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RESUMO
Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduagdo em Zootecnia
Universidade do Estado de Santa Catarina

EFEITOS DO USO DE CURCUMINA COMO ADITIVO NA
ALIMENTACAO DE OVELHAS LEITEIRAS NA SAUDE ANIMAL,

PRODUCAO E QUALIDADE DO LEITE
AUTOR: Antonise Mariely Jaguezeski
ORIENTADOR: Aleksandro Schafer Da Silva
Chapecd, 23 de marco de 2018
Extraido da Curcuma longa, a curcumina € descrita na literatura atual com potencial de
prevencdo e cura de diversas doencas, assim como melhorar a resposta imune, aumentar o0s
niveis de antioxidantes na defesa contra radicias livres e a acdo antibacteriana. O objetivo
deste estudo foi conhecer os efeitos da curcumina quando adicionado na dieta de ovelhas
leiteiras sobre a salde animal, performance leiteira e qualidade do leite (composicéo),
consumo de alimento e mastite subclinica, além de produzir e testar nanocapsulas de
curcumina de polimeros de absorcao restrita em pH no trato gastrointestinal. Para atingir os
objetivos, trés experimentos foram conduzidos utilizando ovelhas lactantes da raca Lacaune.
No Experimento I, 18 ovelhas foram divididas em dois grupos compostos por 9 animais cada,
um deles suplementado com curcumina na dose de 100 mg/kg racdo dia durante 15 dias (cada
ovelha consumiu 0,8kg/racdo/dia). Com a suplementacdo obtivemos melhoria em indicadores
de antioxidantes totais, efeito anti-inflamatorio, aumento na producéao de leite, diminuicéo de
contagem de células somaticas (CCS) e gordura no leite, bem como, um leite com aumento de
acido graxo oleico e diminuicdo de acido graxo hexadecandico, associado a diminuicdo de
oxidacgdo proteica e aumento de antioxidantes no leite, o que torna o leite um produto com
aumento dos beneficios ao consumidor. No Experimento Il, buscamos desenvolver
nanocapsulas de curcumina com dois polimeros distintos (poli e-caprolactona e eudragite L-
100), com objetivo de melhorar a absor¢do da curcumina no intestino e consequentemente
potencializar seus efeitos medicinais e bioldgicos. Em um segundo momento foi realizado um
estudo preliminar, fornecemos as nanocapsulas de curcumina na dieta de ovelhas em doses 10
vezes menores que curcumina livre durante 7 dias. Os grupos foram denominados de: controle
(sem suplementacdo), curcumina livre (30 mg/kg racdo), nanocapsulas de curcumina
produzidas com polimero poli e-caprolactona (3 mg/kg de racdo) e nanocapsulas de
curcumina produzidas com polimero eudragit (3 mg/kg de racdo), sendo que o consumo de
racao diariamente foi de 0,8kg. Niveis de antioxidantes no soro aumentaram drasticamente em
animais tratados com nanocépsulas de curcumina do polimero Eudragit frente aos demais
grupos, além de haver diminui¢cdo do indicador de lipoperoxidacdo. Neste mesmo grupo
houve reducdo de leucdcitos totais e globulinas que caracteriza acdo anti-inflamatéria. A
producdo e composicao de leite ndo diferiu entre grupos nesse experimento. O experimento
Il teve por objetivo relatar o uso de curcumina livre no tratamento de ovelhas leiteiras
apresentando quadro de mastite subclinica ha 31 dias. Seis animais receberam curcumina na
dieta (dose de 200 mg/kg de racdo) durante 10 dias, sendo que a quantidade de concentrado
consumido diariemente foi de 0,3kg. No fim dos 10 dias foram refeitos os testes CMT
(California mastitis test), sendo negativo para cinco animais, € uma visivel melhora de salde,
pois houve uma queda na contagem de leucdcitos totais e globulinas que caracterizam uma
resposta inflamatdria exacerbada no inicio do experimento. De modo geral, podemos concluir
que o uso de curcumina como aditivo na dieta de ovelhas leiteiras € benéfico a satde dos
animais e do Ubere, qualidade e producgdo leiteira, aumenta antioxidante e a acdo anti-
inflamatdria. Outra conclusdo importante é que a nanotecnologia foi capaz de potencializar os



efeitos da curcumina na dieta de ovelhas, permitindo que doses baixas em nanocapsulas do
polimero Eudragit promovam o aumento dos niveis de antioxidantes no sangue dos animais.

Palavras-chave: curcumina, leite ovino, nanotecnologia, mastite subclinica, antioxidante.



ABSTRACT
Master's Dissertation
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EFFECTS OF CURCUMIN AS AN ADDITIVE IN DAIRY EWES
FEEDING ON ANIMAL HEALTH, MILK PRODUCTION AND

QUALITY
AUTHOR: Antonise Mariely Jaguezeski
ADVISER: Aleksandro Schafer da Silva
Chapecd, March 23, 2018
Extracted of Curcuma longa, the curcumin is described in current literature with potential for
prevention and cure of various diseases, as well as improving the immune response,
increasing antioxidants in defense against free radicals and antibacterial action. The objective
of this work was to know the effects of curcumin when added to the diet of dairy sheep on
animal health, milk performance, feed consumption and subclinical mastitis, as well as to
produce and test curcumin nanocapsules of restricted absorption polymers at pH in the
gastrointestinal tract. For this, three experiments were conducted using lactating Lacaune
sheep. In Experiment I, 18 sheep were divided into two groups of 9 animals each, one of them
supplemented with curcumin at a dose of 100 mg/kg day, for 15 days (each sheep consumed
0.8 kg/concentrate/day). With supplementation we obtained improvement in indicators of
total antioxidants, anti-inflammatory effect, increase in milk production, decrease of somatic
cell count (CCS) and fat in milk, as well as, a milk with increased oleic fatty acid and
decrease of hexadecanoic fatty acid, associated with decreased protein oxidation and
increased antioxidants in milk, which makes milk a product with positive characteristics for
the consumer. In Experiment Il, we first search to develop curcumin nanocapsules with two
distinct polymers (poly g-caprolactona and eudragite L-100), with the aim of improving the
absorption of curcumin in the intestine and consequently potentialize your medicinal and
biological effects. In a second moment a preliminary study was carried out, we provided these
nanocapsules of curcumin in the diet of sheep in doses 10 times lower than free curcumin for
7 days. Therefore, the groups were formed as follows: control (without supplementation), free
curcumin (30 mg/kg concentrate), curcumin nanocapsules produced with poly-g-caprolactona
polymer (3 mg/kg concentrate) and curcumin nanocapsules produced with eudragit polymer
(3 mg/kg of concentrate), and daily concentrate intake was 0.8 kg. Serum antioxidant levels
increased dramatically in animals treated with curcumin nanocapsules of the polymer
eudragites compared to the other groups, in addition to a decrease in the indicator of
lipoperoxidation. In this same group there was reduction of total leukocytes and globulins that
characterized anti-inflammatory action. Milk production and composition did not differ
between groups in this experiment. In the third experiment (I11), the objective was to report
the use of free curcumin in the treatment of dairy sheep presenting with subclinical mastitis
for 31 days (animals would be discarded from the herd). Six animals received curcumin in the
diet (200 mg/kg concentrate) for 10 days, and the amount of concentrate consumed daily was
300 grams. After 10 days, the CMT (California mastitis test) tests were negative for five
animals, as well as an increase in milk production numerically, as well as a visible
improvement in health, since there was a decrease in total leukocyte and globulin counts
which characterize an exacerbated inflammatory response at the beginning of the experiment.
In general, we can conclude that the use of curcumin as an additive in dairy ewes is beneficial
to animal health and udder, quality and milk production, active and increases antioxidant and
anti-inflammatory action. Another important finding is that nanotechnology was able to
potentiate the effects of curcumin on the sheep diet, allowing low doses in nanocapsules of



the eudragit polymer to dramatically increase the antioxidant levels in the animals' blood.

Keywords: curcumin, sheep milk, nanotechnology, subclinical mastitis, antioxidant.
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1. CAPITULO I

REVISAO DE LITERATURA

1.1 PANORAMA DA OVINOCULTURA DE LEITE

Uma maior procura por lacteos derivados de ovinos é recente no Brasil, e dentre os
paises da América, a Argentina foi a pioneira na producdo leiteira de ovinos, sendo que o
interesse comercial se consolidou apenas por volta da década de 90 (BAIN, 2004; SUAREZ,
2004). A importacdo de sémen de animais da raca francesa como a Lacaune comegou a ser
praticada em maior proporgéo a partir de 2012, o que contribuiu para se ampliar a variedade
de material genético de ovinos leiteiros no Brasil, até entdo muito restrita, a0 mesmo tempo
em que elevou o custo com animais puros e dificultou a entrada de novos criadores no
mercado (BIANCHI et al., 2016).

Neste breve historico, é possivel notar que a atividade de ovinocultura de leite é
bastante recente, mas apresenta claramente seus primeiros sinais de crescimento. Atualmente
no Brasil, o setor € representado por vinte e oito ovinocultores de leite, estando nove no
Sudeste, seis no Centro-Oeste e treze no Sul (sete no Rio Grande do Sul, quatro em Santa
Catarina e dois no Parand), de acordo com dados da ARCO (BIANCHI et al., 2016).

Quando consideramos a producdo de leite e 0 maior rebanho na regido sul, tem-se o
estado de Santa Catarina como o primeiro colocado, correspondendo respectivamente a
315mil litros/ano e em torno de 2400 matrizes, na frente do Rio Grande do Sul, que apesar de
possuir maior numero de produtores engajados, contribuem com uma menor producdo
(BIANCHI et al., 2016). Em escala mundial, o leite de ovelhas corresponde por menos de 2%
dentre as principais espécies produtoras (FAOSTAT, 2011). Entre as racas com aptiddo e de
maiores destaques na producdo estdo East Friesian (milchschaf), Awassi, Assaf e a Lacaune
(BIANCHI et al., 2016).

A principal raca utilizada na ovinocultura de leite no Brasil é a Lacaune (Figura 1),
originaria da regido homénima na Franga e ideal para producdo leiteira, além de alguns
rebanhos da raca East Friesian (SANTOS, 2016). A fémea Lacaune chega a produzir 4,5L de
leite por dia no pico da lactagdo que corresponde ao 30° dia pds-parto; mas a média da
lactacdo para os rebanhos do RS esta em 1,3L/dia (BRITO et al., 2006). A distribuicéo da raca

Lacaune no Brasil se da principalmente nos estados do Sul e Sudeste (Rossi, 2009).



13

1.2 LEITE OVINO E SUBPRODUTOS

O sabor do leite ovino é considerado suave e adocicado; os iogurtes derivados sao
bastante consistentes e de sabor delicado, e os queijos curados tendem a ser fortes (LUQUET,
1991). A producdo apresenta um bom rendimento no seu beneficiamento, sendo que com
cinco litros de leite de ovelha é possivel fazer um quilograma de queijo, enquanto que em
bovinos, para a mesma quantia de queijo seriam necessarios 10 litros de leite (CASA DA
OVELHA, 2018). Isto se deve a alta concentracdo de solidos totais e ao leite ser,
especialmente, rico em gordura e proteinas como a caseina, caracteristicas estas mais
valorizadas pela industria (RIBEIRO et al., 2007), além de ser rico em acidos graxos de
cadeias curta e média e acidos graxos insaturados como C18:1 e C18:2, que sdo benéficos a
salde (BERGAMINI et al., 2010). Dentre os fatores que influenciam a composicéao do leite de
ovelha destaca-se a raca, a alimentacdo, a estacdo do ano, o estagio de lactagdo e o estado
sanitario (HASSAN, 1995; CARLONI et al., 2010). A Tabela 1 traz um comparativo dentre

espécies da composicao do leite, onde chama atencdo os da espécie ovina.

Tabela 1. Composicdo de solidos do leite ovino comparado com outras espécies (caprinos,

bovinos e humanos).

Componente Cabra Ovelha Vaca Humano
Gordura (%) 3,8 79 3,6 4,0
Sélidos ndo gordurosos (%) 8,9 12,0 9,0 8,9
Lactose (%) 4,1 4,9 4,7 6,9
Proteina (%) 3,4 6,2 3,2 1,2
Caseina (%) 2,4 4,2 2,6 0,4
Albumina/Globulina (%) 0,6 0,8 0,2 0,5
Nitrogénio néo proteico (%) 0,4 0,8 0,2 0,5
Cinzas (%) 0,8 0,9 0,7 0,3
Energia (Kcal/100mL) 70 105 69 68

Fonte: Park et al., 2007.

O pH do leite de ovelha é semelhante ao leite de vaca, em torno de 6,65, sendo que
para a raca Lacaune foi descrita variacdo de 6,60 a 6,68 (ASSENAT, 1985). Diferentemente
do leite bovino, este apresenta baixa estabilidade coloidal, precipitando a caseina no teste em
etanol 63,17 + 3,64% (Fava, 2012), ou seja, com estabilidade térmica inferior ao leite bovino.

No Brasil, as prateleiras de produtos ovinos sdo compostas por produtos nacionais e
importados, representados por queijos tipo Feta, Roquefort, Pecorino, Boursin, Labneh e
frescais, além de iogurtes com polpas, integrais e desnatados, doce de leite, sorvetes e até
mesmo cosmeticos (CASA DA OVELHA, 2018). A cadeia de producdo de leite pode ser
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considerada ‘curta’, pois a relagao entre o produtor e o consumidor é bastante préxima, sendo
representado principalmente pelo comércio do queijo, uma vez que o leite de ovelha para
consumo in natura ndo € apreciado por ser muito mais gorduroso (e consequentemente
cremoso) comparado ao leite de vaca (SANTOS, 2016). O leite ovino também tem sido uma
opcao para pessoas com alergia alimentar, patologia que tem crescido na populagdo mundial,
uma vez que cada paciente pode exibir uma sensibilizagdo Unica para um leite especifico
(PAZHERI et al., 2014).

1.3 MASTITE SUBCLINICA E IMPLICACOES AO LEITE OVINO

Na glandula mamaria do animal saudavel, o leite mantém uma baixa carga microbiana
e baixa contagem de células somaticas (CCS). J& no processo de inflamacdo ou infecgéo
subclinica (mastite subclinica), hd& um aumento de CCS, reducdo na producdo de leite,
reducdo da lactose (LEITNER et al.,, 2011; ROVAI et al., 2015), diminui¢cdo de ureia,
alteracdo do perfil de acidos graxos e niveis mais altos de proteinas, caseina e gordura
(CABONI et al., 2017). A prevaléncia de mastite subclinica em ovinos varia de 9,23 a 28,1%
(BEHESHTI et al., 2010; GEBREWAHID et al., 2012) sendo a Streptococcus coagulase-
negativa, Escherichia coli e Staphylococcus aureus os principais agentes causadores de
mastites (GEBREWAHID et al., 2012).

Rovai et al., (2015) afirmam que as maiores perdas ocorrem pela inflamacdo, mas
mais comumentemente a infeccdo subclinica, devido a queda na producdo de leite e pelo
baixo rendimento de subprodutos. A qualidade do leite de ovelha esta ligada as suas
caracteristicas sanitarias, nutricionais e decorrentes do processamento (MORAND-FEHR et
al., 2007).

Ovelhas sadias apresentam CCS muito mais elevada (200.000-400.000 cel./ml) do que
vacas sadias (70.000 cel./ml) (OLECHNOWICZ e JASKOWSKI 2014; RAYNAL-
LJUTOVAC et al., 2007). Testes indiretos, como o California mastitis test (CMT) (HAWARI
et al., 2014) e a contagem de células somaticas (CCS) (SPANU et al., 2011) estdo entre 0s
métodos mais utilizados para o diagndstico de mastite subclinica. Porém, de acordo com
Raynal-Ljutovac (2007), o CMT apresenta limitagdes quando aplicado a ovelhas, uma vez
que foi originalmente desenvolvido para a deteccdo de CCS em vacas, tendo um padréo mais
baixo de contagem. A CCS, por outro lado, é um indicador da saude das glandulas mamarias
(SPANU et al., 2011), e nada mais é do que a contagem de células epiteliais e inflamatorias
(BLAGITZ et al., 2013), porém, também ainda n&o se tem um limiar de CCS bem definido
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para a espécie ovina, uma vez que a contagem e variacdo dos padrdes celulares ocorre
fisiologicamente durante o periodo de lactagdo (PISANU et al., 2015). Como descrito por
Chiaradia et al. (2013), o aumento de CCS nem sempre esta associado a proteinas que
caracterizam a infec¢do da glandula mamaria. Portanto, a CCS pode deixar davidas quanto ao
verdadeiro estado da glandula mamaria das ovelhas (CHIARADIA et al., 2013).

Paises europeus ja incluem a resisténcia a mastite como um fator de sele¢do de ovinos,
utilizando as estimativas experimentais de CCS e estudos genéticos para reducdo de novas
geracbes com mastites subclinicas (BERGONIER et al., 2003). O objetivo de criacédo
(leite/carne) também interfere na determinacdo de um limiar de CCS para animais com
mastite subclinica (ZAFALON et al., 2016). De qualquer forma, melhorar o estado de saude
do Ubere é necessario para manter a producdo e a qualidade do leite durante a lactacdo (DE
OLIVES et al., 2013).

1.4 DIFICULDADES E ESTRATEGIAS DE MERCADO

A ovinocultura de leite, apesar de ser recente no Brasil, vem apresentando expressivo
crescimento impulsionado pela procura por atividades rentaveis por parte do produtor e a
busca por alimentos saudaveis pelos consumidores (BIANCHI et al., 2016). A estratégia,
segundo Rossi (2009) para a formacdo e manutencdo de mercado para os lacteos de ovelha
tem sido expor seus produtos em estabelecimentos comerciais com publico de maior poder
aquisitivo.

Pesquisas quanto as melhorias produtivas e zootécnicas na ovinocultura tém ficado
restrita as universidades (ROSSI, 2009). Outra dificuldade na ovinocultura de leite é a
restricdo no uso de antibiéticos (ATB) em animais, imposta por varios paises, principalmente
europeus, devido a preocupacdes de resisténcia bacteriana (LOLLA et al., 2016) devido ao
consumo humano de derivados lacteos com residuos de ATB (BHATT et al., 2014). Em
consequéncia disso, resta aos produtores o descarte dos animais acometidos por doengas,
entre elas a mastite subclinica persistente. Em virtude disso, tem-se buscado tratamentos
alternativos como os aditivos fitoterapicos, por seus beneficios comprovados com inimeras
finalidades.

Estudos técnicos-cientificos que visam melhorias do setor implantados para a nossa
realidade de producdo séo de extrema importancia para auxiliar os produtores a agregar valor
ao produto e até mesmo, produzir com maior eficiéncia. Estes estudos podem focar no

manejo, nutricdo, melhoramento genético ou sanidade dos ovinos, ou ainda na geracdo de
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produtos e subprodutos com qualidades melhoradas, chamados de nutracéuticos, que acabam

por agregar valor na comercializag&o.

1.5 USO DE COMPOSTOS NATURAIS

Produtos naturais sdo aqueles presentes na natureza e que ndo contenham aditivos
quimicos, ou tenham sido submetidos a processamento, tais como ervas, nutrientes e
suplementos dietéticos (CHAMBERLIN et al., 2014). Estes fitoterapicos sdo utilizados como
métodos complementares e alternativos na prevencdo e tratamento de doencas (SMITH E
LOGAN, 2002), além de estarem sendo aplicados na producdo animal para melhoria da satde
e consequente desempenho dos animais. Porém, estudos devem ser feitos a fim de definir
indicacdes, mecanismo e dosagens, evitando-se reacoes adversas (XIONG et al., 2017).

Nutracéuticos sdo ingredientes alimentares que tém beneficios fisiologicos
comprovados ou protegem contra doencas, por meio de processos bioguimicos em nivel
celular, sendo que as planta compostas por fitoquimicos sdo importantes nesses processos
(SHAILAJA et al., 2017). Também pode-se dizer que sdo produtos que uma vez melhoradas
as suas qualidades ou composi¢do podem ser usados na alimentagdo com intuito de tratar
doencas humanas (CHAMBERLIN et al., 2014), onde nessa dissertacdo destacamos a

curcumina.

1.6 PROPRIEDADES E USO DA CURCUMINA

A Curcuma longa (Figura 2), popularmente chamado de acafrdo-da-terra, € um rizoma
da familia do gengibre usado h& séculos por indianos e chineses na culindria como corante e
com finalidade medicinal (CHATTOPADHYAY et al., 2004). Dentre seus componentes ou
principios ativos, a curcumina (1,7-bi (4-hidroxi-3metoxifenil) -1,6-hepadiene-3,5-diona) € a
mais importante (MILOBEDZKA et al., 1910) e representa de 2 a 5% do tempero
(ANAMIKA, 2012) e aproximadamente 77% quando na forma de extrato (CHUTIMA, 2012).

A formula da curcumina esta representada na Figura 1.

Figura 1. Férmula estrutural do principio ativo curcumina, derivado da Curcuma longa apés

purificacéo.
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Fonte: Garcia-Nifio e Pedraza-Chaverri, 2014.

As utilidades da curcumina, também chamada diferulometano, vem sendo ampliadas
no uso medicinal a cada ano. Na literatura hd comprovacéo das propriedades anticancerigenas
(AGGARWAL, et al. 2003; SHEHZAD et al., 2013), antienvelhecimento (LIMA et al.,
2011), agente curativo de feridas (ANAMIKA et al., 2012), anti-inflamatério (JOE et al.,
2004), radioprotetor celular contra radiacdo y induzido (SEBASTIA et al., 2011), antioxidante
(IMLAY, 2003), entre outros. A curcumina foi capaz de eliminar os radicais livres, atuar
como quelante e induzir enzimas desintoxicantes pela regulacdo da vias de transcricdo na
intoxicagdo por metais pesados (GARCIA-NINO E PEDRAZA-CHAVERRI, 2014).

Portanto, tem despertado interesse tambem na alimentacgdo animal.

Figura 2. Imagem ilustra a planta Curcuma longa. O seu rizoma (raiz) é moido, processado e

purificado, dando origem a curcumina.
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" ?l Turmeric Ry

@sa) Curcumin (0.5 g)

Curcuma longa  we— Rizoma Rizoma seco wmm Rizomaempo  Extrato
filtrado e seco

Fonte: Jaques, 2010.

1.7 USO DA CURCUMINA EM ANIMAIS DE PRODUCAO

Aditivos séo utilizados na alimentagdo animal como forma de atender aos requisitos
nutricionais dos animais, melhorar a satde e rendimentos, enriquecimento de nutrientes, entre
outros (FLACHOWSKY E MEYER, 2015), e sdo portanto, vastamente utilizados na
produgéo. Em frangos de corte quando utilizado o aditivo curcumina na dieta, obteve-se efeito

hepatoprotetor em intoxicacdo por aflatoxina (GOWDA et al., 2009) e efeito antibacteriano
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contra salmonelose (VARMUZOVA et al., 2015). Em bovinos é descrito o uso eficaz da
curcumina em tratamento de mastite subclinica (BHATT et al., 2014) e na replicacdo e
invasédo celular por Neospora caninum in vitro (QIAN et al., 2015). Em peixes, a melhoria na
salde e composicdo por inibicdo de oxidacdo e peroxidacdo lipidica (MANJU et al., 2012)
além de efeito antiparasitario e anti-inflamatorio (MALLO et al., 2017).

O primeiro estudo com curcumina na espécie ovina é recente. Os autores observaram
efeito anticoccidial contra Eimeria spp., atingindo 100% de eficacia nos tratados, além de
aumentar o ganho de peso diario (CERVANTES-VALENCIA et al., 2016). Outros efeitos
obtidos neste mesmo estudo foi o aumento de IL-10 nos cordeiros suplementados, e a
diminuicdo da peroxidacéo lipidica e a geracdo de nitritos, isto é, efeito anti-inflamatorio e
antioxidante. Em outras espécies animais, obteve-se efeito antihelmintico (ULLAH et al.,
2017) e anticoccidiostatico contra varios protozoarios, como Giardia spp. (SAID et al., 2012),
Trypanosoma spp. (NAGAJYOTHI et al., 2012) e Eimeria tenella (KIM et al., 2013), pois a
curcumina é capaz de afetar a morfologia e viabilidade do parasito (CHATTOPADHYAY et
al., 2004).

1.8 MECANISMOS DE ACAO DA CURCUMINA

A curcumina mostrou ser capaz de inibir a atividade de NF-xB (fator nuclear kappa -
potenciador de células B ativadas), um fator de transcricdo que regula muitos genes
implicados na iniciacdo de respostas inflamatdrias (JOE et al., 2004). Desta forma, houve
inibicdo da producdo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-1 (IL-1) e
interleucina-6 (IL-6) (LIU et al., 2015), citocinas estas liberadas de mondcitos e macréfagos
com papéis importantes na regulacdo das respostas inflamatérias. Por outro lado, a curcumina
evita o comportamento inflamatério relacionado a dor causado pela superestimulacdo de
citocinas pro-inflamatdrias, por aumentar a producéo de interleucina-10 (IL-10), uma citocina
antiinflamatéria (FATTORI et al., 2015; KIM et al., 2013), assim como a curcumina esta
relacionada com a inibicdo da cicloxigenase 2 (COX-2) (LEV-ARI, 2005).

Extrato de C. longa aplicada em cultivo de neutrofilos de ovelha teve atividade anti-
inflamatdria ao aumentar a apoptose espontanea e inibir as expressoes de interleucina 8 (IL-8)
(FARINACCI et al., 2009). Os neutrofilos apoptoticos exibem uma regulagdo negativa
funcional (WHITE et al., 1993) pelo reconhecimento e remocdo por células fagociticas
(SAVILL, 1997). O efeito hepato e renoprotetor da curcumina se da ao regular a expressdo da
matriz metaloproteinase-8 (MMP-8), IL-1p, IL-8, TNF-a ¢ proteinas de fase aguda (PFA)
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(SOLIMAN et al., 2014). Nota-se, dessa forma, que a inibi¢do da inflamacdo por C. longa
atua em diversas enzimas celulares, afetando a angiogénese, a adeséo celular, a transcricao

génica e a inducdo da apoptose celular (SHARMA et al., 2005).

Uma das principais causas da inflamacéo € a oxidagdo celular, ou seja, a formacéo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), estes sdo naturalmente produzidos na respiracdo
aerobia e sdo necessarios em processos celulares e bioquimicos, incluindo mensagens
intracelulares, diferenciacdo, progressdo celular, apoptose, imunidade (IMLAY, 2003;
MATES et al, 1999), e defesa do sistema imune contra microorganismos
(THANGAPAZHAM et al., 2013), porém, presenca prolongada e exacerbada de EROs gera
estresse oxidativo, o que é prejudicial a muitas células e suas funces (PANCHATCHARAM
et al., 2006; ROY et al., 2006).

Os radicais livres ocasionam tanto a peroxidacdo lipidica, ruptura do DNA e de
proteinas dos tecidos e a inativagdo de enzimas, com consequentes danos teciduais
(MOHANTY et al., 2012; KAPOOR E PRIYADARSINI, 2001). A presenca do estresse
oxidativo pode inibir a remodelagédo do tecido e cicatrizacdo de feridas (THANGAPAZHAM
et al., 2013). O peroxido de hidrogénio (H202) e superdéxido (O2-) sdo espécies reativas a
oxigénio que podem ser utilizados como marcadores de estresse oxidativo no individuo
(IMLAY, 2003).

O termo antioxidante é usado para 0s compostos capazes de doar elétrons e neutralizar
os radicais livres (SAEIDNIA E ABDOLLAHI, 2013). As enzimas antioxidantes enddgenas
(sintetizadas pelo proprio individuo) como a glutationa redutase (GSH) (EL-BAHR, 2015;
GARCIA-NINO et al., 2015), superéxido dismutase (SOD), a glutationa peroxidase (GPx) e a
catalase (CAT) protegem as células contra as EROs (MATES et al., 1999), portanto sd0 muito
importantes ao organismos de humanos, plantas e animais. De acordo com a literatura, a
curcumina utilizada por via oral e topica mostrou efeito potencial no aumento dessas enzimas
(SUBUDHI E CHAINY, 2010; PANCHATCHARAM et al., 2006), efeito esse direto e
indireto de acordo com os autores conforme representado na Figura 3. Pesquisadores
relataram que a curcumina é antioxidante bifuncional, devido a sua capacidade de reagir
diretamente com EROs, além de induzir uma regulacao positiva de varias proteinas protetoras
e antioxidantes por vias de ativacio Keapl / Nrf2 / ARE (GONZALEZ-REVYES et al., 2013;
GARCIA-NINO e PEDRAZA-CHAVERRI, 2014).

Outro mecanismo relatado no uso de curcumina foi a inibicdo da atividade da

adenosina deaminase (ADA), assim como reducéo dos niveis de malondialdeido (AKINYEMI
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et al., 2017). O aumento de adenosina (ADO) devido a inibigédo da atividade de ADA eleva as
ligagbes aos receptores P1 (purinérgicos) e consequentemente aumenta a liberacdo de
mediadores anti-inflamatérios (BOROWIEC et al., 2006). O aumento dos niveis de
malondialdeido (MDA) é uma indicacdo de excesso de perdxidos lipidicos no tecido,
causando o consumo e a perda de grupos funcionais de tiol (-SH) em varias enzimas
antioxidantes (AKINYEMI et al., 2017). O curcumindide também é capaz de aumentar a
hidrolise de ATP e ADP agindo na NTPDase, e evitar o aumento da atividade de
acetilcolinesterase (AChE) em pulméo de ratos expostos a fumaca de cigarro (JAQUES et al.,
2011). O aumento do ATP em linfécitos e no endotélio estdo associados a indugdo de
respostas em grande parte pré-inflamatdrias, como a liberacéo de IL-1 (IMAI et al., 2000; LA
SALA et al., 2003). A atividade elevada de AChE diminui niveis de acetilcolina (ACh), sendo
um efeito danoso, uma vez que a ACh € capaz de atenuar a liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias, como o fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucina-1 (IL-1), interleucina-6
(IL-6) e interleucina-18 (1L-18), sem afetar a producdo de interleucina-10 (IL-10), sendo esta
uma citocina anti-inflamatéria (PAVLOV E TRACEY, 2004), assim como, a ACh é um
importante neurotransmissor de sinalizagdo colinérgica (OZBEY et al., 2016). Portanto, nota-

se que a curcumina tem efeito anti-inflamatorio por diversas vias alternativas.

Figura 3. Mecanismo de acdo da curcumina, mostrando a agdo direta em radicais livres,

devido a propriedade antioxidante e anti-inflamatoria pela via NF-xB.
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Estudos sugerem que doses baixas de curcumina mostram-se protetoras contra EROs e
danos no DNA induzido por EROs, enquanto doses elevadas podem ser prejudiciais (KELLY
et al., 2001; TANWAR et al., 2010). E importante ressaltar que nio ha até o momento uma
concordancia ou unificacdo de dose a ser utilizadas em humanos e animais. Farinacci et al.
(2009) sugeriu o uso terapéutico com curcumina na clinica de inflamagGes em ruminantes,
uma vez que in vitro, a curcumina foi efetiva ao limitar as fases iniciais de infiltragdes de

neutrofilos e promover a apoptose de neutréfilos.

1.9 NOVAS TECNOLOGIAS NO USO DA CURCUMINA

Vistos os efeitos benéficos da curcumina, autores sugerem associar tecnologias para o
uso, tais como as nanoparticulas, uma vez que in natura a curcumina tem baixa
biodisponibilidade e solubilidade, o metabolismo é répido e o produto é sensivel a luz
(AKBIK et al., 2014). A bioacessibilidade e disponibilidade da curcumina em microcapsulas
mostrou-se mais efetiva que a formulacdo convencional adicionada e avaliada em alimentos
(GOMEZ-ESTACA et al., 2015), pois com a nanotecnologia os problemas de volatilidade,
viscosidade ou baixa solubilidade em &gua diminuem, assim como a liberacdo do composto
ocorre em taxas controladas ou em condicdes especificas (FANG E BHANDARI, 2010). Esse
processo também minimiza a perda de funcionalidade devido aos efeitos da luz, oxigénio, pH,
umidade ou interacdo com outros componentes da matriz de alimentos (VOS et al., 2010).

Nanoemulsdes sdo mistura heterogénea transparente de 6leo em agua e estabilizada
por emulsionantes, que demonstraram maiores vantagens em compara¢do com as emulsdes
convencionais por serem termodinamicamente estaveis (ANTON et al., 2008). Esta
nanotecnologia também demonstra estabilidade, evitando a agregacdo de particulas e
separacdo de fases, potencializando seus efeitos (CHANG, 2014). Testes farmacocinéticos em
camundongos confirmaram que a biodisponibilidade oral da curcumina na nanoemulséo é
aumentada em 9 vezes em comparag¢do com a curcumina livre (YU E HUANG, 2012).

A adicdo de nanoemulsdo de curcumina em 6leo de soja apresentou estabilidade
oxidativa do produto durante o armazenamento (TOYOSAKI et al., 2008), assim como a
adicdo em biodisel, também evitando a oxidacéo e aumentando a durabilidade (SOUSA et al.,
2014); o mesmo foi observado em leite in natura e em sorvete (JOUNG, et al.,, 2016;
KUMAR et al., 2016).

Estudos buscando melhorias nos lacteos de ovelhas leiteiras suplementadas com

curcumina ndo foram até entdo relatados, no entanto, um crescente interesse por antioxidantes



22

alimentares surgiu nas Gltimas duas décadas devido a crescente evidéncia de seus efeitos
favoraveis a salde (JOUNG et al., 2016; SOCCIO et al., 2018).

1.10 OBJETIVOS

1101 GERAL

Verificar se a suplementagdo de ovelhas leiteiras com curcumina altera positivamente

0s parametros de saude, produtividade e composicdo do leite, assim como, favorece a

qualidade e durabilidade do mesmo.

1.10.2 ESPECIFICOS

Testar se curcumina na dieta de ovelhas eleva a producdo de leite e altera

positivamente a composicdo e qualidade de leite e durabilidade do leite.

Avaliar se a adigdo de curcumina na dieta de ovelhas leiteiras promove efeito anti-

inflamatorio.
Analisar alteraces antioxidantes usando curcumina como aditivo na dieta.

Verificar se curcumina na dieta altera o catabolismo proteico, metabolismo lipidico e

de carboidratos.
Investigar se curcumina na dieta interfere no consumo de alimento.
Produzir nanocépsulas de curcumina.

Testar se adicdo de nanocépsulas de curcumina na dieta das ovelhas potencializa

acao antioxidantes e anti-inflamatoria.

Testar a eficacia curativa de mastite subclinica em ovelhas que receberam curcumina

na dieta.
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2 - CAPITULO Il

MANUSCRITO

Os resultados desta dissertacdo sdo apresentados na forma de trés manuscrito, com sua

formatacéo de acordo com as orientacdes da revista ao qual foi submetido.
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Destaques:

Curcumina na dieta de ovelhas leiteiras tem efeito anti-inflamatorio e antioxidante.
Adicéo de curcumina na dieta de ovelhas aumenta a producdo de leite.

Dieta com curcumina causa reducéo no teor de gorduras totais e acido graxo saturado
(hexadecanoico) no leite, mas aumento do &cido graxo oleico.

Contagem de células somaticas no leite reduziu em ovelhas suplementadas com
curcumina

O leite de ovelhas suplementadas apresentou aumento na capacidade antioxidante total

e diminuicdo da oxidacéo proteica.

Resumo gréfico
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RESUMO. A ovinocultura de leite carece de estudos e pesquisas que visem aumentar a
lucratividade e a valorizacdo dos seus produtos. Portanto, objetivamos avaliar os efeitos da
adicdo de curcumina na dieta de ovelhas lactantes sobre a sadde animal, performance
produtiva e qualidade do leite. Foram utilizadas 18 fémeas da raca Lacaune, multiparas, com
30 dias de lactagdo, com producdo de leite entre 0,9-1,1L/ovelha/dia. Os animais foram
divididos em dois grupos: Controle (grupo C), formado por ovelhas que receberam dieta base;
e Tratado (grupo T), animais que receberam dieta base suplementada com curcumina
100mg/kg de racéo durante 15 dias. Nos dias 0, 10 e 15 foram realizadas coletas de amostras
de sangue e de leite. No sangue foi realizada as analises de bioguimica sérica, oxidantes e
antioxidantes, hemograma completo e citocinas (interleucina 10, (IL-10), interleucina 1 (IL-1)
e fator de necrose tumoral (TNF-a)). No leite foi efetuada analise de composigao de sélidos,
contagem de células somaticas (CCS), oxidacdo proteica (produtos de oxidacdo protéica
avancada), capacidade antioxidante total (poder antioxidante de reducdo do ferro) e perfil de
acidos graxos. No eritrograma ndo houve diferenca entre grupos (P > 0.05), mas leucécitos
totais reduziram nos dias 10 e 15 de tratamento, em consequéncia da reducdo do nimero de
neutrdéfilos e linfocitos no grupo T (P < 0.05). O valor de proteina sérica total também reduziu
devido a diminuicdo de globulinas (P < 0,05) no grupo T, assim como os niveis de TNF-a. Ja
0s niveis de IL-10 aumentaram nos animais do grupo T (P < 0,05). Espécies reativas ao
oxigénio reduziram e enzimas antioxidantes (GST, CAT e SOD) aumentaram
significativamente no sangue das ovelhas do grupo T (P < 0,05). A producdo de leite
aumentou gradativamente nas ovelhas do grupo T (P < 0,05), assim como houve reducdo de
CCS e oxidacdo proteica. Ainda no leite observamos aumento dos niveis de antioxidantes
totais nas ovelhas grupo T (P < 0,05). No leite das ovelhas do grupo T verificamos que o
acido graxo oleico aumentou enquanto o &cido graxo hexadecanoico reduziu (P < 0,05).
Concluimos que adicdo de curcumina na dieta das ovelhas tem efeito antioxidante e anti-
inflamatdrio, o que favoreceu a performance produtiva dos animais, assim como melhorou a

qualidade do leite.

TERMOS DE INDEXACAO: curcumina, perfil oxidativo, imunidade, composicdo do leite,

leite ovino.



28

INTRODUCAO

A producdo de leite ovino e seus subprodutos representa uma fonte de renda
expressivo na ovinocultura, pois é o quarto leite mais consumido em todo o0 mundo, com um
aumento de 22% na sua produgdo entre os anos 2003 e 2013 (FAOSTAT 2016). Por ser rico
em sélidos, o leite de ovelhas desperta interesse de laticinios para a producdo de queijos e
iogurtes, além de acidos graxos de cadeia curta e média, que sdo importantes em uma dieta
saudavel (Sinanoglou et al. 2015). Alguns fatores podem determinar a composi¢do do leite,
tais como a raca, a alimentacédo, a estacdo do ano, o estagio de lactagdo e o estado sanitéario
dos animais (Carloni et al. 2010; Sinanoglou et al. 2015). Em consequéncia disso, pesquisas
com aditivos tem buscado melhorar as caracteristicas do leite, agregando mais valor e
qualidade nutritiva aos produtos.

De acordo com a literatura, o uso de fitoterapicos na producdo animal vem se
acentuando por proporcionar beneficios na melhoria da sadde e desempenho dos animais, isso
porque, auxiliam na promocdo do crescimento, na modulacdo do sistema imune e atividade
nociva contra organismos patogénicos (Citarasu 2010). A curcumina j& é conhecida pelas suas
propriedades antibacteriana (Varmuzova et al. 2015), anticoccidiostatico (Cervantes-Valencia
et al. 2016), antiparasitario (Liu et al. 2017) antioxidante (Gazal et al. 2014), assim como,
preventivo e curativo de doencas (Epstein 2010).

A curcumina € capaz de interagir com uma grande variedade de moléculas envolvidas
na resposta inflamatdria inibindo-as e minimizando o evento patoldgico (Tizabi et al. 2014).
Com o0 aumento da atividade de enzimas antioxidantes, geralmente ocorre uma reducdo de
reacOes oxidativas, assim como diminui¢cdo do estresse oxidativo e reducdo dos danos
celulares (Al-Rubaei et al. 2014). Pesquisas mostram que a curcumina, quando adicionada a
produtos lacteos, proporciona um aumento do potencial antioxidante e consequentemente
melhora a estabilidade durante o armazenamento (Joung et al. 2016; Kumar et al. 2016).
Pensando nisso, pesquisadores estdo criando pequenos ruminantes geneticamente modificados
para produzir leite nutracéutico (de Sa Carneiro et al. 2018), obtendo um produto mais
saudavel e sendo uma ferramenta na abertura de novos mercados. Objetivamos, em virtude
disso, estudo foi avaliar se adi¢cdo de curcumina na dieta de ovelhas lactantes tem efeitos

benéficos sobre a satde animal, bem como sobre a produtividade e qualidade do leite

MATERIAL E METODOS

Produto
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Curcumina pura foi usada nesse experimento (produto comercial com concentracéo de
99%, empresa chinesa Shanxii Jiahe Phytochem Co. Ltda), componente extraido do extrato
seco de Curcuma longa (acafrdo-da-terra). Como esse é o primeiro estudo com ovelhas
ingerindo curcumina na dieta, a dose usada foi baseada em estudos com frangos que tiveram
aumento de peso e atividade antioxidante sérica e tecidual (100mg/kg de concentrado; Zhang
et al. 2015). Os animais consumiram 0,8kg de concentrado/ovelha/dia, fornecido
individualmente, resultando em uma dose didria de 80mg/animal. Em virtude da pequena
quantia de aditivo, utilizamos um misturador ‘tipo Y’ para a homogeiniza¢ao da curcumina

primeiramente ao milho moido, e posteriormente ao demais ingredientes da dieta.

Animais e delineamento experimental

Foram utilizadas 18 ovelhas higidas ao exame fisico geral, livres de parasitose
gastrointestinal, da raca Lacaune de segunda e terceira paricdo, lactantes com 30 dias pos-
parto, com producdo de leite de 1,0 £ 0,1 L/ovelha/dia. Os animais foram divididos em dois
grupos: Tratado (grupo T), formado por animais que receberam a dieta base suplementada
com a curcumina (100 mg/kg de concentrado); e Controle (grupo C), formado por ovelhas que
receberam apenas dieta base (Tabela 1). O experimento teve duracdo de 15 dias, sendo 0s
primeiros 10 dias de adaptacdo a dieta.

Os animais foram alojados separadamente por grupo em duas baias de 4 x 6 metros,
com agua disponivel ad libitum. Os comedouros foram individuais e mediram 46 cm x 30 cm
x 22 cm de profundidade. As ovelhas foram ordenhadas duas vezes ao dia, isto €, 6:00 e
16:00 horas. Apds cada ordenha, foram fornecidos 400g concentrado/ovelha, e finalizado o
consumo deste, 1,8kg de silagem de milho para cada animal, totalizando 4,4 kg de matéria

verde por dia. A descricdo detalhada dos ingredientes da dieta esta representada na Tabela 1.

Consumo de alimentos

Entre os dias 11 — 15 de experimento, a ingestdo de alimento foi mensurada pela
pesagem do alimento oferecido e das sobras. Foi mensurado diariamente a sobra de alimentos,
assim como feita a coletada de 10% da amostra fornecidas e sobras, e mantido congelado (-
20°C) até analise.

Analise bromatolégica dos alimentos
A anéalise bromatoldgica das dietas fornecidas de silagem e concentrado estdo

representadas na Tabela 1. As amostras passaram por processo de secagem em estufa de
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ventilagdo forcada por 72 horas em temperatura de 55°C, sendo posteriormente moidas em
moinho de faca em tamanho de 1mm e submetidos a anélises para determinacdo do teor de
matéria seca (MS%), proteina bruta (PB% MS), fibra em detergente neutro (FDN% MS),
fibra em detergente acido (FDA% MS) e residuo mineral (RM% MS) segundo metodologia
de Van Soest (1994).

Mensuracéo da producao e coleta de leite

A producéo do leite foi mensurada individualmente nos dias 0, 10, 11, 12, 13, 14 e 15
do experimento, durante a ordenha da manha e da tarde com o uso de medidores do tipo Milk
Meter®. Do copo medidor, foi coletado a quantia de 40mL de leite em tubos contendo
bronopol, refrigeradas a 4°C para andlise de composicdo centesimal e contagem de células
somaticas (CCS). Do mesmo copo foram coletados 2mL das amostras de leite de cada ovelha,
alocadas em microtubos, em seguida congeladas (-20°C) para anélise da oxidagdo proteica
(AOPP) e antioxidantes totais (FRAP).

Analise do leite
Composicao centesimal

Para as analises de gordura, proteina, lactose, estrato seco desengordurado (ESD),
estrato seco total (EST) foram utilizadas metodologias definidas por IDF Standard por método
infravermelho; CCS seguiu a mesma metodologia, sendo obtida por citometria de fluxo
(Bianchi et al. 2014).

Niveis oxidantes e antioxidantes

A oxidacdo de proteinas (AOPP) foi medida através da técnica de Hanasand et al.
(2012), e os niveis de antioxidantes foram medidos pela técnica de poder de reducdo férrica
(FRAP) (Benzie e Strain 1996). Essas metodologias foram padronizadas para soro de leite,

conforme descrito por Radavelli et al. (2016). Os resultados foram expressos em umol /L.

Perfil de acidos graxos

As amostras de leite in natura (2 mL) para o perfil lipidico foram coletadas
individuais, no 15° dia do experimento. A extracdo lipidica foi realizada de acordo com o
método de Bligh e Dyer (1959) com algumas modifica¢6es. Um volume de 4 mL de amostras
de leite, 2,4 mL de agua, 16 mL de metanol e 8 mL de cloroférmio foram adicionados em

tubo de polipropileno e agitados por 30 minutos. Posteriormente, foram adicionados 8 mL de
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cloroférmio e NaSO4 1,5%, para promover um sistema bifésico, agitado durante 2 minutos e
centrifugado durante 5 min (3000 rpm). Uma aliquota de 5 mL de fase de cloroférmio foi
transferida para analise lipidica. A outra fase de cloroférmio de 5 mL foi retirada para
metilacao.

A metilacdo de &cidos graxos (AG) foi realizada por um método de transesterificacdo
proposto por Hartman e Lago (1973). O solvente de extrato lipidico (aproximadamente 20 mg
de gordura) foi evaporado em uma bomba de vacuo a 40°C. Posteriormente, adicionou-se 1
mL de KOH 0,4M, agitado em vortex e colocado em banho-maria em temperatura de ebuli¢éo
durante 10 minutos. Em seguida, adicionou-se 3 mL de H2SO4 1,0M e agitou-se em vortex e
foi novamente ao banho-maria por 10 minutos. Apo6s a adicdo de 2 mL de hexano, foi
realizada centrifugacdo (5000 rpm durante 5 min), retirado o hexano com os ésteres metilicos
de acidos gordos (FAME) e submetido a analise de cromatografia. Para a determinacgdo
FAME, empregou-se um modelo de cromatografia de gas 3400CX equipado com um detector
de ionizagdo de chama (Varian, Palo Alto, CA) e sistema de injecdo automatizada
(Autosampler, Varian 8200). 1uL de amostras foi colocado em um injetor duplo, operado em
modo dividido com uma propor¢do de 50:1 a 230°C. O hidrogénio foi usado como gas
transportador a uma pressao constante de 15 psi e taxa de fluxo inicial de 2,17 mL/min. As
analises foram realizadas utilizando uma coluna de cromatografia DB-WAX (30 m x 0,25
mm X 0,25 um, J & W, Folson, CA, EUA). A temperatura inicial do forno foi programada a
partir de 60°C (mantida por 1 min) a 180°C, a uma velocidade de 20°C/min, a 220°C, a uma
taxa de 2 °C/min, até 230°C, aumentando 10°C/min, e depois mantida durante 10 minutos em
isotermia. A temperatura do detector foi de 230°C e o tempo de retencdo de compostos FAME
foi identificado por comparagdo com os padrdes (FAME Mix-37, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO). Os resultados foram apresentados como porcentagem de cada AG identificada na fracdo

lipidica.

Teste de durabilidade

No ultimo dia de experimento (dia 15), foi coletado um pool homogéneo do leite das 9
ovelhas de cada grupo (500mL/grupo), armazenados separadamente em recipientes
identificados como controle (Grupo C) e tratado (Grupo T). Em seguida, as amostras de leite
foram pasteurizadas manualmente a 63°C durante 30 minutos, subdivididas em amostras de
30mL em frascos estéreis e submetidas a refrigeracdo (4°C). Testes foram realizados nos dias
0, 3,9 e 17 apos a pasteurizacdo, isto é, mensuracdo do pH (medidor Testo 205, Phmetro®),

teste do alizarol 72° teste de fervura e composicdo de sdlidos pelo analisador de leite
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infravermelho (LactoStar Funke Gerber®). Além disso, no dia 17 foi retirado 2mL de cada
amostra para mensuracdo dos niveis de AOPP e FRAP, de acordo com metodologia descrita

anteriormente.

Coleta de sangue

As amostras de sangue foram coletadas dos animais em jejum no dia 0, 10 e 15 por
venopuncado da jugular usando tubos de coleta a vacuo. Foram coletadas amostras em tubos
com ativador de coagulo (4mL), anticoagulante EDTA 10% (4mL) e citrato de sodio (2mL)

de cada animal. O material foi conservado em caixa térmica até o processamento.

Bioquimica sérica

A amostra colhida em tubo sem anticoagulante foi centrifugada (3500 giros por 10
min), separado o soro em eppendorf e armazenados a -20°C até o processamento. As analises
bioquimicas foram realizadas no aparelho Bioplus 2000, usando-se Kits comerciais e seguindo
a metodologia preconizada para cada um dos exames: proteina total (PT), albumina,
triglicerideos, glicose, colesterol, ureia e aspartato aminotransferase (AST). Os niveis de

globulina foram obtidos por calculo matematico de subtragdo (PT - albumina).

Hemograma

As amostras coletadas em EDTA foram utilizadas para realizacdo de hemograma
completo. A contagem de leucdcitos totais, eritrocitos e concentracdo de hemoglobina foram
obtidos por contador eletronico CELM modelo CC 530. O volume globular (VG) foi obtido
por centrifugacdo de tubos capilares de acordo com metodologia de Feldman et al. (2000).
Para o diferencial de leucdcitos, esfregacos sanguineos foram corados com Panético rapido e
a contagem relativa segui descricdo de Thrall et al. (2015). Os esfregacos também foram
utilizados para a contagem plaquetaria em campos homogéneos, utilizando-se a média de 5
campos corrigido ao fator de corre¢do do microscépio, segundo Thrall et al. (2015).

Niveis de oxidantes a antioxidantes no plasma

Das amostras coletadas em tubos contendo citrato de sodio uma aliquota de 0,5 mL de
sangue total foi congelada a -20°C até andlises. Nessas amostras foram obtidas a atividade das
enzimas antioxidantes SOD (superoxido dismutase) e CAT (catalase). A atividade de SOD foi
determinada por espectrofotometria através da inibi¢do da taxa de adrenocromo de formacéao

autocatalitica (McCords e Fridovich 1969), e o resultado foi expresso em U SOD/mg de
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proteina. A atividade de CAT foi medida de acordo com Aebi et al. (1984) que determina a
taxa de decomposicdo de H>O. na dgua e no oxigénio. A atividade CAT especifica foi
expressa em U CAT/mg de proteina.

O restante da amostra de sangue foi centrifugado para obtencdo do plasma,
armazenado a -20°C até as analises. Desta amostra os niveis de TBARS (substancias reativas
ao acido tiobarbitdrico) foram mensurados para verificacdo de grau de peroxidacéo lipidica,
de acordo com o método descrito por Jentzsch et al. (1996). Os resultados TBARS foram
obtidos por espectofotdmetro a 535 nm, sendo os resultados expressos em nmol MDA/mL. Os
niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) no plasma foram analisadas pelo método
descrito por Ali et al. (1992). O volume de 10 pL de soro foram incubados com 12 pL de
diclorofluorsceina por 1 mm a 37°C durante 1h no escuro. A fluorescéncia foi determinada
utilizando 488 nm para excitacdo e 520 nm para emissdao. Os resultados sdo expressos em U
DCF/mL. A atividade da glutationa S-transferase (GST) no plasma foi analisada por
espectofotometria (340 nm) pelo método modificado de Habig et al. (1974), usando 20 uL de
soro misturado a 0,1 M de tampao de fosfato de potassio, 100mM de glutationa (GSH) e 100
nM de 2,4-dinitroclorobenzeno (CDNB), usado como substrato. Os resultados foram

expressos em pmol cdnb/min/mL.

Niveis de citocinas

A interleucina-10, interleucina-1 e TNF-a no soro foram quantificada utilizando o
imunoensaio comercial Quantikine® para ovinos, de acordo com as recomendacgdes do
fabricante (R & D Systems, Minneapolis, Minnesota, EUA). A concentracao de citocinas foi
determinada por espectofotometria em micro leitor de ELISA (Tecan, Sunrise, Melbourne,

Australia).

Anélise estatistica

Os dados tabulados foram submetidos ao delineamento inteiramente casualizado, e em
seguida ao teste de normalidade (Shapiro Wilk). Os dados que ndo apresentaram normalidade
foram transformados para logaritmo, com a finalidade de normalizacdo. Em seguida foi feito a
comparacdo dos parametros entre os grupos C e T utilizando o teste de Student (Teste t),
sendo considerado significativo quando P < 0,05. Analise de variancia para medidas repetidas
foi utilizado para comparacdo ao longo do tempo (dia O a 10 e O a 15) e considerado

significativo quando P < 0,05.
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RESULTADOS

Consumo de alimentos

N&o observamos diferenca entre grupos no consumo de alimentos (P > 0,05; Fig. 2)
durante os 5 dias (dia 11-15 de experimento). Os animais de ambos 0s grupos consumiram
mais de 95% da dieta fornecida diariamente, sendo que o consumo de concentrado ocorreu na

sua totalidade, isto &, sem sobras.

Alteracdes no leite
Producéo de leite

A producdo do leite aumentou nos animais do grupo tratado (P < 0,05), sendo uma
diferenca numérica de até 0,3L por ovelha/dia (Fig. 1). Ao longo do tempo, obtivemos para

producdo de leite uma diferenca estatistica no grupo T do dia 0 para 15 (P < 0,001).

Composicéao e qualidade de leite in natura

Os resultados da composicdo e qualidade de leite in natura estdo apresentados na
Quadro 2. A composicdo do leite das ovelhas que receberam curcumina na dieta tiveram
reducdo para os niveis de gordura no dia 15 (P < 0,05), assim como redugdo de CCS nos dias
10 e 15 de experimento (P < 0,05). Houve redugao nos niveis de AOPP nos dias 10 e 15, o
que caracteriza uma reducdo nas reacdes de oxidacdo proteica (P < 0,01) no grupo T. Ja os
niveis de FRAP, um potente antioxidante total aumentou no leite das ovelhas do grupo T
comparado ao grupo C (P <0,05).

A andlise estatistica ao longo do periodo de armazenamento referente a composicao do
leite ndo diferiu em ambos os grupos (P > 0,05). Porém, andlise dos niveis de AOPP no
ultimo dia de conservacdo demonstrou manter-se mais baixo do grupo T, assim como

manteve-se elevado o0 FRAP neste mesmo grupo. Os resultados estdo expressos na Tabela 4.

Perfil de acidos graxos no leite in natura

O perfil de &cidos graxos no leite das ovelhas colhido no dia 15 de experimento foi
apresentado na Quadro 3. O &cido hexadecanoico (C16:0) sofreu reducdo no leite das ovelhas
do grupo T (P < 0,05), ao mesmo tempo em que o &cido oleico (C18:1n9c) aumentou neste

mesmo grupo comparado ao grupo C (P <0,05).

Composicéo e qualidade do leite pasteurizado ao longo do tempo — teste de prateleira
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Niveis de gordura no leite e pH ndo diferiram entre grupos (P > 0,05). Com a
pasteurizacdo observou-se diferenca entre grupos para niveis de proteina, lactose e ESD em
todos 0os momentos avaliados, isto €, leite dos animais do grupo T apresentaram esses
componentes em niveis superiores (Quadro 4) do que o controle (P < 0,05). Os niveis de
AOPP foram menores apds 17 dias de conservacdo em refrigeracdo no grupo T, assim como
os niveis de FRAP foi mais elevado neste mesmo grupo (P < 0,05) comparado ao controle.
Para os testes de alizarol e de fervura ndo foi observado diferenca entre grupos, ambos
mostravam que o0 leite estava apropriado para consumo. Ao longo do tempo, ndo foi
observado diferenca para varidveis de composicdo no leite apds pasteurizagdo em ambos 0s
grupos (P > 0,05).

Hematologia, bioquimica e imunologia
Hemograma

O eritrograma e leucograma, assim como a contagem plaquetaria estdo apresentados
na Quadro 5. Contagem de eritrécitos totais, VG, concentracdo de hemoglobina, CHCM,
VGM e contagem de plaquetas ndo diferiram entre grupos (P > 0,05), assim como nao
diferiram ao longo do tempo em ambos os grupos (P > 0,05). No entanto, houve uma
diminuicdo na contagem total de leucdcitos, decorrentes da diminuicdo de neutrofilos e
linfocitos no grupo T (P < 0,05) nos dias 10 e 15 de experimento. Contagem de mondcitos e
eosinofilos ndo diferiu entre grupos (P > 0,05). Ao longo do tempo, ndo foi observado em

ambos os grupos diferenca para variaveis de leucograma (P > 0,05).

Bioquimica sérica

Resultados referentes a bioquimica sérica foram demonstrados na Quadro 6.
Estatisticamente, os niveis de proteina total reduziram em consequéncia da diminui¢do de
globulinas nas ovelhas do grupo T no dia 15 (P < 0,05). Os niveis de albumina, ureia, AST,
triglicerideos, colesterol e glicose ndo diferiram entre grupos (P > 0,05). Ao longo do tempo
(dados ndo amostrados) observamos reducdo dos niveis de proteinas totais e globulinas nos
animais do grupo T do dia 0 para 15 (P < 0,05). Em ambos os grupos, verificou-se que com o
passar do tempo aumento nos niveis de ureia sérica do dia 0 para 10 e 15 de experimento (P <
0,001). As demais variaveis bioquimicas nao diferiram ao longo do tempo em ambos 0s
grupos (P > 0,05).

Status oxidante e antioxidante
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A atividade da CAT néo diferiu ao longo do tempo em ambos os grupos (P > 0,05).
No entanto, nos animais grupo T verificamos ao longo do tempo uma redugdo nos niveis de
ROS do dia 0 para 10 e do di 0 para 15 de experimento (P < 0,05). Também nas ovelhas do
grupo T verificamos um aumento na atividade das enzimas GST e SOD do dia 0 para 15 (P <
0,05). A atividade da CAT foi superior no grupo T no dia 15 (P < 0,05). Niveis de oxidantes e
antioxidantes séricos em ovelhas estdo representados na Quadro 7.

Niveis de citocinas

Niveis de IL-1, IL-10 e TNF-a sdo descritos na Quadro 8. Houve diminui¢do nos
niveis de TNF-a (P < 0,05) no soro das ovelhas do grupo T no dia 15, diferente dos niveis de
IL-10 que aumentaram (P < 0,05) nos dias 10 e 15 de experimento neste mesmo grupo. Os

niveis de IL-1 ndo diferiram entre grupos (P > 0,05).

DISCUSSAO

A suplementagdo de curcumina na dieta de ovelhas mostrou efeitos benéficos na satde
dos animais e consequentemente aumento da performance produtiva leiteira e qualidade do
leite. Os resultados desse estudo colaboram para o desenvolvimento da ovinocultura leiteira,
seja nos aspectos produtivos e de qualidade, assim como no aspecto humano e ambiental, uma
vez que produtos naturais ndo geram residuos em alimentos e tendem a nao ser problema
quanto a resisténcia antibacteriana. Melhorar o estado de saude das ovelhas leiteiras e da
glandula mamaéria, é necessario para uma boa producdo e qualidade do leite durante a lactacéo
(Marti et al. 2013), o que acreditamos ser potencializado nesse estudo pelos efeitos anti-
inflamatdrio e antibacteriano da curcumina (Jungbauer e Medjakovic 2012; Fu et al. 2014).
Obtivemos aumento na producdo de leite nas ovelhas suplementadas com curcumina,
acompanhado de uma diminuicdo de CCS, resultados similar ao estudo com vacas
suplementadas com um conjunto de ervas contendo Curcuma longa (Hashemzadeh-Cigari et
al. 2014). De acordo com esses autores, 0 aumento da producéo de leite das vacas néo estaria
relacionado com mudangas na digestibilidade.

Caboni et al. (2017) relataram uma relacdo inversamente proporcional entre producao
de leite e CCS e diretamente proporcional de CCS com o teor de gordura do leite, portanto a
reducdo de gordura no leite das ovelhas que ingeriram curcumina pode estar relacionada a
maior producdo de leite e diminuicdo de CCS. De acordo com literatura, a curcumina
apresenta atividade anti-inflamatoria (Jungbauer e Medjakovic 2012), atuando tanto no
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organismo do animal, como na glandula mamaria, sendo assim capaz de modular resposta
inflamatoria como ocorreu em um modelo experimental (ratos) com mastite (Fu et al. 2014); o
que poderia explicar a reducdo de CCS no leite (células inflamatdrias) em nosso estudo. Isto
porque a curcumina atua na inibicdo da expressdo das citocinas e através da inibicao direta da
quimiotaxia dos neutrofilos e das quimiocinas (Larmonier et al. 2011), assim como nha
diminuicdo das citocinas pro-inflamatérias e mediadores como TNF-a, IL-1B, responsaveis
pela migracdo de leucdcitos ao local da infecgcdo (Lu et al. 2008). Além deste mecanismo de
acao da curcumina, pesquisadores reportam efeitos apoptotico (Hu et al. 2005) e citotoxico
direto (Antoine et al. 2013), que podem levar a diminuigdo da contagem leucocitéria total no
sangue, a diminuicdo de interleucinas pré-inflamatdrias e consequentemente a diminuicdo da
CCS no leite. Portanto, a reducdo de CCS no leite sugere uma melhoria da satde do Ubere e
qualidade do leite (Hashemzadeh-Cigari et al. 2014), conforme observamos no presente
estudo no grupo T.

Pesquisadores observaram aumento da producdo de leite em vacas suplementadas com
composto de ervas contendo C. longa, e sugeriram que a producdo alterada se deve a
fermentacdo ruminal, pelo aumento da producdo de propionato e reducdo do acetato
(Hashemzadeh-Cigari et al. 2014), assim como relatado por Tekippe et al. (2013) quando
utilizados 6leos essenciais na dieta. De acordo com a literatura, com o aumento de propionato
no rimen, convertido em glicose via gliconeogénese hepatica, serve como principal fonte de
energia no Ubere para a sintese do leite (Aschenbach et al. 2010), o que poderia explicar o
aumento na producdo de leite nas ovelhas desse estudo. Pesquisa sugere que elevado valor de
CCS esta relacionada a uma menor producdo de leite pela glandula (Marti et al. 2013; Caboni
et al. 2017). N&o observamos diferenca entre grupos para o consumo de alimentos das
ovelhas, assim como descrito por Hashemzadeh-Cigari et al. (2014) para vacas leiteiras que
ingeriram extrato de C. longa na dieta, e com base nisso, uma hipdtese é que a curcumina
tenha aumentado a digestibilidade dos alimentos, e consequente maior absorcdo e
aproveitamento de nutrientes para producéo leiteira.

Nesse estudo, houve alteracdes discreta no perfil lipidico do leite, sendo que ovelhas
que receberam curcumina produziram leite com percentagem maior de acido graxo oleico e
menor do &cido graxo hexadecanoico, tornando o leite mais saudavel ao consumidor, pois
trata-se da diminuicdo da proporc¢do de um acido graxo saturado e aumento de um &cido graxo
insaturado. De acordo com a literatura, a colénia de bactéria iniciadora (cultura standart)
utilizada na producdo do queijo de ovelha influencia na composicdo protéica e de &cidos

graxos devido a acdo enzimatica distinta entre elas (Bergamini et al. 2010). De posse dessa
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informacdo, e sabendo que a curcumina tem acdo antibacteriana (Gunes et al. 2013; Fu et al.
2014), mas diferente grau de inibicdo entre cepa (Paim 2010; Ay et al. 2018), acreditamos que
a acdo da curcumina sobre determinadas bactérias pode alterar a composicédo de &cidos graxos
no leite. Isto porque, a curcumina demonstra maior interacdo com bactérias de parede celular
mais lipofilica, o que segundo autores pode ser explicada pela ligagdo da curcumina a parede
celular bacteriana, e assim refletir na composicdo de aminoéacidos e lipideos (Singh et al.
2010), ou ainda, as que possuiam parede mais hidrofobicas (Ay et al. 2018). Uma maior
sintese de propionato também poderia justificar as alteracdes no perfil lipidico do leite, assim
como a performance produtiva superior dos animais suplementados com curcumina. Em
estudo de Caboni et al. (2017) analisando leite com elevada CCS, o0s niveis de acidos graxos
saturados foram aumentados, enquanto AG de cadeia longa (C16, C18) e oleico foram
diminuidos. Os autores sugerem que essas diferencas podem estar relacionados ndo a
diferenga na composi¢do de microorganismos entre as amostras, mas sim com a liberagéo de
metabdlitos por células somaticas e alteracdo da permeabilidade no Ubere com alta CCS
(Caboni et al. 2017).

A curcumina na dieta altera comprovadamente a transcricdo génica de alguns genes
(Balogun et al. 2003; Erlank et al. 2011), o que pode também justificar a diferencga de sintese
e composicdo do leite. De acordo com a literatuta, a suplementacdo de vitamina E, que tem
propriedades antioxidante, esta envolvida na regulagdo do metabolismo da glutationa no
figado e influencia a deposicao de acidos graxos nos produtos oriundos de ruminantes (Pegolo
et al. 2016). Em virtude disso, e sabendo que a curcumina esta relacionada ao aumento de
GSH (Subudhi e Chainy 2012) e diminuicdo da peroxidacéo lipidica sérica e hepatica (Lavoie
et al. 2009; Varatharajulu et al. 2016), acreditamos que essa enzima, assim como outras
aumentadas no sangue das ovelhas pode estar relacionado ao aumento de antioxidante no leite
e consequente reducdo de reacGes oxidativas.

O uso de curcumina na dieta das ovelhas nesse estudo ocasionou o aumento de
antioxidante totais e reducdo de oxidantes no leite, similar ao observado por Biazus et al.
(2018) quando suplementou ovelhas leiteiras com disseleneto de difenila, uma forma de
selénio com potente acdo antioxidante. A suplementacdo de dietas com micronutrientes de
propriedades antioxidantes e imunitarias, como a vitamina E, Se, Zn e Cu sdo relacionadas a
melhor saude do ubere (Scaletti et al. 2003; Politis 2012). Gobert et al. (2009) afirmaram que
a combinacdo de antioxidante hidrofébico pode interagir sinergicamente com antioxidantes
lipofilicos como a vitamina E (presente naturalmente no leite) e resultar em um estado

antioxidante aprimorado, o0 que pode ter ocorrido com a curcumina em nosso estudo. De
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acordo com literatura, niveis de antioxidantes diminuem em leite com CCS elevada
(Colakoglu et al. 2017), ou seja, a saude do Ubere vai refletir em um leite de melhor qualidade
para consumidor.

A diminuicdo da contagem total de leucocitos decorrentes da diminuicdo de
neutrdfilos e linfécitos reforcam a ideia de que a dieta com curcumina teve efeito anti-
inflamatorio ja conhecida. De acordo com a literatura, a curcumina in vitro inibiu a IL-1,
estimuladora da proliferacdo de linfocitos, com consequente reducdo na secrecdo de IgG
(Sharma et al. 2007; Colotta et al. 1998), mecanismo determinante na queda de globulinas
séricas (fracdo gama) e consequentemente de proteinas totais observado no presente estudo. A
diminuicdo de citocinas TNF-a e IL-1 no uso de curcumina é explicado por haver a atenuacao
da atividade de NF-kB e consequente supressdo da expressdo de genes dessas citocitas pro-
inflamatdrias (Khan et al. 2017; Witko-Sarsat 2011). Pesquisadores descrevem o efeito pro-
apoptético da curcumina sobre neutrofilos (Colotta et al. 1998; Hu et al. 2005) e inibicdo do
recrutamento e quimiotaxia de neutrofilos e mondcitos para os locais da infec¢do (Larmonier
et al. 2011), portanto, sugerimos que a diminuicdo de TNF-o nas ovelhas tratadas com
curcumina pode estar associado a diminuicdo de neutréfilos e linfécitos circulantes, o que
consequentemente refletiu em um menor CCS no leite.

A curcumina é um antioxidante bifuncional, pois é capaz de reagir diretamente com
EROs, eliminando-os ou elevando a capacidade antioxidante total (Trujillo et al. 2013;
Alvarenga et al. 2018; Aparicio-Trejo et al. 2017). Os niveis de SOD, CAT e GST foram
superiores nas ovelhas tratadas com curcumina em nosso estudo, portanto esse aditivo ativa
diretamente ou indiretamente a via antixidante enzimatica, uma das maior importantes do
organismo. De acordo com pesquisadores, a curcumina demonstrou capacidade de induzir a
expressao de Nrf2, regulador antioxidante (Tapia et al. 2012), que ativa a expressdo de genes
da glutationa S-transferase (GST), CAT e SOD (Cardozo et al., 2013). Portanto, podemos
dizer que as ovelhas que consumiram curcumina obtiveram melhoria no sistema antioxidante,
0 que pode ter contribuido na reducdo de radicais livres, e demonstra uma melhora na
condicdo de salde desses animais. Assim, algumas das vias mais importantes para as
atividades anti-inflamatorias e antioxidantes da curcumina é através da alteracdo da
transcricdo génica, onde destacamos as vias por NF-kB e Nrf-2 (Alvarenga et al. 2018), e

assim, a melhora na resposta imune.
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CONCLUSAO

Em resumo, o uso de curcumina na dieta de ovelhas leiteiras teve acdo antioxidante e
anti-inflamatoria, minimizando o estresse oxidativo, comum em animais em lactagdo.
Consequentemente, com beneficios indiretos da suplementacao a satde das ovelhas houve um
aumento na producdo de leite. O efeito antioxidante e anti-inflamatério da curcumina foi
observado na qualidade do leite, isto é, reduziu a oxidacdo protéica e CCS, aumentando
antioxidante totais que sdo benéficos a saude dos consumidores. O aumento de um acido
graxo insaturado no leite associado a redugédo saturado, mostra que curcumina pode modular
positivamente o perfil de acido graxos. Portanto, concluimos que a adi¢do de curcumina na
dieta de ovelhas leiteiras na dose de 80 mg/animal/dia pode ser uma estratégia eficaz para
aumentar a performance leiteira e melhorar a qualidade do leite, assim como tem um produto

final com caracteristicas nutracéuticas.
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Fig. 1. Produgdo de leite média expressa em litros do grupo tratado com curcumina

(80mg/ovelha/dia) e grupo controle mensurados no dia 0, 10, 11, 12, 13, 14 e 15 do

experimento (asterisco representa diferenca estatistica entre grupos — P < 0,05).
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Quadro 1. Ingredientes e composicao dieta fornecida as ovelhas durante o experimento de 15

dias do grupo controle e tratado com curcumina.

Ingredientes Kg MV/dia Kg MS/dia
Silagem (kg) 3,6 1,3
Concentrado! (kg) 0,8 0,7
Composicdo quimica Silagem de milho Concentrado®
Matéria seca, % 33,03 88,71
Matéria mineral, % da MS 4,22 7,74
Matéria organica, % da MS 95,78 92,26
Proteina bruta, % da MS 7,18 16,14
FDN, % da MS 55,66 19,17
FDA, % da MS 21,77 3,48

L Ingredientes presentes em 100kg de concentrado: milho moido (67.13%), farelo de soja (27.78%), calcério
calcitico (0.93%), bicarbonato de sédio (0.46%) e 3.7% de nlcleo (calcio 195-220g, fésforo min. 39¢g, sédio min.
75g, enxofre min. 18g, magnésio min. 12g, cobalto min. 45mg, iodo min. 65g, manganés min. 1300mg, selénio
min. 15mg, zinco min. 3500mg, niacina min. 500 mg, vit. A min. 316000mg, vit D3 min. 63000 UI, vit. E min.
650 U, fldor méx. 390mg em 1kg do produto).

MV (matéria verde), MS (matéria seca), FDN (fibra em detergente neutro), FDA (fibra em detergente &cido).



Quadro 2. Andlise centesimal da composicao do leite e niveis de oxidante (AOPP) e

antioxidante (FRAP) de ovelhas leiteiras tratadas com curcumina (80mg/ovelha/dia) e do

grupo controle nos dias 0, 10 e 15 do experimento.

Variavel Dia Controle Tratados P
Gordura (g/100g) 0 8,12 £ 0,90 7,59 +1,33 0,77
10 7,93+0,98 7,41 £ 0,96 0,47
15 7,718+ 0,88 6,78 £ 0,83 0,02
Proteina (g/100g) 0 4,45 + 0,35 4,30 £ 0,36 0,90
10 4,73 +0,23 4,78 £0,43 0,93
15 4,70 £ 0,29 4,63 0,29 0,89
Lactose (g/1009) 0 4,47 £0,18 4,59 £ 0,22 0,94
10 4,50 £0,21 4,69 0,16 0,97
15 4,62 +£0,17 4,87 £0,15 0,82
EST (g/1009) 0 18,19+ 1,20 17,3+1,28 0,24
10 18,30+ 1,38 18,38 £ 1,62 0,79
15 17,80+ 1,33 17,3+0,91 0,94
ESD (g/1009) 0 9,80+0,31 9,77 £ 0,53 0,82
10 10,10 £ 0,32 10,37 £ 0,68 0,91
15 10,20 £ 0,38 10,41 +£ 0,34 0,92
CCS (CSx1000mL) 0 273,70 + 121,50 310,80 + 182,60 0,84
10 401,20 £+ 222,00 114,10 + 32,40 0,04
15 311,00 £ 172,40 134,10 £ 61,50 0,05
AOPP (umol/L) 0 244,40 + 72,40 256,00 + 36,70 0,94
10 316,50 + 44,70 186,10 + 56,00 0,01
15 302,60 + 74,30 187,50 £+ 29,40 0,00
FRAP (umol/L) 0 1508,20 + 400,20 1624,00 + 628,00 0,83
10 1324,10 + 324,4 1574,60 + 182,50 0,12
15 1157,70 + 209,7 1526,20 + 374,00 0,04

EST (extrato seco total), ESD (extrato seco desengordurado), CCS (contagem de células somaticas), AOPP (niveis de produtos da oxidacéo
proteica), FRAP (poder antioxidante de reducéo do ferro).

Valores de média e desvio padréo.
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Quadro 3. Perfil de acidos graxos do leite de ovelhas tratadas com curcumina
(80mg/ovelha/dia) e grupo controle coletado no 15° dia de experimento.

Variavel (%) Controle Tratado P

C6:0 0,84 £ 0,05 0,77 £ 0,05 0,87
C8:0 1,16 + 0,08 1,10+£0,14 0,79
C10:0 5,01 £ 0,40 4,91 +0,82 0,89
C11:0 0,11 £ 0,05 0,12 £ 0,04 0,94
C12:0 3,85+ 0,46 4,07 £ 0,86 0,76
C13:0 0,13 +0,03 0,14 £ 0,03 0,97
C14:.0 11,09 + 0,73 10,34 + 1,40 0,84
Cl4:1 0,12 £ 0,03 0,13+0,03 0,950
C15:0 1,12 +£0,15 1,13+0,26 0,96
C15:1 0,29 £ 0,06 0,28 £ 0,09 0,97
C16:0 32,90 +£2,48 29,41 £ 1,50 0,04
C16:1 1,12+0,11 1,14 +0,15 0,85
C17:0 0,70 £ 0,05 0,81£0,25 0,26
Cl7:1 0,26 + 0,04 0,34 £0,15 0,48
C18:0 13,42 + 1,08 12,93 + 2,54 0,84
C18:1n9c 24,12 £ 1,72 27,64 £ 1,57 0,02
C18:2n6c 2,82 +0,99 3,47 £1,05 0,72
C18:3n6 0,13 £ 0,06 0,16 £ 0,06 0,57
C18:3n3 0,14 £ 0,03 0,17 £ 0,05 0,38
C20:0 0,30 £ 0,02 0,29 £ 0,04 0,89
C20:1 0,08 £ 0,03 0,09 £ 0,08 0,90
C20:2 0,09 £ 0,04 0,11 £ 0,04 0,76
C20:4n6 0,24 £ 0,04 0,26 £ 0,06 0,85
C22:0 0,07 £0,01 0,07 £ 0,01 0,99
C22:2 0,08 £ 0,02 0,10 £ 0,03 0,66

*Valores de média e desvio padrdo. Note: acido graxo capréico (C6:0), caprilico (C8:0), céprico (C10:0),
undecilico (C11:0), laurico (C12:0), tridecilico (C13:0), miristico (C14:0), miristoléico (C14:1), pentadecandico
(C15:0), pentadecendico (C15:1), palmitico (C16:0), palmitoléico (C16:1), malgarico (C17:0), heptadecendico
(C17:1), estearico (C18:0), oleico (C18:1n9¢), linoleico (C18:2n6¢c), y-linolénico(C18:3n6), linolénico
(C18:3n3), araquidico (C20:0), gondoico (C20:1), 11,14-eicosadiendico (C20:2), araquiddnico (C20:4n6),
behénico (C22:0), 13,16-docosadienoico (C22:2).



Quadro 4. Alteragdes na composicdo e niveis de oxidante (AOPP) e antioxidante (FRAP) do
leite pasteurizado de ovelhas tratadas com curcumina (80mg/ovelha/dia) e grupo controle, nos

dias 0, 3, 9 e 17 em refrigeracdo.

Variavel Dia Controle Tratado P
Gordura (g/100g) 0 6,60 + 0,90 6,68 £ 0,70 0,90
3 6,53 + 0,02 6,58 + 0,30 0,74
9 5,78 + 0,50 6,33 £ 0,60 0,54
17 6,13+ 0,20 6,09 £ 0,10 0,92
Proteina (g/100g) 0 3,83+£0,20 4,58 +£0,19 0,00
3 3,83+0,17 4,42 +£0,22 0,00
9 3,66 £0,17 4,45+0,18 0,00
17 3,88 £0,20 4,43 +0,11 0,00
Lactose (g/100g) 0 5,61+0,14 6,75+ 0,17 0,00
3 5,61 + 0,40 6,48 £ 0,20 0,00
9 5,36 + 0,15 6,53 + 0,09 0,00
17 5,60+ 0,13 6,49 + 0,21 0,00
ESD (g/100g9) 0 10,38 £ 0,61 12,27 £ 0,51 0,00
3 10,37 £ 0,60 11,87 £ 0,48 0,00
9 9,91 +£0,20 11,93 +£0,28 0,00
17 10,4 + 0,17 11,93 +£0,24 0,00
pH 0 6,62 + 0,14 6,66 + 0,24 0,87
3 6,64 + 0,20 6,68 + 0,32 0,74
9 6,61 + 0,32 6,64 + 0,28 0,82
17 6,6 + 0,20 6,6 £ 0,15 0,94
AOPP (umol/L) 17 245,31 137,3 £ 27,40 0,00
FRAP (umol/L) 17 1473 + 420 1948 + 210 0,00

ESD (extrato seco desengordurado), pH (potencial hidrogeniénico), AOPP (niveis de produtos da oxidacéo
protéica), FRAP (poder antioxidante de redugdo do ferro).
Valores de média e desvio padréo.
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Quadro 5. Hemograma completo de ovelhas leiteiras do grupo tratado com curcumina
(80mg/ovelha/dia) e grupo controle nos dias 0, 10 e 15 do experimento.

Variavel Dia Controle Tratados P
VG (%) 0 285+6,1 30,5+4,6 0,82
10 29,1+47 27,7+3,3 0,81
15 30,4 +4,6 29,7+25 0,92
Eritrocitos (x10%/uL) 0 76+3,1 74+23 0,75
10 8,7+21 8,6+1,2 0,93
15 9,0£0,5 9,3+£0,6 0,23
Hemoglobina (g/dL) 0 92+18 9012 0,89
10 92+14 89+0,9 0,88
15 99+16 95+0,7 0,44
VGM (fL) 0 41,4+11.8 438+12,4 0,94
10 30,9+6,3 29,3+4,3 0,88
15 33,9+6,3 32,029 0,83
CHGM (%) 0 32,2+13 29,8 +3,0 0,70
10 316+1,3 32,1+15 0,90
15 324+16 320+£1,0 0,97
Plaquetas (x10%/uL) 0 266,1 + 56,5 218,0 £57,8 0,73
10 279,2 £43,0 283,1+72,1 0,87
15 291,5+50,8 289,4 £ 41,2 0,95
'(‘)fl”(‘;gc/’ﬁ'tc)’s Totats 0 79419 76414 0,93
10 85+23 6,619 0,05
15 92+18 6,9+0,8 0,01
Neutrdfilos (x10%/pL) 0 34+10 34%05 0,84
10 31+10 28+10 0,18
15 39+0,8 2,7+04 0,04
Linfdcitos (x10%/uL) 0 38+15 36+13 0,74
10 43+13 29+1.2 0,03
15 42+12 33+£05 0,04
Mondcitos (x10%/uL) 0 0,3+£0,2 0,2+0,2 0,93
10 04+0,3 0,4+0,2 0,98
15 05+0,.2 04+0,1 0,87
Eosinofilos (x10%/uL) 0 04+04 04+£04 0,95
10 0,7+04 05+0,3 0,90
15 0,7+0,6 06+0,3 0,86

VG (volume globular), VGM (volume globular médio) e CHGM (concentracéo de hemoglobina globular média.
*Valores de média e desvio padréo.



Quadro 6. Bioquimica sérica de ovelhas leiteiras tratadas com curcumina (80mg/ovelha/dia)

e grupo controle nos dias 0, 10 e 15 do experimento.

Variavel Dia Controle Tratado P
PST (g/dL) 0 7,14 £ 0,80 6,87 £ 0,51 0,78
10 6,43 +0,75 6,43 £ 0,50 0,87
15 6,73+ 1,20 5,62 £ 0,62 0,05
Albumina (g/dL) 0 2,22 £0,51 2,02+0,24 0,92
10 2,24 0,40 2,01 +0,16 0,88
15 2,22 £0,35 2,02 +0,28 0,92
Globulinas (g/dL) 0 4,92 + 0,54 4,85 + 0,55 0,94
10 4,78 + 0,52 4,42 + 0,50 0,79
15 4,51+1,10 3,42 £ 0,76 0,04
Glicose (mg/dL) 0 88,4 +13.2 87,6 £18,2 0,95
10 90,1+13,7 82,7+6,1 0,64
15 73,1+£9,6 71,2+ 135 0,87
Triglicerideos (mg/dL) 0 35,1+10,0 38,8+94 0,92
10 21,1+9,0 23,3+9,6 0,90
15 445+ 13,8 41,2+18,1 0,86
Colesterol (mg/dL) 0 66,0 £ 8,8 67,674 0,94
10 60,4 £ 6,3 65,5+ 14,2 0,86
15 73,6 +£9,6 71,2+ 139 0,89
AST (UI/L) 0 74,1 £ 20,5 69,3+9,2 0,77
10 71,1+£216 82,6 £ 15,2 0,86
15 73,0 £ 15,2 83,5+25,0 0,89
Ureia (Ul/dL 0 158+6,4 19,1+79 0,74
10 27,3+8,5 253+3,1 0,80
15 32,6 6,3 27,0+7,0 0,43

PST (proteina sérica total), AST (aspartato aminotransferase).

Valores de média e desvio padréo.
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Quadro 7. Niveis séricos de oxidantes (TBARS e ROS) e antioxidantes (GST, CAT e SOD)
de ovelhas leiteiras suplementadas com curcumina (80mg/ovelha/dia) e grupo controle nos

dias 0, 10 e 15 do experimento.

Variavel Dia Controle Tratados P
ROS no plasma (U DCF/mL) 0 7,70 £1,80 7,72 250 0,87
10 10,59+2,60 5,00+0,70 0,00
15 8,51+0,81 582+1,0 0,00
GST no plasma (umol cdnb/min/mL) 0 8,65 + 3,17 7,77 +£5,0 0,86
10 6,52+150 10,18+2,10 0,02
15 981+159 1566+280 0,00
CAT no sangue total (U CAT/mL) 0 5,99+ 1,08 5,51+0,84 0,75
10 5,12 £ 0,52 584+093 0,09
15 5,01+0,61 6,10£0,89 0,05
SOD no sangue total (U SOD/mL) 0 3,01 £0,54 2,77 £ 0,42 0,80
10 2,46 + 0,26 309+0,26 0,01
15 2,72 +0,34 336+052 0,03

TBARS (substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico), ROS (espécies reativas ao oxigénio), GST (glutationa S-
transferase), CAT (catalase), SOD (superdxido desmutase).
Valores de média e desvio padréo.
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Quadro 8. Desvio médio e padrdo de citocinas (TNF-a, IL-1 e IL-10) nos dias 0, 10 e 15 dias

de ovelhas leiteiras suplementadas com curcumina na dieta.

Variavel Dia Controle Tratados P
0 110,0+£9,6 108,7+7,1 0,74
TNF-a. (pg/mL) 10 1149+11,7  101,2+6,9 0,08
15 104,6 £5,5 91,7+78 0,001
IL-1 (pg/mL) 0 63,7+4,8 69,3+ 8,9 0,56
10 615+7,1 60,4 + 6,4 0,79
15 61,6 £5,7 54,7+75 0,06
IL-10 (pg/mL) 0 115,7+146  121,3+11,7 0,72
10 118,6 +9,5 135,6 £ 10,8 0,02
15 116,1 +£6,7 136,0 + 3,4 0,001

Diferenca estatistica (P < 0.05) com teste t-Student. TNF-a (fator de necrose tumoral); IL-1 (interleucina 1); IL-
10 (interleucina 10).
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RESUMO

Curcumina tem potente acdo antioxidante e anti-inflamatoria, assim como outras propriedades
medicinais. Apesar da curcumina ser um aditivo na alimentagdo animal, raros sdo os trabalhos
com ruminantes. Nossa hipdtese € de a curcumina disponibilizada na dieta ndo seja
aproveitada em sua totalidade devido ao processo de fermentacdo no rimen. Sendo assim, o
objetivo deste estudo foi primeiramente produzir nanocapsulas contendo curcumina e
posteriormente avaliar se a adicdo dessas formulac6es na dieta de ovelhas leiteiras mantém ou
potencializa os efeitos antioxidante a anti-inflamatérios. As nanocapsulas foram preparadas
através do método de deposicao interfacial do polimero pré-formado, empregando dois
polimeros conhecidos como Poli (e-caprolactona) (PCL) e Eudragit L-100. O polimero de
Eudragit tende a sofrer a influéncia do pH intestinal (jejuno), onde as nanocéapsulas rompem-
se e liberam a curcumina para ser absorvida. J& o polimero PCL pode liberar a curcumina em
qualquer parte do sistema digestivo dos animais, mas lentamente. De posse das formulacdes,
um estudo preliminar foi conduzido utilizando 12 ovelhas leiteiras divididas em quatro grupos
(trés animais cada), que receberam a suplementacdo homogeneizada no concentrado. O grupo
A foi usado como controle (sem suplementacdo); o grupo B consumiu curcumina livre na
dieta (30 mg/kg de concentrado); o grupo C consumiu nanocépsulas de PCL contendo
curcumina (3 mg/kg de concentrado); e o grupo D consumiu Eudragit L-100 contendo
curcumina (3mg/kg de concentrado). Individualmente, as ovelhas consumiram 0,8 kg de
concentrado ao dia durante 7 dias. No leite ndo houve diferenca na producdo e composigédo
entre grupos (P > 0,05). Verificamos que o nimero de leucdcitos totais reduz devido a
diminuicdo de linfocitos, monacitos, eosinéfilos e neutrdfilos no sangue dos animais do grupo
D, assim como niveis de globulinas no soro também reduziram (P < 0,05) comparado ao
demais grupos. A capacidade antioxidante total e enzimas antioxidante no soro foi elevada
nas ovelhas do grupo D, o que consequentemente reduziu a lipoperoxidagdo (P < 0,05).
Concluimos gue as nanocapsulas de curcumina produzidas a partir do polimero Eudragit L-
100 potencializam a acdo anti-inflamatdria e antioxidante em ovelhas leiteiras quando usada

na dieta diariamente, em uma dose 10 vezes menor que curcumina livre.

Palavras-chave: nanotecnologia, antioxidantes, ovelhas leiteiras, lipoperoxidase, leucécitos

totais.
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INTRODUCAO

O uso de curcumina, derivada da Curcuma longa vem sendo utilizado na terapéutica
de humanos e animais por inumeros beneficios, tais como o seu efeito antibidtico (Sarkar et
al., 2016), antioxidante e protetor de peroxidacdo lipidica (Akinyemi et a., 2017; Momeni e
Eskandari, 2017), além de promotor de crescimento e desempenho dos animais com grande
margem de seguranca no seu uso (Dono, 2013). Apesar da curcumina ser considerado um
aditivo e liberado para uso na alimentagdo animal, estudo com ruminantes sao raros, diferente

do que acontece com aves (Rajput et al., 2013).

Todavia, a curcumina na sua apresentacdo natural (livre) possui algumas
desvantagens, como a sua baixa solubilidade em &gua, instabilidade em pH neutros e
alcalinos, baixa biodisponibilidade e eliminacdo rapida (Wang et al., 2009; Memvanga et al.,
2013). Uma forma de melhorar a eficacia e as propriedades biofarmacéuticas da curcumina é
utilizando nanotecnologia para obter nanoparticulas (Ruenraroengsak et al., 2010; Arshad et
al., 2014), que de acordo com a literatura, potencializam as propriedades dos compostos,
drogas e farmacos (Singh e Lillard, 2009). A nanotecnologia com poli e-caprolactona (PCL)
seria uma forma de potencializar a curcumina, pois prolongaria a eficacia terapéutica e tempo
de circulagdo (Dash e Konkimalla, 2012; Manjili et al., 2017). Outra forma de produzir
nanocapsulas é usando o polimero de Eudragit, que também tem liberacdo do principio ativo
lenta, assim como em pH especifico do sistema digestivo (Beloqui et al., 2014; Sasidharan et
al., 2016), melhorando a disponbilidade local contra estresse oxidativo e absorcdo a nivel
intestinal (Catalan-Latorre et al., 2016; Yao et al., 2017). Estas metodologias podem ser Uteis
para aplicagdo em alimentos funcionais, suplementos ou produtos farmacéuticos (Liu et al.,
2018) como € o caso da curcumina. Além disso, a curcumina pode ndo chegar ao intestino
para ser absorvida, e dessa forma, suas propriedades medicinais ndo seriam detectadas. Nossa
hipbtese € de a curcumina disponibilizada na dieta ndo seja aproveitada em sua totalidade
devido ao processo de fermentacdo no ramen, e quando na formulacdo de nanocapsulas,
poderia ocorrer maior biodisponibilidade de curcumina, potencializando a agdo antioxidante e

anti-inflamatoria.

A ovinocultura de leite € um dos setores que mais carece e pesquisas aplicados para
melhoria produtiva. A producdo de leite em ovelhas causa diversos distdrbios metabolicos, e
consequentemente ocorre uma exaustdo de sistemas antioxidantes, assim como aumento de

mediadores inflamatdrios em animais saudaveis, contribuindo para ocorréncia de estresse
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oxidativo (Pietro, 2011) que tem efeitos destrutivos quando exacerbado na salde e produgao
animal. Portanto, o objetivo deste estudo foi produzir nanocapsulas dispondo de dois
polimeros distintos e avaliar se a adicdo dessas formulacdes na dieta de ovelhas leiteiras
mantém ou potencializa os efeitos antioxidante e anti-inflamatorios, assim como, se interfere

na performance produtiva.

MATERIAL E METODOS

PRODUTO

A curcumina usada nesse estudo na forma livre na alimentacdo das ovelhas, assim
como a usada para producdo das nanocapsulas de curcumina foi comprada da empresa

Sigma®.
PREPARACAO DAS NANOCAPSULAS

As nanocéapsulas foram preparadas através do método de deposicdo interfacial do
polimero pré-formado, empregando dois polimeros: Poli (e-caprolactona) e Eudragit L-100. A
fase organica da formulagdo contendo o polimero poli (e-caprolactona) (PCL) (1%), crodamol
(1,65%), Curcumina (0,2%) e monoestearato de sorbitano (0,38%) foi dissolvida em acetona
(67 mL) durante 1 hora a 40 °C. Enquanto a fase organica da formulagédo contendo o polimero
Eudragit L-100 (1%), crodamol (1,65%), Curcumina (0,025%) e monoestearato de sorbitano
(0,38%) foi dissolvida em alcool etilico (67 mL) durante 15 min a 40 °C. As fases organicas
foram vertidas nas fases aquosas correspondentes contendo Polisorbato 80 (0,76%) e agua
ultrapura (134 mL). Ap0s agitacdo durante 15 min foi realizada a evaporacdo do solvente
organico sob pressdo reduzida, com o auxilio de um evaporador rotatério, até o volume de
formulacéo desejado (25 mL) com controle de temperatura (40 °C) (CORADINI et al., 2014).

CARACTERIZACAO DAS NANOCAPSULAS

Ap0s o preparo, as formulagdes foram caracterizadas de acordo com tamanho médio das
particulas, indice de polidisperséo, potencial zeta e pH. As analises de tamanho da particula,
indice de polidispersdo e potencial zeta foram realizadas utilizando o equipamento Zetasizer
(Zetasizer® nano-ZS modelo ZEN 3600, Malvern). Para a determinagio do tamanho e do
indice de polidispersdo empregou-se a técnica de espalhamento de luz dindmico, enquanto o
potencial zeta foi determinado através da técnica de mobilidade eletroforética. O pH foi

determinado diretamente nas formulagBes com auxilio de um potencidbmetro (DM-22,
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Digimed®) previamente calibrado com solugdo padrdo. Todos os resultados foram expressos
como média + desvio padrdo a partir da leitura em triplicata (ROSSI et al., 2017).

PRODUCAO DAS RACOES

Primeiramente, a curcumina livre e nano-encapsulada foram misturadas a 0,5 kg de
milho moido em homogeneizador do tipo ‘Y’ durante 5 minutos, para entdo serem misturadas

aos demais ingredientes do concentrado a ser utilizado durante o experimento.

Todos os animais foram alimentados em comedouros individuais, recebendo apos a
ordenha da manha e da tarde a quantidade de 400g de concentrado (Tabela 1) e 1,8kg de
silagem de milho, totalizando 0,8kg de concentrado e 3,6kg de silagem/dia. Agua foi
disponibilizada ad libitum.

ANIMAIS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram utilizadas 12 ovelhas da raca Lacaune com periodo de lactacdo de 60 dias,
animais escolhidos ao acaso dentre um grupo de animais higidos. Os animais foram divididos
em quatro grupos, com trés animais cada, sorteados ao acaso em delineamento inteiramente
casualizado. Os animais do Grupo A foram usados como controle (sem curcumina na dieta);
as ovelhas do grupo B consumiram concentrado contendo 30 mg/kg de curcumina pura; as
ovelhas do grupo C consumiram ragdo contendo nanocapsula de (e-caprolactona) (PCL)
contendo curcumina na dose de 3mg/kg de concentrado; e por fim, os animais do grupo D
receberam no concentrado suplementacdo com Eudragit L-100 contendo curcumina na dose
de 3 mg/kg de concentrado. De acordo com a literatura, a nanotecnologia potencializa em até
9 vezes o efeito de uma molécula, droga ou farmaco (Yu E Huang, 2012), motivo que usamos
a dose de 10x menor nesse estudo preliminar. Também ndo é possivel incluir grande
quantidade de nano particulas de curcumina nas nanocapsulas, o que faz com que a dose seja

baixa. Os animais receberam as dietas experimentais por sete dias consecutivos.
COLETA DE SANGUE

Nos dias 0 e 8 de experimento foi realizada a coleta de amostra de 4mL de sangue por
venopuncdo jugular em tubos contendo anticoagulante EDTA para exame de leucograma,
assim como 4mL de sangue em tubos com ativador de coagulo para obtencdo do soro

destinados a mensuracdo bioquimica e antioxidantes. O sangue total foi centrifugado durante
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10 minutos a 3000rpm, e o soro separado em microtubos, mantidos congelados (-20°C) até

analises.
LEUCOGRAMA

A contagem total de leucdcitos foi obtida por contador semiautomatico (CELM CC-
550), e para o diferencial de leucocitos foi realizado esfregaco sanguineo corado com

Panotipo rapido para identificacdo e contagem relativa de 100 células (Thrall et al., 2015).
BIOQUIMICO

Niveis de proteinas totais (PT) e albumina foram obtidas por analisador
semiautomatico (Bioplus 2000), usando kits comercial (Analiza) seguindo as instrucdes
técnicas do fabricante. O valor de globulinas foi obtido matematicamente pela diferenca de

PT e albumina.
ANTIOXIDANTES

No soro, a atividade da glutationa peroxidase (GPx) foi medida indiretamente através
da taxa de oxidacdo de NADPH a 340 nm usando hidroperoxido de cobre (CuOOH), de
acordo com Wendel (1981). A atividade da superoxido dismutase foi determinada de acordo
com o principio da auto-oxidacdo do pirogalol, inibido na presenca de SOD. A variacdo da
densidade éptica foi determinada cinéticamente durante dois minutos a 420 nm, em intervalos
de dez segundos de acordo com a metodologia descrita por Beutler (1984). A atividade
enzimética da GPx e SOD foi expressa como U mg™ de proteina. Ja a atividade no soro foi
testada por espectrofotometria ultravioleta (Shimadzu-UV1800). A alteracdo da absorvéncia
de H202 apds 60 s foi medida a 240 nm; e a atividade da catalase (CAT) foi calculada e

expressa em U mg de proteina usando o método descrito por Nelson & Kiesow (1972).

A capacidade antioxidante total (TAC) contra radicais de peroxido foi determinado de
acordo com o método descrito por Amado et al. (2009) com modificagdo para mamiferos.
Este método consiste em encontrar a capacidade antioxidante dos tecidos usando um substrato
fluorescente (2 ', 7' diclorofluoresceindiacetate - H2DCF-DA) e a producdo de radicais
perdxidos por decomposicéo térmica de ABAP (2.2'-azobis 2
methylpropionamidinedihydrochloride). A fluorescéncia foi determinada através de um leitor
de microplacas (Spectramax 13), a 37 ° C (excitagdo: 485 nm; emissdo: 530 nm) com leituras

a cada 5 min, durante 30 min. A concentracdo de proteina no soro foi determinada pelo
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método de Coomassie Blue segundo Read e Northcote (1981), utilizando albumina de soro
bovino como padréo. Os resultados da TAC foram expressos U.F. mg de proteina.

LIPOPEROXIDACAO

A metodologia foi baseada em Hermes-Lima et al. (1995) com algumas modifica¢des
por autores, denominadas Fox com base na oxidacdo de Fe (Il) em condi¢es &cidas. O
método Fox mede os perdxidos lipidicos, um dos principais produtos de peroxidacéo lipidica.
Para medic6es de lipoperoxidacdo (LPO) foram adicionados sequencialmente FeSO4 (1 mM),
H2S04 (0,25 M), laranja xilenol (1 mM, Sigma) e agua Milli Q. Amostras ou metanol
(espagos em branco) foram adicionados e incubados durante 30 min. Posteriormente,
determinou-se a absorvéncia (550 nm) e o hidroperoxido de cumeno (CHP; Sigma) foi
utilizado como padrdo. A LPO foi expressa em equivalentes de hidroperoxido de cumeno

(CHP) por nmol por mL.
MENSURACAO DA PRODUCAO E ANALISE DO LEITE

O leite das 12 ovelhas foi mensurado no dia 0 e 8 do experimento durante a ordenha,
por meio de medidor Milk Meter®. Do tubo coletor, ap6s a ordenha, foi coletado 40mL do
leite individual para andlise centesimal (lactose, gordura, proteina e extrato seco
desengordurado). As amostras individuais do leite foram processadas em analisador
automatizado de leite Funke Gerber® (Labortechnik, Berlin, Alemanha) para obtencdo dos
dados de gordura total, proteina, extrato seco desengordurado e lactose nos dias 0 e 8 do

experimento.
ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade, sendo que os dados que néo
apreseram distribuicdo normal (variaveis do leucograma) foram transformados para
logaritmo. Na sequéncia, uma analise de variancia de duas vias foi realizada com a finalidade
de comparacdo entre grupos nos dois momentos (dias O e 8) e ao longo do tempo (dia O para
8). Considerou-se significativo quando P < 0,05. Resultados foram apresentados em média e

desvio padréo.

RESULTADOS

NANOCAPSULAS DE CURCUMINA
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As nanocépsulas apresentaram tamanho médio de particula entre 160 e 200 nm, para as
formulagbes contendo 0,25 mg/mL (Eudragit L-100) e 2 mg/mL (PCL) de curcumina,
respectivamente (Tabela 2). Além disso, as duas formulacbes apresentaram indice de
polidispersdo em torno de 0,1, indicando a uniformidade no tamanho das particulas. Ainda,
pode-se observar que as nanocapsulas apresentaram potencial zeta negativo e pH &cido, de

acordo com os constituintes da formulag&o.
LEUCOGRAMA

A contagem de leucdcitos totais diminuiu apenas no grupo D no dia 8 do experimento
quando comparado aos demais grupos (P < 0,05), o que ocorreu em consequéncia da
diminuicdo do namero de linfocitos, eosinéfilos e mondcitos comparado ao grupo controle (P
< 0,05). Ao longo do tempo, verificamos uma reducdo de leucocitos totais do dia 0 para 8 de
experimento, devido a reducéo significativa de neutrofilos e mondcitos para o grupo D (P <
0,05) (Tabela 3).

BIOQUIMICO SERICO

Os niveis de proteinas totais e albumina ndo diferiram entre grupos, ao contrario dos
niveis de globulinas que reduziram nos animais do grupo D comparado ao grupo A (Tabela
4). Da mesma forma, ao longo do tempo observou-se reducdo dos niveis de globulinas nas

ovelhas do grupo D do dia 0 para 8 desse estudo (P < 0,05).
RELACAO OXIDANTES E ANTIOXIDANTES TOTAIS

A capacidade antioxidante total no soro aumentou expressivamente nos animais do
grupo D no dia 8 do experimento (P < 0,0001) comparado aos demais grupos. Um aumento
discreto da TAC também foi verificado no soro das ovelhas do grupo B (P < 0,05). J& a
lipoperoxidacdo foi menor nos trés grupos testes (grupos B, C e D) no soro comparado ao
grupo controle (grupo A), sendo mais acentuada a redugédo no grupo D (Figura 1). Ao longo
do tempo verificamos que a lipoperoxidacdo reduziu nas ovelhas do grupo que recebeu na
dieta curcumina na forma de nanocapsula de Eudragit (P < 0,05). J& a capacidade antioxidante

total nos animais desse grupo aumentou drasticamente do dia 0 para o dia 8 de experimento.
ENZIMAS ANTIOXIDANTES

N&o observamos diferenga na atividade da SOD e GPx entre grupos nos dois
momentos (P > 0,05), diferente a atividade da CAT que aumentou no soro das ovelhas do
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grupo D no dia 8 comparado aos grupos A e B (Tabela 3). Ao longo do tempo, as trés
enzimas (SOD, CAT e GPx) aumentaram significativamente sua atividade no soro das

ovelhas do grupo D do dia O para 8 de experimento.
PRODUCAO E COMPOSICAO DO LEITE

A producéo de leite, assim como a composicao centesimal no leite (gordura, proteina,
lactose, extrato seco desengordurado) ndo diferiu entre grupos nos dois momentos (P < 0,05)

(Tabela 4) e ao longo do tempo (P > 0,05).

DISCUSSAO

O tamanho nano permite que as particulas penetrem através dos tecidos de forma
eficiente e atravessem barreiras biologicas (Singh e Lillard, 2009), pensando nisso esse estudo
foi planejado. A biofabricacdo da droga com sele¢do cuidadosa e radical do polimero é outro
fator a ser considerado para a correta absorcdo e funcionalidade (Chowdhury et al., 2017),
pensando-se em ruminantes, com o pH alcalino ruminal, é ainda mais desafiador a
administracdo de principio ativo sem a inativacdo pelo pH ou microrganismos locais.
Portanto, o tamanho, a carga e o tipo de revestimento na superficie da nanoestrutura tém
uma forte influéncia sobre como eles serdo reconhecidos pelas células (Moros et al., 2012).
As caracteristicas fisico-quimicas das nanoestruturas podem afetar a forma como o sistema
imunoldgico detecta e reage (Martins et al., 2015), sendo importante, portanto, determinar a
aceitacdo entre espécies e estruturas poliméricas. Os avangos dos estudos em
nanotecnologias, e neste caso, pela primeira vez aplicado em pequenos ruminantes, fornece
contribuicdo para o desenvolvimento de biomateriais a serem aplicados em medicamentos
ou alimentos a espécie (Buehler e Cranford, 2010), visando fortalecer a saude animal e
consequentemente a performance produtiva. Além disso, a aceitacdo dessas nanoestruturas
em produtos alimentares oriundos de animais tratados depende fortemente da garantia de
gue esta nova tecnologia seja benéfica e saudavel também ao consumo humano (Martins et
al., 2015). No presente estudo verificamos maior potencial da nanotecnologia quando usado
polimero eudragit, no entanto trata-se de um estudo preliminar, pois usamos apenas uma
dose, por um periodo curto de tempo, assim como apenas uma espécie animal. No entanto,
cabe ressaltar que os resultados preliminares foram satisfarorios e surpreendentes.

A atividade anti-inflamatoria e antioxidante da curcumina ja € bem documentada
(GOmez-Estaca et al., 2017; Mary et al., 2018; Zhang et al., 2018; Rauf et al., 2018), sendo

reportado alteracBes nos niveis de citocinas pro-inflamatdria, inibicdo da proliferacdo e
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apoptose de células de defesa, assim como aumento de antioxidantes totais enzimaticos e ndo
enziméticos. Consequentemente, pesquisadores reportam que relacionado ao aumento de
antioxidantes ocorre uma diminuicdo da peroxidacéo lipidica e a expressdo SIRT2 (Keskin-
Aktan et al., 2018), proteina esta que envolve a regulacdo das respostas ao estresse oxidativo
(Wang et al., 2007). De acordo com a literatura, a expresséo de SIRT2 tem correlagdo positiva
com o nivel de malondialdeido, estando relacionado com a peroxidagdo lipidica e a
diminuicdo da expressdo induzida por curcumina (Keskin-Aktan et al., 2018) diminuiu
significativamente a apoptose induzida por radicais livres (Nie et al., 2014).

Tentativas foram realizadas para elevar a atividade de compostos antioxidantes, como
curcumina através do encapsulamento em nanoparticulas. A nanoencapsulacédo de curcumina
potencializou a eficiéncia antioxidante e antibacteriana (Hussain et al., 2017). Nanocapsulas
de poli (e-caprolactona) (PCL) contendo curcumina contribuiram para melhorar a acdo
antioxidantes e antibacterianas, segundo os autores, pois possibilitam a liberacdo lenta e
prolongada do principio ativo (Mohammadi et al., 2016). No entanto, no caso do Eudragites
de curcumina, pesquisadores observaram perfil de liberacdo bifasica e em pH intestinal
(Khatik et al. 2013), e portanto, acreditamos que a curcumina foi liberada apenas no
intestino das ovelhas, onde foi absorvida em praticamente sua totalidade, o que refletiu em
uma forte acdo antioxidante e anti-inflamatdria no sangue. Em outro estudo, pesquisadores
verificaram que nanocapsulas de curcumina produzidas com polimero eudragite foram
liberadas de forma continua durante um periodo prolongado de tempo e a biodisponibilidade
sisttmica foi aumentada (Khatik et al. 2013). Da mesma forma, curcumina protegida por
nanocapsulas de Eudragite também forneceu funcdo de protecdo para o principio ativo até
atingir seu local alvo, isto &, o intestino (Li et al. 2015).

Pesquisadores que estudaram a cinética de absorcdo verificaram um aumento da
absorcdo de nanocapsulas de curcumina em comparagdo com a curcumina livre, com efeitos
potencializado sobre a diminuicdo de EROs, danos ao DNA e peroxidacéo lipidica (Soltani et
al., 2016), além dos efeitos que ja se sabiam referente a expressdo de Nrf2 (Tapia et al., 2012).
Estas alteragOes influenciam na expressdo do gene alvo na regulagdo positiva de enzimas
antioxidantes como glutationa S-transferase (GST), GPx, CAT e SOD (Cardozo et al., 2013),
potentes antioxidantes enddgenos. Em nosso estudo obtivemos resultados bastante
semelhantes, ou seja, houve potencializacdo do efeito antioxidante quando usado
nanocapsulas feitas com polimero de eudragit. No entanto, avaliamos o efeito em ruminantes,
animais que tem estdbmago dividido em compartimento com fungdo distintas, isto &,

fermentativa (rumem, reticulo e omaso) e digestivo (abomaso), e por esse motivo a
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nanocépsula de curcumina de PCL pode ter sido aberta nos compartimentos fermentativos, e
devido a baixa dose (2 mg/ovelha/dia), ndo se observaram efeitos séricos antioxidante neste
grupo.

Em nosso estudo, a producdo de leite e componentes do leite (gordura, lactose,
extrato seco desengordurado e proteina) ndo foi afetada pela suplementacdo com curcumina
livre ou nano-encapsulada, o que era esperado, e acreditamos estar relacionada ao curto
periodo experimental, pois ndo houve tempo suficiente para adaptacdo da dieta nas ovelhas.
Porém, os beneficios mesmo em curto espaco de tempo sdo perceptiveis na salde das
ovelhas, e possivelmente na saude do Ubere.

Com isso, foi possivel demonstrar que nanocapsulas de eudragites contendo
curcumina em baixissima dose potencializam efeito antioxidante e anti-inflamatdrio e tem
efeito potencializado frente ao observado por curcumina livre no organismo de ovelhas.
Estudos futuros objetivardo avaliar a estabilidade e caracteristicas das nano produzidas,
assim como transformar a suspensdo em p@, possibilitando ser utilizado como na dieta
animal como um aditivo de alta qualidade, com finalidade de aumentar producdo de leite,

modular composicéo centesimal e melhorar a qualidade do leite.

CONCLUSAO

Este trabalho foi o primeiro a utilizar nanocapsulas de curcumina na dieta de pequenos
ruminantes. Concluimos que as nanocépsulas de curcumina produzidas apresentam particulas
sdo de tamanho uniforme, potencial zeta negativo e pH acido. O uso nanocapsulas, produzidas
a partir do polimero eudragit, contendo curcumina na dieta de ovelhas potencializa a acéo

antioxidante e anti-inflamatéria no sangue e reduz a lipoperoxidacéo.
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Tabela 1. Ingredientes e composicao da dieta fornecida aos ovinos do experimento na
quantidade de 800g/ovelha/dia.

Ingredientes Percentagem em 100kg de racéo
Milho moido 67,13%

Farelo de soja 27,78%

Ndcleo* 3,7%

Calcario calcitico 0,93%
Bicarbonato de sddio 0,46%

* Composig¢do: calcio 195-220g, fésforo min. 39g, sédio min. 75g, enxofre min. 18g, magnésio min. 12g, cobalto
min. 45mg, iodo min. 65g, manganés min. 1300mg, selénio min. 15mg, zinco min. 3500mg, niacina min. 500
mg, vit. A min. 316000mg, vit D3 min. 63000 Ul, vit. E min. 650 UI, flior méx. 390mg (em 1kg do produto).
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Tabela 2. Caracterizacdo fisico-quimica das nanocépsulas de curcumina produzidas de

polimeros de poli (e-caprolactona) e Eudragit L-100.

~ Indice de Potencial zeta
Formulagdes Tamanho (hm) polidispersio (mV) pH
NC 0,2%
Curcumina 198 £ 1,06 0,09 £ 0,02 -17+£0,78 457 +£0,11
(2 mg/mL)
NC 0,025%
Curcumina 160 + 0,78 0,12 + 0,02 - 18,7+ 0,37 4,03+ 0,08

(0,25 mg/mL)
NC: nanocéapsulas.
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Tabela 3 — Leucograma e analise bioquimica de ovelhas suplementadas com curcumina em

trés diferentes formulacdes na dieta durante.

Grupo A: Grupo B: Grupo C: Grupo D:
- . controle curcumina nanocapsula  nanocapsula -
Variavel Dia livre PCL 3 mg/kg eudragit 3 Valor P
30 mg/kg mg/kg

Leucdcitos
totais 0 5867 + 1380 5600 £ 529 5100 £ 458 5000 + 854 0,455
(x10%/pL)

8 5467 £ 1094* 5100 + 8492 5233 £ 6662 4100 + 608° 0,014
Valor P* 0,568 0,412 0,698 0,001
Linfocitos 0 3060 +£834 2910807  2735+833 2513+ 725 0,564
(x10°%/uL)

. 2816 + " b

8 3840 = 1424 15002 3013 £ 578 2301 £ 447 0,001
Valor P* 0,258 0,798 0,594 0,098
Neutrofilos 0 2469 + 1139  2130+287  2078+492 2110+ 294 0,540
(x10°%/pL)

8 1470 £ 851 1860 £ 615 1918 £ 335 1575 £ 235 0,123
Valor P* 0,235 0,462 0,781 0,042
Eosinofilos
(x10%L) 0 92 £ 159 2019 99 £ 118 202 £ 244 0,652

8 206 + 51 294 + 93¢ 153 + 76° 164 + 245 0,002
Valor P* 0,158 0,436 0,241 0,547
Mondcitos
(x10%/L) 0 236 £ 95 279 + 160 173 + 186 175 + 136 0,430

8 194 + 512 131 +47° 149 + 77% 60 £ 69° 0,001
Valor P* 0,369 0,241 0,693 0,001
Proteinas
totais (g/dL) 7+05 6,8+0,3 7,1+0,5 71+04 0,369

8 6,9+0,2 6,5+0,3 6,7+ 0,6 6,7+0,3 0,541
Valor P* 0,841 0,745 0,236 0,136
Albumina 0 2,701 24+0,1 2306 26+0,1 0,156
(g/dL)

8 25+0,1 24+0,1 25+0,3 2,7£0,3 0,087
Valor P* 0,387 0,803 0,687 0,547
Globulinas 0 43+04 44+0,3 48+07 45+04 0,257
(g/dL)

8 4,4 +£0,22 4,1+0,3® 4,2 +0,4%® 4,0+0,1° 0,024
Valor P* 0,287 0,368 0,075 0,001

*P < 0,05 difere entre grupos na mesma linha (letras diferentes na mesma linha mostra diferenca entre grupos); *

P < 0,05 mostra diferenca ao longo do tempo (entre os momentos de coleta, do dia 0 para 8) em cada grupo.
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Tabela 4 — Antioxidantes (SOD, CAT e GPx) mensurados em soro de ovelhas suplementadas

com curcumina em trés formulagdes distintas durante 7 dias.

Variavel dia  Grupo A: Grupo B: Grupo C: Grupo D: Valor
controle curcumina nanocapsula nanocapsula p*
30 mg/kg PCL 3 mg/kg Eudragit 3 mg/kg

soDUmg! 0 71+10 71+0,8 6,6+1,7 60+1,1 0,124
de proteina)

8 6,9+04 75+1,0 74+04 72+0,7 0,769
Valor P* 0,489 0,651 0,094 0,050
CAT(Umg?! 0 08+0,1 1,0+0,2 1,1+0,6 0,7+0,2 0,258
de proteina)

8 1007 1,1+0,2" 4,4 + 3.4 31+0,9° 0,001
Valor P* 0,568 0,854 0,065 0,001
GPx (U mg 0 288+113 229+95 225+ 84 19,2+9,8 0,074
de proteina)

8 288+81 245+8,6 24,2 + 6,6 29,2+6,4 0,254
Valor P* 0,854 0,745 0,843 0,024

*P < 0,05 difere entre grupos na mesma linha (letras diferentes na mesma linha mostra

diferenca entre grupos);

" P < 0,05 mostra diferenca ao longo do tempo, isto é, do dia O para 8 em cada grupo. SOD:

superdxido dismutase; CAT: catalase; GPx: glutationa peroxidase.



Tabela 5 — Andlise centesimal do leite e producdo total de ovelhas tratadas com trés

formulagdes contendo curcumina durante 7 dias.

Grupo A: Grupo B: Grupo C: Grupo D: Val
alor
Variavel Dia controle curcumina nanocapsula nanocapsula -
30 mg/kg PCL 3 mg/kg eudragit 3 mg/kg

Producdo (L) 0 0,8%0,2 1,0+£0,2 09+£0,1 08+0,1 0,125

8 1,1+04 1,2+0,1 1,0+£0,1 09+0,1 0,072
Valor P* 0,245 0,138 0,472 0,091
Gordura

0 8,0+0/4 72+21 74+£25 8,1+£1.2 0,568
(9/100g)

8 72+1.2 6,4+0,2 6,6 £0,8 73+15 0,187
Valor P* 0,387 0,465 0,320 0,214
Proteina

0 51+£04 5505 52+05 4,7+0,7 0,235
(9/1009)

8 51+£04 56+0,2 54+0,2 55+£0,3 0,745
Valor P* 0,654 0,879 0,356 0,745
Lactose

0 72+1,0 6,6+1,2 69+1,1 74+14 0,412
(9/1009)

8 7,1+£0,8 6,6 £ 0,40 6,4+0,5 6,55 + 0,61 0,354
Valor P* 0,457 0,674 0,249 0,089
ESD

0 135+1,8 11,7+21 122+2,1 138+34 0,198
(9/1009)

8 13,1+£15 11,3+£0,8 119+0,8 12,1+1,3 0,094
Valor P* 0,845 0,896 0,745 0,814

*P < 0,05 difere entre grupos na mesma linha (letras diferentes na mesma linha mostra diferenca entre grupos); *
P < 0,05 mostra diferenga ao longo do tempo, isto é, do dia O para 8 em cada grupo. ESD: extrato seco

desengordurado.
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Lipoperoxidacdo
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m Controle B Curcumina pura 30mg/kg
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Figura 1. Lipoperoxidacao (A) e capacidade antioxidante total — TAC (B) no soro de ovelhas
leiteiras do grupo controle e suplementadas com: curcumina livre, nanocapsulas PCL e
nanocapsulas de Eudragit L-100, durante 8 dias. Letras diferentes no mesmo dia de coleta

diferem estatisticamente entre grupos.
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ABSTRACT

Background: Curcumin, a polyphenol derived from rhizome of Curcuma longa, has been
successfully used in animals and humans due to its antibacterial and anti-inflammatory
properties. Recently, a study demonstrated that curcumin ointment reduced pain, mammary
tension and erythema in humans with mastitis 72 h after the treatment. Mastitis in sheep is an
important problem due to restrictions associated to the use of antibiotics, affecting milk
production and becoming a public health issue. Thus, the aim of this study was to verify
whether the addition of curcumin in the diet of six female sheep with subclinical mastitis
could have curative efficacy and benefits to animal health.

Case: Six Lacaune sheep with subclinical mastitis that persisted for more than thirty days
after the parturition were used. The animals received concentrate containing the curcumin (60
mg/animal/day) during 10 days. On days 0 and 10 of the experiment, total blood was
collected to perform the hemogram and serum biochemistry (triglycerides, cholesterol,
glucose, total protein (TP), aloumin, globulin, aspartate aminotransferase (AST) and urea), as
well as individual milk samples for centesimal composition, somatic cell count (SCC) and
total bacterial count (TBC). Total leukocytes and erythrocytes, as well as hemoglobin content,
were obtained using the hematological counter CELM-CC-550. Blood smears were stained by
the Romanowsky method and used for leukocytes differentiation. After ten days of treatment,

five sheep were negative in the California mastitis test (CMT). Total erythrocytes increased,
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while total leukocytes decreased after the treatment. Seric levels of AST, triglycerides,
cholesterol and globulins decreased, while seric levels of albumin and urea increased after ten
days of treatment. No differences were observed regarding milk production and composition,
as well as for SCC and TBC on days 0 and 10 post-treatment.

Discussion: The use curcumin to prevent or to delay the occurrence of subclinical mastitis in
ewes is reported here for the first time. In an experiment of lipopolysaccharide-induced
mastitis in rats, researchers identified receptors type Toll 4 which are related with the
induction of the synthesis of pro-inflammatory cytokines, as tumor necrosis factor alpha,
interleukin-6 and 1B, molecules involved in the migration of leukocytes to the site of
inflammation. According to literature, curcumin was able to reduce the activity of
myeloperoxidase in the mammary gland, an enzyme used as indicator of neutrophil
infiltration, demonstrating the potent anti-inflammatory effect of curcumin. This effect can be
associated to the release of interleukin-8, a cytokine that promotes the migration of
neutrophils, lymphocytes and eosinophils into the site of infection, i.e., the mammary gland. It
is important to highlight that neutrophils, due to its capacity to release inflammatory
mediators and to delay apoptosis, has the potential to maintain a permanent inflammatory
process, effects that were prevented or reduced by curcumin, specially the apoptotic and
cytotoxic effects. It is important to emphasize the direct effect of curcumin on bacteria present
in the mammary gland, since it exerts potent bactericidal effect. In summary, the use of
curcumin in sheep with subclinical mastitis exerted beneficial effects in the dose of 60
mg/sheep/day, since it showed 83.3 % of curative efficacy. This effect of curcumin can be
direct or indirect, since the curcumin provided in the diet showed anti-inflammatory
properties by reducing oxidation reactions and cell damage. Overall, the addition of curcumin
in sheep diet improved the hematological and biochemical variables after only ten days of
treatment. Future studies should be performed to clarify and determine whether the curcumin
provided in diet can be an alternative to treat clinical or subclinical mastitis.

Keywords: curcumin, mammary infection, immunity, biochemistry parameters, ovine.

INTRODUCTION

The production of sheep milk and milk products represent a significant source of
income in the sheep industry. However, subclinical mastitis is the main issue associated with
decreased milk quantity and quality [15], loss of cheese yield and rennet firmness, resulting in

economic losses to farmers and dairy industries [18]. The prevalence of subclinical mastitis in
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sheep varies from 9.23 to 28.1 % [8,15], being the coagulase-negative [15]. According to
literature [21], tetracycline and aminoglycosides are the most commonly used antibiotics to
combat mammary infections in sheep. However, the use of antibiotics in animals is restricted
in several countries due to concerns regarding microbial resistance in animals and humans
[9,19], leaving the euthanasia of sick animals as the only alternative. As a consequence, the
use of natural compounds in the diet of these animals has gained importance due to their
beneficial effects associated to the improvement of animal health and disease resistance, as
the use of curcumin [7].

Curcumin, a polyphenol derived from rhizome of Curcuma longa, has been
successfully used in animals and humans due to its antibacterial and anti-inflammatory
properties [14, 27, 33]. Recently, a study demonstrated that curcumin ointment reduced pain,
mammary tension and erythema in humans with mastitis 72 h after the treatment [1]. Also, in
experimental procedures, the use of curcumin reduced the inflammatory process in
lipopolysaccharide-induced mastitis in mice [14]. Therefore, the aim of this study was to
evaluate the addition of curcumin in the diet of six female sheep with subclinical mastitis

regarding its curative effect and benefits to animal health.

CASE REPORT

Six Lacaune sheep (multiparous with two to four gestations) diagnosed with
subclinical mastitis of a dairy farm located in Southern Brazil were used in this study.
Subclinical mastitis was diagnosed using the California Mastitis Test (CMT) in the first days
after parturition before milking, and the animals remained positives for 31 days. The animals
were not treated with antibiotics, since in this farm positive animals are discarded to avoid
milk drug residue. After the diagnosis, the animals were transferred to isolated stalls (4 m x
10 m) with straw bedding, water ad libitum and individual feeding based on corn silage twice
a day. In the beginning of the experiment, the animals were fed with a concentrate (300
g/sheep) containing curcumin (200 mg/kg of ration = 60 mg/curcumin/day) once a day during
10 consecutive days in individual feeders. The concentrate was based on corn and wheat bran
in order to obtain 16 % of crude protein, while the curcumin® (99 % of purity) was purchased
from China. Physical examination with special attention to the mammary glands, was
performed in the beginning of the experiment (day 0) and on day 10. None of the animals
showed hyperthermia, swelling or deformities in the mammary gland, which characterize the

occurrence of subclinical mastitis when associated to positive CMT test. On days 0 and 10,
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the CMT was performed based on the protocol stablished by two authors [28], being
considered positive if any gelatinous formation was observed after reagent addition.

The quantity of milk produced per sheep was evaluated on days 0 and 10 of the
experiment using the Milk Meter? coupled to a mechanical milking pipe. Teats were cleaned
and disinfected with alcohol (70 %), and the first three milk jets were discarded, followed by
manual collection of milk (50 mL) in sterile and individual bottles for bacterial total count
(TBC). For the centesimal analysis and somatic cell count (SCC), 40 mL of milk was
collected and stored in tubes containing bronopol. Blood sampling was performed on days 0
and 10 of the experiment right before feeding by jugular venipuncture in tubes containing
EDTA as anticoagulant (4 mL) and in tubes without anticoagulant (4 mL). The total blood
collected in tubes without anticoagulant was centrifuged at 5600 g during 10 min, and serum
was stored in microtubes at — 20 °C.

The content of fat, protein, lactose, defatted dry extract (DDE), total dry extract (TDE)
and SCC was performed by an accredited laboratory using the infrared method according the
methodologies defined by the International Dairy Federation (IDF), while the SCC was
performed using flow cytometry. For TBC analyses, 1 mL of each milk sample was serially
diluted using buffered peptone water (1 %) and 1 mL of each dilution was pour plated using
Plate Count Agar (PCA), followed by incubation at 37 °C for 48 h. The result was expressed
as the number of bacterial colony forming unit (CFU).

Total leukocytes and erythrocytes, as well as hemoglobin content, were obtained using
the hematological counter®. Blood smears were stained by the Romanowsky method and used
for leukocytes differentiation. The globular volume (GV), as well as the mean corpuscular
volume (MCV) and mean corpuscular hemoglobin (MCH), were calculated based on the
count of erythrocytes and hemoglobin content, as follows: (MCV = GV x 10/ erythrocytes);
(MCH = hemoglobin x 100/GV). The seric levels of triglycerides, cholesterol, glucose, total
protein (TP), albumin, aspartate aminotransferase (AST) and urea were measured in a semi-
automatic analyzer* using specific kits® and following the manufacturer's recommendations.
Globulin values were obtained by the difference between TP and albumin.

Milk production, composition and quality, as well as hematological and biochemical
data were submitted to normality test, and when were not normally distributed, were
transformed to logarithm. The Student t-test was used to compare the difference between days
0 and 10, considering the probability of P < 0.05. The results were shown as mean and

standard deviation.
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Milk volume of treated animals increased approximately 0.1-0.4 L/sheep/day (Figure
1), as well as observed for fat, protein, lactose, DDE, TDE, SCC and TBC (Table 1). After ten
days of treatment, five sheep were negative in the CMT test, thus, only 1 sheep remained
positive for subclinical mastitis.

In the beginning of study (day 0), total leukocytes was higher compared to reference
values, but reduced after curcumin ingestion, which can be directly linked with a reduction on
the total count of segmented neutrophils, lymphocytes and eosinophils. On the day 0, total
erythrocytes was lower compared to reference value, but increased on day 10. The MCH
index increased, while the MCV index reduced after the addition of curcumin in the diet
(Table 2). Seric levels of AST, globulins, aloumin, cholesterol, triglycerides and urea changed
in curcumin treated animals (Table 2). Seric AST activity, as well as globulin and
triglycerides levels decreased, while seric levels of albumin and urea increased on day 10

compared to day 0 (Table 2).

DISCUSSION

In an experiment of lipopolysaccharide-induced mastitis in rats, researchers identified
receptors type Toll 4 (TLR4), which are related with the induction of the synthesis of pro-
inflammatory cytokines, as tumor necrosis factor alpha (TNF-a), interleukin-6 (IL-6) and IL-
1B, molecules involved in the migration of leukocytes to the site of inflammation [20]. The
curcumin was able to reduce the activity of myeloperoxidase (MPO) in the mammary gland
[35], an enzyme used as indicator of neutrophil infiltration, demonstrating the potent anti-
inflammatory effect of curcumin [14]. This effect can be associated to the release of IL-8, a
cytokine that promotes the migration of neutrophils, lymphocytes and eosinophils into the site
of infection, i.e., the mammary gland [12, 32]. Also, other studies have demonstrated that
curcumin is able to block the activation of enzymes linked to the release and proliferation of
neutrophils, as cyclooxygenase and phospholipases [16, 29]. It is important to highlight that
neutrophils, due to its capacity to release inflammatory mediators and to delay apoptosis, has
the potential to maintain a permanent inflammatory process [10, 34], effects that were
prevented or reduced by curcumin, especially the apoptotic and cytotoxic effects [3]. These
mechanisms can explain the decrease on total leukocyte counts, as well as the numeric
decrease on SCC in most animals (n=4). Moreover, it is important to emphasize the direct

effect of curcumin on bacteria present in the mammary gland, since it exerts potent
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bactericidal effect [7, 33], contributing to the reduction of the inflammatory process, as
occurred in this present study.

Due to the improvement of sheep health, all animals showed a numerical increase on
milk volume (Figure 1). This result is important and reinforces the possibility to use curcumin
to prevent or to delay the occurrence of subclinical mastitis, since affected animals showed a
reduction on performance and consequently important economic losses to milk farms [15].
However, according to researchers [1], increased of milk TBC may not coincide with the
clinical manifestation of subclinical mastitis. In this sense, the use of curcumin associated to
other natural products may cause a reduction on TBC in milk of cows with subclinical
mastitis [9], and in higher doses curcumin improved immunological response [26] and
showed anticoccidian effect in lambs [11]. In summary, higher doses or a more prolonged
period of treatment with curcumin may reduce TBC and SCC.

The use of curcumin caused a reduction on seric levels of triglycerides and cholesterol,
in agreement with literature [5, 26]. Recently, the use of curcumin was associated with
positive effects due to its hypocholesterolemic effects by a reduction on total cholesterol and
low-density lipoprotein (LDL) levels, and increase on high-density lipoprotein (HDL) levels,
being these results related to the inhibition of enzyme 3-hidroxi-3-methyl-glutaril-CoA
reductase (HMG-CoA reductase) activity [31]. The use of curcumin in rats with renal damage
exerted effect on the reduction of urea and creatinine levels [6], in disagreement to what was
observed in this present study. This data may not be linked with curcumin, but with the
addition of 300 g of concentrate in the diet (feed not present in the diet before the beginning
of experiment), which caused an increase in the synthesis and degradation of proteins, and
consequently, increased on albumin and urea levels by metabolic pathways, respectively.
Moreover, it is important to emphasize that curcumin avoids the augmentation of AST and
alanine aminotransferase (ALT) seric levels in rats intoxicated with lead, demonstrating its
hepaprotective properties. In our study, the seric ASAT levels decreased, and remained within
the reference values in both sampling times [13].

The consumption of a diet supplemented with curcumin was able to decrease seric
globulin levels, as well as observed for total leukocyte count. A study verified that curcumin
reduced seric levels of C-reactive protein (CRP) [31], an important inflammatory biomarker
produced during acute inflammation [23], infection and tissue damage [25], which may
explain the reduction on seric globulin levels in sheep with subclinical mastitis that received

curcumin. Moreover, in vitro studies proved the inhibitory effects of curcumin on the
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proliferation of T helper lymphocytes and immunoglobulin 1gG [30], which also explain the
reduction on seric globulin levels.

The increase on erythrocyte count and MCH index, and the decrease on MCV index,
can be linked with indirect effects of curcumin and/or due to the improvement of immune
response and inflammatory process. It is important to emphasize that antioxidant enzymes, as
catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx) and glutathione S-transferase (GST) were
increased in erythrocytes of in animals treated with curcumin [22]. These antioxidants
enhance cellular protection and avoid oxidative damage in cell membranes [22, 24], which
can contribute to augmentation on erythrocyte counts observed in this present study.

The use of curcumin in sheep with subclinical mastitis exerted beneficial effects in the
dose of 60 mg/sheep/day, since it showed 83.3 % of curative efficacy. This effect of curcumin
can be direct or indirect, since the curcumin provided in the diet showed anti-inflammatory
properties by reducing oxidation reactions and cell damage [2, 4]. Overall, the addition of
curcumin in sheep diet improved the hematological and biochemical variables after only ten
days of treatment. Future studies should be performed to clarify and determine whether the

curcumin provided in diet can be an alternative to treat clinical or subclinical mastitis.
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Figure 1: Individual milk production of six ewes with subclinical mastitis supplemented with
curcumin during ten consecutive days. No significant difference was observed between day 0
and 10); however, numerically it is possible to verify that milk production increased with the
addition of concentrate and curcumin in the diet. Sheep 6 was positive in the California

mastitis test (CMT) after ten days of treatment.
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Table 1: Sheep milk production, composition and bacterial count after 0 and 10 days of

curcumin dietary supplementation (60 mg/animal/day).

Variable Day 0 Day 10 P

Production (L/day) 0.88 £0.33 1.08 £ 0.47 >0.05
Fat (9/100g) 7.32 +1.69 7.81+1.19 >0.05
Protein (g/100g9) 4.70 +0.40 4.88 + 0.33 >0.05
Lactose (g/100g) 435+0.24 438 £0.17 >0.05
TDE (g/100g) 17.36 + 1.77 17.95+1.11 >0.05
DDE (g/100g) 10.04 +0.32 10.11 + 0.34 >0.05
SCC (x1000/mL) 1094.1 £ 779.4 836.0 + 601.3 >0.05
TBC (CFU/mL) 449.1 + 685.1 396.1 + 664.3 >0.05

Results are shown as mean and standard deviation. Note: TTE (total dry extract), DDE (defatted dry extract),

SCC (somatic cell count) and TBT (total bacterial count).
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Table 2: Hemogram and serum biochemistry of sheep with mastitis after 0 and 10 days of

curcumin dietary supplementation (60 mg/animal/day).

Variable Reference Day 0 Day 10 P
values

GV (%)* 27 - 45 30.6+4.1 31.6+3.38 >0.05
Erythrocytes (x106/ pL)* 9.0-15.0 8.6+ 1.7 11.5+0.9 <0.05
Hemoglobin (g/dL)* 9.0-150 9.23+1.21 104+1.8 >0.05
MCV (fl)? 28 - 40 33.07+4.7 274+ 1.7 <0.05
MCH (%)* 31-34 29.9+0.89 32.8+2.14 <0.05
Total leukocytes (uL)* 4000 — 12000 39116 +24499 10341 + 3791 <0.05
Rods (uL)* Rare 0.0+0.0 67.5+80.7 >0.05
Segmented neutrophils (uL)? 700 - 6000 19147 + 12687 4734 + 1654 <0.05
Lymphocytes (uL)* 2000 - 9000 14101 £ 7108 4167 + 1850 <0.05
Monocytes (L) 0 - 750 2818 + 2597 947 +320 >0.05
Eosinophils (pL)* 0 - 1000 3100 + 2416 425 + 478 <0.05
Basophiles (uL)! 0-300 0.0+0.0 0.0+0.0 >0.05
AST (UI/L)? 0-90 474+78 36.8 £2.7 <0.05
Total protein (g/dL)? 6.0-7.9 7.66 +0.36 7.26 £ 0.64 >0.05
Albumin (g/dL)? 24-3.0 1.93+0.41 24+04 <0.05
Globulins (g/dL)?2 35-57 5.73+0.56 4.86 +0.67 <0.05
Cholesterol (mg/dL)? 5276 70.6 +£19.3 68.6 + 19.1 >0.05
Triglycerides (mg/dL) wi/d 25.1+6.4 176+3.6 <0.05
Glucose (mg/dL)? 50 — 80 82.3+15.3 70.8 +10.8 >0.05
Urea (mg/dL)? 17.12 - 42.8 22.0+5.38 29.3+6.4 <0.05

Results are shown as mean and standard deviation. Note: GV (globular volume), MCV (mean corpuscular

volume), MCH (mean corpuscular hemoglobin), and AST (Aspartate aminotransferase). * Feldman et al. [13];

2Kaneko et al. [17]; w/d = without data in the literature.
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3 — CONSIDERACOES FINAIS

A ovinocultura de leite detém um potencial grande de exploragdo e melhorias
zootécnicas, uma vez que se trata de um setor onde predominam pequenas e médias
propriedades, e que carece de legislacdo e padronizacédo das atividades. Além disso, todos 0s
estudos que busquem melhorar a sadde dos animais, cura de patologias de alto impacto
econdmico tais como a mastite subclinica, ou ainda a melhoria dos produtos ovinos,
agregando valor nutricional e econémico podem ser alvos de interesse.

A curcumina, produto fitoterdpico, demonstrou ser benéfico na saide e performance
do leite ovino, e por ser um nutracéutico natural, além disso, diversos estudos sugerem que 0
consumo humano diério de curcumina possa prevenir doencas. Utilizada em dose baixa, de
maneira pratica pela aplicacdo via oral junto ao concentrado, pode facilmente ser
implementado nas dietas de ovelhas leiteiras, conforme verificamos nesse estudo.

O uso de curcumina na forma de nanocépsulas é alvo de estudo na medicina humana,
veterinaria e producdo animal, visto que melhora em grandes proporc¢des 0 aproveitamento e
utilizacdo do principio ativo pelos tecidos. O uso em ruminantes torna-se mais desafiador
ainda perante outras espécies, uma vez que as peculiaridades anatdmicas e fisioldgicas tornam
facilmente inativam ou modificam substancias e farmacos por via oral. Nesse estudo, as
vantagens do uso de nanotecnologia na producdo animal podem ir além do esperado no
tangente de beneficios e potencializar de ganhos produtivos, pois a sanidade é, assim como a
nutricdo e melhoramento genético, um pilar essencial no sucesso da produgédo animal.

O uso de curcumina, eficiente antibidtico, antioxidante e anti-inflamatorio no
tratamento de patologias inflamatérias e infecciosas acarreta em impacto altamente positivo,
uma vez que a producdo animal restringe amplamente os antibidticos a serem utilizados, por
ser crescente a resisténcia a estes por microorganismos patogénicos. Estudos futuros deverdo
buscar avaliar a taxa de particulas de Eudragites que ultrapassam 0s compartimentos
estomacais dos ruminantes, além de verificar se estes seriam alterados pela flora ruminal,
ocasionando em ndo aumento produtivo por alteracdo da digestibilidade ou acidos graxos
volateis, mas sim pela melhor absorcdo e biodisponibilidade na circulagdo. Estudos que
avaliem a toxicidade de super dosagens também devem ser feitas, uma vez que se tem relatos
de que ocorrem em elevada ingestdo por determinado periodo de curcumina.

Por fim, o ganho cientifico desses dados podera ser vastamente explorado para novos
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estudos de ambito cientifico bem como na aplicacdo pratica a ovinocultura leiteira, seja
melhorando a salde dos rebanhos, seja contribuindo na performance produtiva, além de
oferecer lacteos com propriedades melhoradas ao consumo humano.

De modo geral podemos concluir que 0 uso de curcumina como aditivo na dieta de
ovelhas leiteiras é benéfico a salde dos animais e do Ubere, qualidade e producdo leiteira,
ativa e aumenta antioxidante e acdo anti-inflamatdria. Outra conclusdo importante é que a
nanotecnologia foi capaz de potencializar os efeitos da curcumina na dieta de ovelhas,
permitindo que doses baixas em nanocacpulas do polimero eudragit aumentem drasticamente

0s niveis de antioxidantes no sangue dos animais.



97

REFERENCIAS

AGGARWAL, B. B.,, KUMAR, A., BHARTI, A. C. Anticancer potential of curcumin:
preclinical and clinical studies. Anticancer research, v. 23, n. 1/A, p. 363-398, 2003.

AKBIK, D., GHADIRI, M., CHRZANOWSKI, W., ROHANIZADEH, R. Curcumin as a
wound healing agent. Life sciences, v. 116, n. 1, p. 1-7, 2014.

AKINYEMI, A. J., ONYEBUEKE, N., FABOYA, O. A., ONIKANNI, S. A., FADAKA, A,
OLAYIDE, 1. Curcumin inhibits adenosine deaminase and arginase activities in cadmium-
induced renal toxicity in rat kidney. Journal of food and drug analysis, v. 25, n. 2, p. 438-
446, 2017.

ALMEIDA AVARENGA, L. DE, LEAL, V. DE O., BORGES, N. A,, AGUIAR, A. S. DE,
FAREX-IRVING, G., STENVINKEL, P., LINDHOLM, B., MAFRA, D. Curcumin - A
promising nutritional strategy for chronic kidney disease patients. Journal of Functional
Foods, v. 40, p. 715-721, 2018.

ANTON, N., BENOIT, J. P., SAULNIER, P. Design and production of nanoparticles
formulated from nano-emulsion templates—a review. Journal of Controlled Release, v. 128,
n. 3, p. 185-199, 2008.

BAGCHI, A. Extraction of curcumin. Journal of Environmental Science, Toxicology and
Food Technology v. 1., n. 3., p. 01-16, 2012.

BAIN, I. Elaboracion de quesos artesanales con leche de oveja. IDIA XXI — Ovinos. Afio
IV, No. 7. Ed. INTA. p. 208-211, 2004.

BEHESHTI, R., SHAIEGHI, J., ESHRATKHAH, B., GHALEHKANDI, J. G., MAHERI-
SIS, N. Prevalence and etiology of subclinical mastitis in ewes of the Tabriz region, Iran.
Global veterinaria, v.4, n. 3, p. 299-302, 2010.

BERGONIER, D., DE CREMOUX, R., RUPP, R., LAGRIFFOUL, G., BERTHELOT, X.
Mastitis of dairy small ruminants. Veterinary Resseach. v. 34, n. 5, p. 689-716, 2003.

BHATT, V., SHAH, T., NAURIYAL, D., KUNJADIA, A., JOSHI, C. Evaluation of a topical

herbal drug for its in-vivo immunomodulatory effect on cytokines production and



98

antibacterial activity in bovine subclinical mastitis. Journal of Research in Ayurveda. v. 35,
p. 198-206, 2014.

BHATT, V., SHAH, T., NAURIYAL, D., KUNJADIA, A., JOSHI, C. Evaluation of a topical
herbal drug for its in-vivo immunomodulatory effect on cytokines production and

antibacterial activity in bovine subclinical mastitis. AYU, v. 35, n. 2, p.198, 2014.

BIANCHI, A. E., MONTEIRO, A. L. G. MORAIS, O. R., BATISTA, R., DEBORTOLI, E.
C. Caracterizacdo dos sistemas produtivos de ovinos de leite no Brasil. Dados prévios de

tese de doutorado. Radar Técnico - Ovinos e Caprinos — MilkPoint, 2016.

BLAGITZ, M. G., BATISTA, C. F.,, GOMES, V., SOUZA, F. N., LIBERA, A. M. M. P. D.
Caracteristicas fisico-quimicas e celularidade do leite de ovelhas Santa Inés em diferentes
estagios de lactacdo. Ciéncia Animal Brasileira, v. 14, p. 454-461, 2013.

BOROWIEC, A., LECHWARD, K., TKACZ-STACHOWSKA, K., SKLADANOWSKI, A.
C. Adenosine as a metabolic regulator of tissue function: production of adenosine by
cytoplasmic 5'-nucleotidases. Acta Biochimica Polonica-English Edition-, v. 53, n. 2, p.
269, 2006.

BRITO, M. A.; GONZALEZ, F. D.; RIBEIRO, L. A.; CAMPOS, R.; LACERDA, L.;
BARBOSA, P. R.; BERGMANN, R. Composic¢do do sangue e do leite em ovinos leiteiros do
sul do Brasil: variagdes na gestacdo e na lactacdo. Ciéncia Rural, v. 36, n. 3, p. 942-948,
2006.

CABONI, P., MANIS, C., IBBA, I, CONTU, M., CORONEO, V. SCANO, P.
Compositional profile of ovine milk with a high somatic cell count: A metabolomics

approach. International Dairy Journal, v. 69, p. 33-39, 2017.

CASA DA OVELHA. Disponivel em <https://www.casadaovelha.com.br/>. Acesso em: 06
de janeiro de 2018.

CERVANTES-VALENCIA, M. E., ALCALA-CANTO, Y., SUMANO-LOPEZ, H,
DUCOING-WATTY, A. M., GUTIERREZ-OLVERA, L. Effects of Curcuma longa dietary
inclusion against Eimeria spp. in naturally-infected lambs. Small Ruminant Research, v.
136, p. 27-35, 2016.

CHAMBERLIN, S. R., OBERG, E., HANES, D. A.,, & CALABRESE, C. Naturopathic
Practice at North American Academic Institutions: description of 300,483 visits and

comparison to conventional primary care. Integrative medicine insights, v. 9, p. 7, 2014.



99

CHANG, Y., MCCLEMENTS, D. J. Optimization of orange oil nanoemulsion formation by
isothermal low-energy methods: influence of the oil phase, surfactant, and temperature.
Journal of agricultural and food chemistry, v. 62, n. 10, p. 2306-2312, 2014.

CHATTOPADHYAY, |, BISWAS, K., BANDYOPADHYAY, U., BANERJEE, R.
Turmeric and curcumin: biological actions and medicinal applications. Current Science. V.
87, n. 1., p. 44-53, 2004.

CHIARADIA, E., VALIANI, A., TARTAGLIA, M., SCOPPETTA, F., RENZONE, G.,
ARENA, S., SCALONI, A. et al. Ovine subclinical mastitis: Proteomic analysis of whey and
milk fat globules unveils putative diagnostic biomarkers in milk. Journal Genomics
Proteomics, v. 83, p. 144-159, 2013.

DE OLIVES, A. M., DIAZ, J. R, MOLINA, M. P., PERIS, C. Quantification of milk yield
and composition changes as affected by subclinical mastitis during the current lactation in
sheep. Journal of dairy science, v. 96, n. 12, p. 7698-7708, 2013.

EL-BAHR, S.M. Effect of curcumin on hepatic antioxidant enzymes activities and gene
expressions in rats intoxicated with aflatoxin B1. Phytotherapy research, v. 29, n. 1, p. 134-
140, 2015.

FANG, Z., BHANDARI, B. Encapsulation of polyphenols — A review. Trends in Food
Science and Technology. v. 21, n. 10, p. 510-523, 2010.

FAOSTAT - FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS. 2011. Disponivel em: <http:// www.fao.org/faostat/en/>. Acesso em: 06 de
janeiro de 2018.

FARINACCI, M., COLITTI, M., STEFANON, B. Modulation of ovine neutrophil function
and apoptosis by standardized extracts of Echinacea angustifolia, Butea frondosa and
Curcuma longa. Veterinary immunology and immunopathology, v. 128, n. 4, p. 366-373,
2009.

FATTORI, V., PINHO-RIBEIRO, F.A., BORGHI, S.M., ALVES-FILHO, J.C., CUNHA,
T.M., CUNHA, F.Q., CASAGRANDE, R., VERRI, W.A. Curcumin inhibits superoxide
anion-induced pain-like behavior and leukocyte recruitment by increasing Nrf2 expression
and reducing NF-«kB activation. Inflammation Research, v. 64, n. 12, p. 993-1003, 2015.

FLACHOWSKY, G., MEYER, U. Challenes for plant breeders from the view of animal
nutrition. Agriculture, v. 5, n. 4, p. 1252-1276, 2015.



100

GARCIA-NINO, W. R., PEDRAZA-CHAVERRI, J. Protective effect of curcumin against
heavy metals-induced liver damage. Food and chemical toxicology, v. 69, p. 182-201, 2014.

GARCIA-NINO, W. R., PEDRAZA-CHAVERRI, J. Protective effect of curcumin against
heavy metals-induced liver damage. Food and chemical toxicology, v. 69, p. 182-201, 2014.

GARCIA-NINO, W. R., ZATARAIN-BARRON, Z. L., HERNANDEZ-PANDO, R., VEGA-
GARCIA, C. C., TAPIA, E., PEDRAZA-CHAVERRI, J. Oxidative stress markers and
histological analysis in diverse organs from rats treated with a hepatotoxic dose of Cr (VI):

effect of curcumin. Biological trace element research, v. 167, n. 1, p. 130-145, 2015.

GEBREWAHID, T. T., ABERA, B. H.,, MENGHISTU, H. T. Prevalence and etiology of
subclinical mastitis in small ruminants of Tigray regional State, north Ethiopia. Veterinary
World, v. 5, n. 2, p. 103-109, 2012.

GOMEZ-ESTACA, J., GAVARA, R., HERNANDEZ-MUNOZ, P. Encapsulation of
curcumin in electrosprayed gelatin microspheres enhances its bioaccessibility and widens its
uses in food applications. Innovative Food Science & Emerging Technologies, v. 29, p.
302-307, 2015.

GONZALEZ-REYES, S., GUZMAN-BELTRAN, S., MEDINA-CAMPOS, O. N,
PEDRAZA-CHAVERRI, J. Curcumin pretreatment induces Nrf2 and an antioxidant response
and prevents hemin-induced toxicity in primary cultures of cerebellar granule neurons of rats.

Oxidative medicine and cellular longevity, v. 2013, 2013.

GOWDA, N. K., LEDOUX, D. R., ROTTINGHAUS, G. E.,, BERMUDEZ, A. J., CHEN, Y.
C. Antioxidant efficacy of curcuminoids from turmeric (Curcuma longa L.) powder in broiler
chickens fed diets containing aflatoxin B1. British journal of nutrition, v. 102, n. 11, p.
1629-1634, 20009.

HAWARI, A.D., OBEIDAT, M., AWAISHEH, S.S., AL-DAGHISTANI, H.I., AL-ABBADI,
A.A., OMAR, S.S., QRUNFLEH, .M., AL-DMOOR, H.M., EL-QUDAH, J. Prevalence of
mastitis pathogens and their resistance against antimicrobial agents in Awassi sheep in Al-
Balga province of Jordan. American Journal of Animal and Veterinary Sciences, v. 9, p.
116-121, 2014.

IMAI, M., GOEPFERT, C., KACZMAREK, E., ROBSON, S.C. CD39 modulates IL-1
release from activated endothelial cells. Biochemical and Biophysical Research
Communications. v. 270, n. 1, p. 272-278, 2000.



101

IMLAY, J. Al. Pathways of oxidative damage. Annual Reviews in Microbiology, v. 57, n. 1,
p. 395-418, 2003.

JANTARAT, C. Bioavailability enhancement techniques of herbal medicine: A case example
of curcumin. International Journal Pharmacy and Pharmaceutical Science, v. 5, p. 493-
500, 2013.

JAQUES, J.AS. Efeito da curcumina sob a atividade das enzimas NTPDase e
acetilcolinesterase em linfocitos de ratos expostos a fumaca do cigarro. 2010. 120p.
Dissertacdo (Mestrado em Bioquimica Toxicoldgica) - Universidade Federal de Santa Maria,
Santa Maria, 2010.

JOE, B., VNAYKUMAR, M., LOKESH, B. R. Biological properties of curcumin-cellular and
molecular mechanisms of action. Critical reviews in food science and nutrition, v. 44, n. 2,
p. 97-111, 2004.

JOUNG, H. J.,, CHOI, M. J.,, KIM, J. T., PARK, S. H.,, PARK, H. J., SHIN, G. H.
Development of Food-Grade Curcumin Nanoemulsion and its Potential Application to Food
Beverage System: Antioxidant Property and In Vitro Digestion. Journal of food science, v.
81, n. 3, 2016.

KAPOOR, S., PRIYADARSINI, K. I. Protection of radiation-induced protein damage by
curcumin. Biophysical chemistry, v. 92, n. 1, p. 119-126, 2001.

KELLY, M. R., XU, J., ALEXANDER, K. E., LOO, G. Disparate effects of similar phenolic
phytochemicals as inhibitors of oxidative damage to cellular DNA. Mutation Research/DNA
Repair, v. 485, n. 4, p. 309-318, 2001.

KIM, D. K., LILLEHOJ, H. S., LEE, S. H., JANG, S. I, LILLEHOJ, E. P.,, BRAVO, D.
Dietary Curcuma longa enhances resistance against Eimeria maxima and Eimeria tenella
infections in chickens. Poultry science, v. 92, n. 10, p. 2635-2643, 2013.

KUMAR, D. D., MANN, B., POTHURAJU, R., SHARMA, R., BAJAJ, R. Formulation and
characterization of nanoencapsulated curcumin using sodium caseinate and its incorporation
in ice cream. Food & function, v. 7, n. 1, p. 417-424, 2016.

LA SALA, A, FERRARI, D., DI VIRGILIO, F., IDZKO, M, NORGAUER, J.,
GIROLOMONI, G. Alerting and tuning the immune response by extracellular nucleotides.
Journal of Leukocyte Biology, v. 73, n. 3, p. 339-343, 2003.



102

LEITNER, G.; MERIN, U.; SILANIKOVE, N. Effects of glandular bacterial infection and
stage of lactation on milk clotting parameters: Comparison among cows, goats and sheep.
International Dairy Journal, v. 21, n. 4, p. 279-285, 2011.

LEV-ARI, S, STRIER, L., KAZANOV, D., MADAR-SHAPIRO, L., DVORY-SOBOL, H.,
PINCHUK, I., ARBER, N. (...). Celecoxib and curcumin synergistically inhibit the growth of
colorectal cancer cells. Clinical Cancer Research, v. 11, n. 18, p. 6738-6744, 2005.

LIMA, C. F., PEREIRA-WILSON, C., RATTAN, S. I. Curcumin induces heme oxygenase-1
in normal human skin fibroblasts through redox signaling: Relevance for anti-aging

intervention. Molecular nutrition & food research, v. 55, n. 3, p. 430-442, 2011.

LIU, L., SHANG, Y., LI, M., HAN, X., WANG, J., WANG, J. Curcumin ameliorates
asthmatic airway inflammation by activating nuclear factor-E2-related factor 2/haem
oxygenase (HO)-1 signalling pathway. Clinical and Experimental Pharmacology and
Physiology, v. 42, n. 5, p. 520-529, 2015.

LOLLA, S.A., ZICCHEDDU, M., DUPRE, ., PIRAS, D. Characterization of resistance to
tetracyc lines and aminoglycosides of sheep mastitis pathogens: study of the effect of gene

content on resistance. Journal of Applied Microbiology, v. 121, p. 941-951, 2016.
LUQUET, F.M. La leche: de la mama a la lecheria. Zaragoza: Acribia, 195p, 1991.

MALLO, N., DEFELIPE, A., FOLGUEIRA, I., SUEIRO, R., LAMAS, J., LEIRO, J.
Combined antiparasitic and anti-inflammatory effects of the natural polyphenol curcumin on
turbot scuticociliatosis. Journal of Fish Diseases. v. 40, n. 2, p. 205-217, 2017.

MANJU, M., AKBARSHA, M. A., OOMMEN, O. V. In vivo protective effect of dietary
curcumin in fish Anabas testudineus (Bloch). Fish physiology and biochemistry, v. 38, n. 2,
p. 309-318, 2012.

MATES, J. M., PEREZ-GOMEZ, C., DE CASTRO, I. N. Antioxidant enzymes and human
diseases. Clinical biochemistry, v. 32, n. 8, p. 595-603, 1999.

MILOBEDZKA, J., KOSTANECKI, S., LAMPE, V. Zur Kenntnis des Curcumins.
European Journal of Inorganic Chemistry, v. 43, n. 2, p. 2163-2170, 1910.

MOHANTY, C., DAS, M., SAHOO, S. K. Sustained wound healing activity of curcumin
loaded oleic acid based polymeric bandage in a rat model. Molecular pharmaceutics, v. 9, n.
10, p. 2801-2811, 2012.


http://link-periodicos-capes-gov-br.ez74.periodicos.capes.gov.br/sfxlcl41/?frbrVersion=6&ctx_ver=Z39.88-2004&ctx_enc=info:ofi/enc:UTF-8&ctx_tim=2018-01-07T06%3A45%3A02IST&url_ver=Z39.88-2004&url_ctx_fmt=infofi/fmt:kev:mtx:ctx&rfr_id=info:sid/primo.exlibrisgroup.com:primo3-Article-proquest&rft_val_fmt=info:ofi/fmt:kev:mtx:journal&rft.genre=article&rft.atitle=Combined%20antiparasitic%20and%20anti-inflammatory%20effects%20of%20the%20natural%20polyphenol%20curcumin%20on%20turbot%20scuticociliatosis&rft.jtitle=Journal%20of%20Fish%20Diseases&rft.btitle=&rft.aulast=Mallo&rft.auinit=&rft.auinit1=&rft.auinitm=&rft.ausuffix=&rft.au=Mallo,%20N&rft.aucorp=&rft.date=20170201&rft.volume=40&rft.issue=2&rft.part=&rft.quarter=&rft.ssn=&rft.spage=205&rft.epage=217&rft.pages=205-217&rft.artnum=&rft.issn=0140-7775&rft.eissn=1365-2761&rft.isbn=&rft.sici=&rft.coden=&rft_id=info:doi/10.1111/jfd.12503&rft.object_id=&svc_val_fmt=info:ofi/fmt:kev:mtx:sch_svc&rft.eisbn=&rft_dat=%3cproquest%3e1859495430%3c/proquest%3e%3cgrp_id%3e-4529512133937541168%3c/grp_id%3e%3coa%3e%3c/oa%3e%3curl%3ehttp://search-proquest.ez74.periodicos.capes.gov.br/docview/1859495430/%3c/url%3e&rft_id=info:oai/&svc.fulltext=yes&req.language=por
http://link-periodicos-capes-gov-br.ez74.periodicos.capes.gov.br/sfxlcl41/?frbrVersion=6&ctx_ver=Z39.88-2004&ctx_enc=info:ofi/enc:UTF-8&ctx_tim=2018-01-07T06%3A45%3A02IST&url_ver=Z39.88-2004&url_ctx_fmt=infofi/fmt:kev:mtx:ctx&rfr_id=info:sid/primo.exlibrisgroup.com:primo3-Article-proquest&rft_val_fmt=info:ofi/fmt:kev:mtx:journal&rft.genre=article&rft.atitle=Combined%20antiparasitic%20and%20anti-inflammatory%20effects%20of%20the%20natural%20polyphenol%20curcumin%20on%20turbot%20scuticociliatosis&rft.jtitle=Journal%20of%20Fish%20Diseases&rft.btitle=&rft.aulast=Mallo&rft.auinit=&rft.auinit1=&rft.auinitm=&rft.ausuffix=&rft.au=Mallo,%20N&rft.aucorp=&rft.date=20170201&rft.volume=40&rft.issue=2&rft.part=&rft.quarter=&rft.ssn=&rft.spage=205&rft.epage=217&rft.pages=205-217&rft.artnum=&rft.issn=0140-7775&rft.eissn=1365-2761&rft.isbn=&rft.sici=&rft.coden=&rft_id=info:doi/10.1111/jfd.12503&rft.object_id=&svc_val_fmt=info:ofi/fmt:kev:mtx:sch_svc&rft.eisbn=&rft_dat=%3cproquest%3e1859495430%3c/proquest%3e%3cgrp_id%3e-4529512133937541168%3c/grp_id%3e%3coa%3e%3c/oa%3e%3curl%3ehttp://search-proquest.ez74.periodicos.capes.gov.br/docview/1859495430/%3c/url%3e&rft_id=info:oai/&svc.fulltext=yes&req.language=por

103

MORAND-FEHR, P.; FEDELE, V.; DECANDIA, M.; LE FRILEUX, Y. Influence of
farming and feeding systems on composition and quality of goat and sheep milk. Small
Ruminant Research, v. 68, n. 1-2, p. 20-34, 2007.

NAGAJYOTHI, F., ZHAO, D., WEISS, L. M., TANOWITZ, H. B. Curcumin treatment
provides protection against Trypanosoma cruzi infection. Parasitology research, v. 110, n. 6,
p. 2491-2499, 2012.

OLECHNOWICZ, J., JASKOWSKI J. M. Mastitis in small ruminants. Medycyna
Weterynatyjna, v. 70, p. 67-72, 2014.

OZBEY, F., TASLIMIL P., GULCIN, I, MARAS, A., GOKSU, S., SUPURAN, C.T.
Synthesis of diaryl ethers with acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase and carbonic
anhydrase inhibitory actions. Journal Enzyme Inhibition Medicine Chemical, v. 31, p. 79-
85, 2016.

PANCHATCHARAM, M., MIRIYALA, S., GAYATHRI, V. S., SUGUNA, L.
MANIKANDAN, E. (...). Curcumin improves wound healing by modulating collagen and
decreasing reactive oxygen species. Molecular and cellular biochemistry, v. 290, n. 1, p.
87-96, 2006.

PARK, Y. W.; JUAREZ, M.; RAMOS, M.; HAENLEIN, G. F. W. Physico-chemical
characteristics of goat and sheep milk. Small Ruminant Research, v. 68, n. 1-2, p. 88-113,
2007.

PAVLOV, V. A, TRACEY, K. J. Neural regulators of innate immune responses and
inflammation. Cellular and Molecular Life Sciences. v. 61, p. 2322-2331, 2004.

PEELER, E. J.,, M. J. GREEN, J. L. FITZPATRICK, L. E. GREEN. The association between
quarter somatic-cell counts and clinical mastitis in three British dairy herds. Preventive
Veterinary Medicine, v. 59, p. 169-180, 2003.

PISANU, S., CUBEDDU, T., PAGNOZZI, D., ROCCA, S., CACCIOTTO, C., ALBERTI,
A., ADDIS, M. F. Neutrophil extracellular traps in sheep mastitis. Veterinary Research, v.
46, n. 1, p. 59, 2015.

QIAN, W., WANG, H., SHAN, D, LI, B, LIU, J., LIU, Q. Activity of several kinds of drugs

against Neospora caninum. Parasitology International, v. 64, n. 6, p. 597-602, 2015.


http://link-periodicos-capes-gov-br.ez74.periodicos.capes.gov.br/sfxlcl41/?frbrVersion=7&ctx_ver=Z39.88-2004&ctx_enc=info:ofi/enc:UTF-8&ctx_tim=2018-01-07T06%3A30%3A10IST&url_ver=Z39.88-2004&url_ctx_fmt=infofi/fmt:kev:mtx:ctx&rfr_id=info:sid/primo.exlibrisgroup.com:primo3-Article-sciversesciencedirect_elsevier&rft_val_fmt=info:ofi/fmt:kev:mtx:journal&rft.genre=article&rft.atitle=Activity%20of%20several%20kinds%20of%20drugs%20against%20Neospora%20caninum&rft.jtitle=Parasitology%20International&rft.btitle=&rft.aulast=Qian&rft.auinit=&rft.auinit1=&rft.auinitm=&rft.ausuffix=&rft.au=Qian,%20Weifeng&rft.aucorp=&rft.date=201512&rft.volume=64&rft.issue=6&rft.part=&rft.quarter=&rft.ssn=&rft.spage=597&rft.epage=602&rft.pages=597-602&rft.artnum=&rft.issn=1383-5769&rft.eissn=&rft.isbn=&rft.sici=&rft.coden=&rft_id=info:doi/10.1016/j.parint.2015.08.002&rft.object_id=&svc_val_fmt=info:ofi/fmt:kev:mtx:sch_svc&rft.eisbn=&rft_dat=%3csciversesciencedirect_elsevier%3eS1383-5769(15)00134-8%3c/sciversesciencedirect_elsevier%3e%3cgrp_id%3e7881070528301903619%3c/grp_id%3e%3coa%3e%3c/oa%3e%3curl%3e%3c/url%3e&rft_id=info:oai/&svc.fulltext=yes&req.language=por
http://link-periodicos-capes-gov-br.ez74.periodicos.capes.gov.br/sfxlcl41/?frbrVersion=7&ctx_ver=Z39.88-2004&ctx_enc=info:ofi/enc:UTF-8&ctx_tim=2018-01-07T06%3A30%3A10IST&url_ver=Z39.88-2004&url_ctx_fmt=infofi/fmt:kev:mtx:ctx&rfr_id=info:sid/primo.exlibrisgroup.com:primo3-Article-sciversesciencedirect_elsevier&rft_val_fmt=info:ofi/fmt:kev:mtx:journal&rft.genre=article&rft.atitle=Activity%20of%20several%20kinds%20of%20drugs%20against%20Neospora%20caninum&rft.jtitle=Parasitology%20International&rft.btitle=&rft.aulast=Qian&rft.auinit=&rft.auinit1=&rft.auinitm=&rft.ausuffix=&rft.au=Qian,%20Weifeng&rft.aucorp=&rft.date=201512&rft.volume=64&rft.issue=6&rft.part=&rft.quarter=&rft.ssn=&rft.spage=597&rft.epage=602&rft.pages=597-602&rft.artnum=&rft.issn=1383-5769&rft.eissn=&rft.isbn=&rft.sici=&rft.coden=&rft_id=info:doi/10.1016/j.parint.2015.08.002&rft.object_id=&svc_val_fmt=info:ofi/fmt:kev:mtx:sch_svc&rft.eisbn=&rft_dat=%3csciversesciencedirect_elsevier%3eS1383-5769(15)00134-8%3c/sciversesciencedirect_elsevier%3e%3cgrp_id%3e7881070528301903619%3c/grp_id%3e%3coa%3e%3c/oa%3e%3curl%3e%3c/url%3e&rft_id=info:oai/&svc.fulltext=yes&req.language=por

104

RAYNAL-LJUTOVAC, K.; PIRISI, A.; CREMOUX, R.; GONZALO, C. Somatic cells of
goat and sheep milk: Analytical, sanitary, productive and technological aspects. Small
Ruminant Research, v. 68, n. 1-2, p. 126-144, 2007.

RIBEIRO, L. C.; PEREZ, J. R. O.; CARVALHO, P. H. A.; SILVA, F. F.; MUNIZ, J. A;;
OLIVEIRA JUNIOR, G. M.; SOUZA, N. V. Producio, composicdo e rendimento em queijo
do leite de ovelhas Santa Inés tratadas com ocitocina. Revista Brasileira de Zootecnia, v. 36,
n. 2, p. 438-444, 2007.

ROSSI, O. M. Producdo de leite de ovelha no brasil. Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (Embrapa). Dados apresentados no ‘2nd International Symposium of Dairy
Cattle’, 20009.

ROVAI M., CAJA, G., QUEVEDO, J. M., MANUELIAN, C. L., SALDO, J., SALAMA, A.
A., LEITNER, G. et al. Effect of subclinical intramammary infection on milk quality in dairy
sheep: Il. Matured-pressed cheese (Manchego) produced from milk of uninfected and infected
glands and from their blends. Small Ruminant Research, v. 126, p. 59-67, 2015.

ROY, S., KHANNA, S., NALLU, K., HUNT, T. K., SEN, C. K. Dermal wound healing is
subject to redox control. Molecular Therapy, v. 13, n. 1, p. 211-220, 2006.

SAEIDNIA, S., ABDOLLAHI, M. Antioxidants: friends or foe in prevention or treatment of
cancer: the debate of the century. Toxicology and applied pharmacology, v. 271, n. 1, p. 49-
63, 2013.

SAID, D. E., ELSAMAD, L. M., GOHAR, Y. M. Validity of silver, chitosan, and curcumin
nanoparticles as anti-Giardia agents. Parasitology research, v. 111, n. 2, p. 545-554, 2012.

SANTOS, F. F. Sistema agroindustrial do leite de ovelha no Brasil: proposta
metodoldgica para estudo de cadeias curtas. Dissertacdo de Mestrado, Faculdade de

Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Pirassununga. 143p., 2016.

SAVILL, J. Apoptosis in resolution of inflammation. Journal of leukocyte biology, v. 61, n.
4, p. 375-380, 1997.

SEBASTIA, N., MONTORO, A., MONTORO, A., ALMONACID, M., VILLAESCUSA, J.
I., CERVERA, J., SORIANO, J. M. (...). Assessment in vitro of radioprotective efficacy of

curcumin and resveratrol. Radiation Measurements, v. 46, n. 9, p. 962-966, 2011.



105

SHAILAJA, M., GOWDA, K. D., VISHAKH, K., KUMARI, N. S. Anti-aging Role of
Curcumin by Modulating the Inflammatory Markers in Albino Wistar Rats. Journal of the
National Medical Association, v. 109, n. 1, p. 9-13, 2017.

SHARMA, R. A., GESCHER, A. J., STEWARD, W. P. Curcumin: the story so far.
European journal of cancer, v. 41, n. 13, p. 1955-1968, 2005.

SHEHZAD, A., LEE, J., & LEE, Y. S. Curcumin in various cancers. Biofactors, v. 39, n. 1,
p. 56-68, 2013.

SMITH, M. J., LOGAN, A. C. Naturopathy. Medical Clinics of North America. v. 86, p.
173-184, 2002.

SOCCIO, M., LAUS, M. N., ALFARANO, M., DALFINO, G., PANUNZIO, M. F.,
PASTORE, D. Antioxidant/Oxidant Balance as a novel approach to evaluate the effect on
serum of long-term intake of plant antioxidant-rich foods. Journal of Functional Foods. v.
40, p. 778-784, 2018.

SOLIMAN, M. M., NASSAN, M. A., ISMAIL, T. A. Immunohistochemical and molecular
study on the protective effect of curcumin against hepatic toxicity induced by paracetamol in

Wistar rats. BMC complementary and alternative medicine, v. 14, n. 1, p. 457, 2014.

SOUSA, L. S. de, MOURA, C. V. R. de, OLIVEIRA, J. E. de, MOURA, E. D. de. Use of
natural antioxidants in soybean biodiesel. Fuel. v. 134, p. 420-428, 2014.

SPANU, C., BERGER, Y.M., THOMAS, D.L., RUEGG, P.L. Impact of intramammary
antimicrobial dry treatment and teat sanitation on somatic cell count and intramammary

infection in dairy ewes. Small Ruminant Research, v. 97, p. 139—145, 2011.

SUAREZ, V. Lecheria Ovina y Raza Pampinta. IDIA XXI — Ovinos. No. 7. Ed. INTA. p.
194 - 200, 2004.

SUBUDHI, U., CHAINY, G. B. Expression of hepatic antioxidant genes in I-thyroxine-
induced hyperthyroid rats: regulation by vitamin E and curcumin. Chemico-biological
interactions, v. 183, n. 2, p. 304-316, 2010.

TANWAR, V., SACHDEVA, J., KISHORE, K., MITTAL, R., NAG, T. C., RAY, R., ARYA,
D. S. (...). Dose-dependent actions of curcumin in experimentally induced myocardial
necrosis: a biochemical, histopathological, and electron microscopic evidence. Cell
biochemistry and function, v. 28, n. 1, p. 74-82, 2010.



106

THANGAPAZHAM, R. L., SHARAD, S., MAHESHWARI, R. K. Skin regenerative
potentials of curcumin. Biofactors, v. 39, n. 1, p. 141-149, 2013.

TOYOSAKI, T., SAKANE, Y., KASAI, M. Oxidative stability, trans, trans-2,4-decadienals,
and tocopherol contents during storage of dough fried in soybean oil with added medium-
chain triacylglycerols (MCT). Food Research International. v. 41, n. 3, p. 318-324, 2008.

ULLAH, R.,, REHMAN, A., ZAFEER, M. F., REHMAN, L., KHAN, Y. A., KHAN, M. H.,
ABIDI, S. M. A. (...). Anthelmintic Potential of Thymoquinone and Curcumin on Fasciola
gigantica. PloS one, v. 12, n. 2, p. e0171267, 2017.

VARMUZOVA, K., MATULOVA, M. E.,, GERZOVA, L., CEJKOVA, D., GARDAN-
SALMON, D., PANHELEUX, M., RYCHLIK, 1. (...). Curcuma and Scutellaria plant extracts
protect chickens against inflammation and Salmonella enteritidis infection. Poultry science,
v. 94, n. 9, p. 2049-2058, 2015.

VOS, P. FAAS, M.M., SPASOJEVIC, M., SIKKEMA, J. Encapsulation for preservation of
functionality and targeted delivery of bioactive food componentes. International Dairy
Journal. v. 20, n. 4, p. 292-302, 2010.

WHYTE, M. K., MEAGHER, L. C., MACDERMOT, J., HASLETT, C. Impairment of
function in aging neutrophils is associated with apoptosis. The Journal of Immunology, v.
150, n. 11, p. 5124-5134, 1993.

XIONG, F., GUAN, Y. S. Cautiously using natural medicine to treat liver problems. World
Journal of Gastroenterology. v. 23, n. 19., p. 3388-3395, 2017.

YU, H., HUANG, Q. Improving the oral bioavailability of curcumin using novel organogel-
based nanoemulsions. Journal of agricultural and food chemistry, v. 60, n. 21, p. 5373-
5379, 2012.

ZAFALON, L. F.,, SANTANA, R. C. M., PILON, L. E., FIM J. R., G. A. Diagnosis of
subclinical mastitis in Santa Inés and Morada Nova sheep in southeastern Brazil. Tropical
Animal Health and Production, v. 48, p. 967, 2016.



L.‘ UDESC | LAGES

UNIVERSIDADE Comissdo de Etica no

CENTRO DE CIENCIAS -
DO ESTADO DE i
OF - Cirnns | AGROVETERINARIAS Uso de Animais
CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Suplementagao de ovelhas leiteiras com curcumina: investigacdo dos beneficios sobre
producgdo e qualidade do leite, parametros bioquimicos e hematoldgicos, resposta imune, perfil oxidativo e agdo coccidiostética. ",
protocolada sob o CEUA n2 3468070617, sob a responsabilidade de Aleksandro Schafer da Silva - que envolve a produgéo,
manutencdo e/ou utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho
de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade do Estado de Santa Catarina (CEUA/UDESC) na reunido de
19/06/2017.

We certify that the proposal "Supplementation of dairy sheep with curcumin: investigation of the benefits on milk production and
quality, biochemical and hematological parameters, immune response, oxidative profile and coccidiostatic action.", utilizing 20
Ovines (20 females), protocol number CEUA 3468070617, under the responsibility of Aleksandro Schafer da Silva - which
involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except
human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of
July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was
approved by the Ethic Committee on Animal Use of the University of Santa Catarina State (CEUA/UDESC) in the meeting of
06/19/2017.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 06/2017 a 10/2017 Area: Zootecnia

Origem: Animais de proprietarios

Espécie: Ovinos sexo: Fémeas idade: 1a2anos N: 20
Linhagem: lacaune Peso: 50 a 60 kg

Resumo: O trabalho terd como objetivo avaliar o efeito da suplementagdo com curcumina (Curcuma longa) em ovelhas lactantes da
raga lacaune. Serdo utilizadas 20 fémeas ovinas primiparas subdivididas aleatoriamente no grupo S (suplementada) e grupo C
(controle, ndo suplementadas). A curcumina serd administrada via oral misturada na ragao padréo da propriedade na dose de 100
mg/kg ragao/ovelha/dia durante o periodo de 10 dias. Nos dias 0, 5 e 10 serd realizada a coleta de amostras sanguineas, fecais e
de leite imediatamente ap6s ordenha, e encaminhadas ao laboratério para analises. Do sangue serdo realizados os exames que
visam avaliar a saide dos animais, como bioquimico sérico e hemograma completo, além de resposta imunoldgica (mensuragao de
IL-10). Também serdo coletadas amostras de sangue destinadas a mensuracdo de enzimas antioxidantes SOD (Superéxido
Dismutase) e CAT (Catalase), GST (Glutationa S-Tranferase) e GpX (Glutationa Peroxidase) e agentes oxidantes como ROS(
(Espécies Reativas de Oxigénio) e TBARS (Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrco). Das fezes sera feito contagem de ovos
pela técnica de McMaster (OPG) bem como técnica de centrifugo-flutuagéo (Faust). O leite serd encaminhado para andlise de
composicao de sélidos, contagem de células somaticas (CCS), Produtos de Oxidagao Protéica (AOPP) e antioxidantes (FRAP - Poder
Antioxidante de Redugdo do Ferro).

Local do experimento: cabanha chapecd; conveniada com udesc oeste

Lages, 11 de janeiro de 2018

V!

Marcia Regina Pfuetzenreiter Prof. Dr. Ubirajara Maciel da Costa
Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comisséo de Etica no Uso de Animais
Universidade do Estado de Santa Catarina Universidade do Estado de Santa Catarina

Av. Luis de Camdes, 2090 - Centro Agroveterinério - Bairro Conta Dinheiro Lages/SC CEP: 88520-000 - tel: 55 (49) 32899129 / fax: -
Horério de atendimento: 22 a 62 das 8h as 18h : e-mail: 61386650900@udesc.br
CEUA N 3468070617

107



