDL. Intera¢do significativa
entre dieta e tempo foi observada para o colesterol (p=0,042) e LDL (p=0,019). O colesterol
também foi afetado pelo fator de ordem que os cdes receberam cada tratamento (p=0,037),
indicando possivelmente um efeito residual do tratamento anterior com menos efeito claro do
tratamento dietético atual. Caes alimentados com FV A apresentaram uma reduc¢ao significativa
nos valores da LDL no final do periodo de consumo (p<0,05). Os triglicerideos foram
significativamente afetados pelo fator tempo, apresentando um aumento ao longo do periodo
de consumo (p<0,001). O nitrogénio ureico sanguineo foi afetado pela ordem do tratamento
(p=0,011), e as analises post-hoc indicaram um efeito no periodo de cross-over para o
tratamento com BSFL (p=0,009). No entanto, todos esses pardmetros bioquimicos
permaneceram na faixa de referéncia normal para caes saudaveis. Para os outros parametros

nenhuma diferenga significativa foi observada (p>0,05).
4.3 Parametros da capacidade antioxidante orginica

Quanto a avaliag@o do sistema antioxidante, ndo houve efeito significante na interacao
entre dieta e tempo para nenhum parametro analisado. Entretanto, uma tendencia foi observada
no efeito dietético para o MDA (p=0,057) e vitamina E (p=0,051), onde MDA tendeu para ser
menor no grupo BSFL e a vitamina E no mesmo grupo. O MDA também foi afetado pela
avaliag¢do do periodo (p=0,002). Um efeito significante do tempo foi observado para o DPPH
(P=0,004) (Tabela 5). Para as analises das enzimas redox (SOD, CAT, GST, GSH e LPO) os
resultados foram semelhantes entre as dietas experimentais depois dos 50 dias de consumo

(P>0,05).
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4.4 Sistema de score da pele e pelo

Uma interagao significativa foi observada entre dieta e tempo, para o escore de condi¢@o
do pelo (p=0,041). As analises post-hoc indicaram que o escore de qualidade da pelagem
aumentou para o grupo BSFL de 2,87+0,64 para 3,51+0,74 (p=0,030), com melhora na maciez
e brilho, enquanto para os valores para o grupo FVA foi de 2,77+0,64 e 3,334+0,76 para estes
mesmos parametros, com nenhum efeito significativo de efeito da dieta. O escore de condi¢ao
da pele para os caes foi similar entre dietas e permaneceram constantes durante o estudo

(P>0,05).
4.5 Qualidade da barreira cutinea

As caracteristicas da barreira cutanea foram avaliadas pela mensuragao de TEWL e SCH
nas regides do abdomen e pavilhao auricular nos dias 0, 15, 30 ¢ 45 de cada periodo. Para evitar
interferéncias externas, o local de coleta eram sempre os mesmos, € todos os caes foram
inspecionados para identificar qualquer sinal de lambedura nestas regides antes das

mensuragoes.

Resultados da TEWL e SCH podem ser encontradas na Tabela 6. Para a regidao do
pavilhdo auricular, uma interagio entre dicta ¢ tempo foi observada para TEWL (g/m*h)
(p=0,028). TEWL diminuiu significativamente no grupo BSFL (p=0,004) depois de 30 dias de
consumo da dieta. Um efeito significativo na interacao dieta*tempo foi observado (p=0,036)
para a TEWL no abdémen. Este pardmetro nesta regido no grupo BSFL foi menor do que no

grupo que consumiu a dieta FVA no T30 (p=0,040) e T45 (p=0,041).

Uma interagdo significativa entre dieta e tempo foi observada para a SCH na barriga
(p=0,002), onde os valores para o grupo BSFL foi maior comparado com o grupo FVA, nos
tempos T15 (p=0,016), T30 (p=0,049) e T45(p=0,030). Um efeito significativo para o periodo
de cross-over foi observado para SCH na regido abdominal (P<0,001). Nas analises post-hoc
indicaram diferengas entre os periodos para o grupo FVA no dia 15 (P<0,05), mas nao para o
grupo BSFL. Este resultado pode ser um reflexo de algum efeito residual do primeiro periodo
quando os caes foram alimentados com a dieta oposta e esta varidvel aumentou. A SCH no
abdomen apresentou efeitos significantes na interagdo dieta*tempo, porém, nenhum efeito foi
observado nas analises post-hoc (efeito no ponto no tempo dentro de cada dieta, entre as dietas

em todos os pontos e as mesmas observacdes divididas por periodo) (Figura 2).
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Figura 2. Efeitos do consumo das dietas experimentais (FVA e BSFL) por 0, 15, 30 e 45 dias sobre a perda de
agua transepidérmica (TEWL) e a hidratagdo do estrato corneo (SCH) de caes. Os resultados sdo expressos como
valores médios + desvio padrdo. # Indica diferencga estatistica entre os dias 0 ¢ 30 dentro dos momentos do grupo
de tratamento dietético (p<0,05) * Indica diferenga estatistica entre os dias 0 e 30 dentro do grupo com tratamento

dietético (p<0,05).
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5. DISCUSSAO

A farinha de larva de mosca soldado negro ¢ um ingrediente interessante para
formulagdo de pet food. E um ingrediente mais sustentdvel quando comparados a outros
subprodutos de origem animal e vegetal porque ndo compete com o alimento humano e tem

proporgdes consideradas de proteinas e lipideos, com propriedades funcionais adicionais.

O presente estudo reforga o que a literatura indica, que o consumo de dietas contendo
até 20% de inclusdo de BSFL para cdes adultos € segura e sem nenhum prejuizo nutricional
(Freel et al., 2021; Jian et al., 2022). Depois de 50 dias de consumo das dietas contendo BSFL,

nao foi observado alteragdes no hemograma, ou bioquimica sanguinea nos caes saudaveis.

Alteragdes significativas foram observadas no colesterol e LDL relacionadas as dietas
experimentais, apesar do colesterol parecer ser afetado pelo tratamento dietético anterior que
os cdes receberam, confundindo os resultados e limitando algumas conclusdes. No entanto,
essas alteracdes podem ser explicadas pelas diferentes caracteristicas e composi¢cdo de acidos
graxos das fontes de proteinas avaliadas no estudo. Além das fontes de proteina, as farinhas
proteicas avaliadas apresentaram quantidades consideraveis de lipideos com perfil de acidos
graxos especificos, como de 4cido laurico, que na farinha de visceras de aves apresentou menos
que 0,10g deste AG e na farinha BSFL uma propor¢ao de 5,05g. O metabolismo lipidico dos
caes foi aparentemente afetado pelas dietas com um aumento importante nos triglicerideos
circulantes observado nos cdes alimentados com a dieta BSFL. Isso pode ser devido as
diferencas no perfil de acidos graxos das dietas experimentais, ja que a gordura presente na
farinha de larva de mosca soldado negro tem maior propor¢ado de acidos graxos de cadeia média,

em compara¢ao com a farinha de visceras de aves, especificamente o acido laurico.

Os acidos graxos de cadeia média sd@o conhecidos por apresentarem uma rapida digestao,
absorc¢ao e transporte devido ao seu baixo peso molecular e menor afinidade com a enzima acil-
CoA sintetase, responsavel pelo processo de re-esterificagdo para transformar em triglicerideos
depois da absor¢ao (Bach et al., 1996; Trevizan et al., 2010). Na literatura ja ¢ conhecido que
cerca de 30% do 4cido laurico no trato digestivo pode ser absorvido diretamente pela veia porta,
em humanos. E possivel que os diferentes perfis de acidos graxos da farinha de visceras de aves
e da larva mosca soldado negro afetou o metabolismo lipidico, além disso, os lipideos presentes
na circula¢do sanguinea assim como os triglicerideos, colesterol e outra lipoproteinas (Trevizan

et al., 2010). Isto também pode impactar no transporte da gordura e absor¢do pelos 6rgdos e
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tecidos; e pode ser uma fonte lipidica interessante para animais com comprometimento na
digestdo e metabolismo deste ingrediente como a insuficiéncia pancredtica exocrina ou
linfangiectasia (dilatacdo anormal dos vasos linfaticos). Mais pesquisas focadas neste aspecto
sd0 necessarias para melhor compreensao do papel dos lipideos presentes na farinha de BSFL

no metabolismo lipidico de caes e seu uso no auxilio nutricional destas desordens.

A capacidade antioxidante da proteina derivada da farinha de BSFL ja foi avaliada
usando o modelo in vitro, onde esta fonte proteica (larva integral e BSFL hidrolisada), farinha
de peixe e farinha de aves foram investigadas para suas atividades de eliminagdo dos radicais
livres, usando analises do DPPH. Os resultados desta pesquisa indicaram que a farinha de peixes
e frango contribuiram para o comportamento pro-oxidante e, como resultado, a farinha de larva
da mosca soldado negro pode ter sido efetiva na protecao contra os danos celulares (Mouithys-
Mickalad et al., 2020). Preservando as respectivas proporgdes, os resultados obtidos neste
presente estudo estdo alinhados com os achados do Mouithys-Mickalad et al. (2020), onde a
avaliacdo in vitro da farinha pura de BSFL teve tendéncia de promover maiores valores de
vitamina E e reduziu os valores da MDA, sugerindo que os animais estavam em uma situagao
mais favoravel mesmo com menor estresse oxidativo. E significativo que os resultados em
relacdo ao MDA foram afetados pelo periodo da avaliagdo, sugerindo que o periodo de wash-
out aplicado no estudo foi insuficiente para eliminar o efeito residual da dieta anterior, limitando
a avaliagdo e talvez levando a detec¢do apenas de uma tendéncia ao invés de um efeito
significativo da dieta. Adicionalmente, Mouithys-Mickalad et al. (2020) avaliaram os
ingredientes puros, enquanto no presente estudo o que foi analisado foram as dietas completas;
e os autores utilizaram o modelo de avaliagdo in vitro, e nesta pesquisa examinou o consumo

cronico e pelo modelo in vivo.

O efeito antioxidante da larva de mosca soldado negro em animais ja tem sido
demonstrado em diferentes espécies de ndo ruminantes, como caes (Lei et al., 2019), leitdes
(Phaengphairee et al., 2023), frangos (Chen et al., 2022) e galinhas de postura (Chu et al., 2020).
Nesta pesquisa, apesar de varios marcadores e vias do sistema de defesa antioxidante organica
terem sido avaliados, apenas uma tendéncia foi observada para o efeito da dieta. Outros estudos
também falharam em demonstrar o efeito do ingrediente BSFL nos pardmetros como MDA,
CAT e as enzimas redox em cies saudaveis (Jian et al., 2022). E possivel que a falta de efeitos
observados nestes estudos ¢ devida a condicdo de satide dos animais utilizados, o qual apenas
caes saudaveis foram utilizados. Adicionalmente, seria interessante avaliar o efeito do consumo

da farinha BSFL associados aos desafios oxidativos, incluindo animais afetados pelo estresse
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oxidativo relatados em desordens ou animais com deficiéncia no sistema oxidativo, como 0s
animais geriatricos, uso de medicamentos e aplicacdo de vacina. Porém, um periodo mais longo
de wash-out de pelo menos 30 dias ¢ recomendado em um estudo usando o modelo de

delineamento cruzado.

Os mamiferos, de uma forma geral, passaram por um processo evolutivo de adaptacio
para conservar a dgua no corpo, e um deles foi o desenvolvimento de uma barreira cutdnea que
previne a perda de 4dgua, em adi¢do a prote¢do do corpo contra agentes externos (Elias &
Menon, 1991). A perda transepidérmica de agua (TEWL — sigla do inglé€s trans epidermal water
loss) e a hidratacdo do estrato corneo (SCH — do inglés stratum corneum hidratation) sao os
parametros mais utilizados para acessar as condi¢des da funcdo da barreira da pele (Parke et al.,
2021). O consumo da dieta contendo BSFL promoveu um importante efeito desta funciao na
pele dos caes. A TEWL foi reduzida com o passar do tempo quando os caes foram alimentados
com a dieta a base de inseto, o que demonstra melhor habilidade de reter 4gua. O aumento da
SCH na regido abdominal nos cdes deste mesmo grupo em comparagdo com a dieta FVA,
sugeriu um aumento na hidratacao da pele. Apesar do estudo identificar influéncias dietéticas
para alguns parametros da pele, o impacto significativo do periodo desta pesquisa para a SCH
no abdémen sugere que um periodo maior de wash-out possa ser necessario para ter resultados
mais eficazes em relacdo ao efeito das dietas sobre a barreira cutanea. Além disso, valores mais
altos da SCH encontrados no abdomen em comparagdo ao pavilhdo auricular, corrobora com

um estudo prévio e como esperado em ambos os locais (Momota et al., 2016).

A epiderme ¢ a camada mais externa da pele que ¢ visivel a olho nu. E esta ¢ dividida
em outras 4 subcamadas, onde a Ultima ¢ denominada de estrato cornco. O estrato cérneo ¢
composto por cornedcitos que sao envolvidos por uma mistura de ceramidas, colesterol e acidos
graxos livres. A mais larga porcdo ¢ composta por sebo advindo das glandulas sebaceas
presentes na derme (Dumas et al., 2018). As glandulas sebaceas sdo compostas por sebdcitos
que eventualmente promovem um rompimento holocrino para liberar seu conteudo na
superficie da pele. O sebo é composto principalmente de glicerideos, acidos graxos livres, ceras,
e uma pequena quantidade de esqualeno (componente importante na fun¢do antioxidante e
protecdo da pele), ésteres de colesterol e colesterol livre. Os &cidos graxos livres presentes sao:

acido laurico, palmitoleico e oleico.

Os 4cidos graxos que sdo suplementados através da dieta podem ter participagdo na

formacao dos triglicerideos do sebo. Estes lipideos sao substratos para lipase produzida pela
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microflora e sebdcitos, resultando na formagao dos acidos graxos livres (Nakatsuji et al., 2010).
O 4cido laurico livre presente no sebo, melhora a integridade da pele pois exerce uma fungao
antimicrobiana através de duas vias diferentes: 1) patogenicidade direta do acido laurico nas
bactérias gram-positivas; 2) desencadeamento da expressao dos peptideos antimicrobianos que
tem atividade biocida contra varios microrganismos causadores de desordens cutineas

(Libinaki et al., 2006; Dayrit, 2015).

A sintese dos AGs na epiderme pode ser baixa, e o lipidio presente na dieta representa
um papel importante. Portanto seja através da suplementagdo ou presente na dieta, os AGs
podem mudar a composic¢ao lipidica na epiderme (Kirby et al., 2007, 2009; Marsh et al., 2008),
além disso afetar na composi¢ao do sebo em caes (Wyrostek et al., 2023). Ambas as dietas
experimentais apresentaram a quantidade necessaria de gordura total e dos acidos graxos
essenciais (&cido linoleico) para alcancgar as necessidades requeridas para caes adultos de acordo
com o FEDIAF (2021). Entretanto, devido aos diferentes perfis de AGs da farinha BSFL e
FVA, a composicao final da farinha de inseto promoveu 23% a mais do acido linoleico e 100%
a mais do acido laurico em comparacao com a dieta contendo visceras de aves, onde ambos 0s
AGs apresentam um importante papel na funcao da barreira cutanea e potencial papel nas
alteragdes da TEWL. A suplementacdo do acido linoleico e seu efeito na melhora da pele e do
pelo ja é bem conhecido na literatura (Marsh et al., 2008; Kirby et al., 2007; Watson et al.,
2018). Porém, o efeito do acido laurico proveniente da dieta nestes parametros ainda € pouco
explorado. Potencialmente, a maior concentracdo de ambos os AGEs na dieta BSFL, afetou
simultaneamente a barreira cutanea e perda de agua, através da melhora do perfil de AGs na
camada lipidica da pele, otimizando a produg¢do sebécea, e melhorando a defesa microbiana da
pele e sua funcionalidade. Os resultados apresentados trouxeram implicagdes interessantes para
dietas para caes a base de farinha de larva de mosca soldado negro. A industria pet food estdo
se adequando para incluir dietas a base de BSFL para cades com alergias cutaneas (Siddiqui et
al., 2023). Apesar deste estudo ter avaliado o efeito em cdes saudaveis e sem historico de
desordens cutaneas, a pesquisa trouxe uma primeira percep¢ao do papel da BSFL na melhora
das condi¢des da pele. Entretanto, em estudos futuros, seria interessante estudar a resposta da

dicta a base de BSFL em caes com pele sensivel.

Na avaliagdo subjetiva da pelagem, a ragdo contendo BSFL aumentou o brilho e maciez
do pelo, concordando com o resultado da TEWL e reforcando a hipdtese da melhora na

producao do sebo e hidratacdo da pelagem. Para melhor compreensao do efeito da gordura
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proveniente da BSFL na qualidade da pele e pelo, estudos envolvendo doses-resposta podem

ser recomendados, assim como uma avaliacao do sebo e microbiota da pele.
6. CONCLUSAO

Esta pesquisa traz resultados da avaliacdo de uma dieta a base de BSFL na saude canina.
E apesar de apresentar algumas limitagdes como o uso de animais saudaveis e um curto periodo
de wash-out, a inclusdo deste ingrediente como principal fonte proteica em uma dieta extrusada
e completa para cdes afetou o metabolismo lipidico, sem promover alteracdes negativas nas
células e bioquimica sanguinea dos cdes. Adicionalmente, dieta a base de BSFL afetou
positivamente o sistema antioxidante de caes saudaveis e melhora efetiva na funcao da barreira
cutanea. Portanto, a farinha de mosca soldado negro representa uma importante alternativa e

fonte de proteina e gordura para caes, especialmente para aqueles com a pele sensivel.
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