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CONSIDERACOES INICIAIS

Essa dissertagdo de mestrado tem como objetivo avaliar a infec¢do do protozoario
Trypanosoma cruzi, causador da doenga de Chagas, na regido testicular de camundongos
tratados diariamente com doses de curcumina altamente biodisponivel (CurcuminRich®,
Natural Factors, Canadd). O estudo se encontra dentro da linha de pesquisa sobre infecgdes
experimentais por 7. cruzi que ¢ desenvolvida pelo Laboratorio de Imunobiologia da
Inflamagao (LABIIN) e foi escolhido pela necessidade de maior entendimento da infecgao
experimental desse parasito na regido testicular.

Outro fator importante para a escolha do tema foi a jun¢do do principal tema estudado
pelo grupo do Prof. Talvani, a infec¢do por 7. cruzi, e a expertise da Dra. Tatiana Menezes com
a infecgao testicular e com as técnicas utilizadas nesse trabalho. Os resultados desse estudo nos
possibilitaram a escrita do 1° artigo cientifico acerca deste tema. Os documentos serdo
apresentados nesta dissertacao de mestrado.

A apresentagao deste documento foi realizada de acordo com a Resolugao n°02/2013,
de 18 de setembro de 2013; que regulamenta o formato dos trabalhos finais de qualificagdo,
estabelecendo condigdes para a marcagdo das defesas de teses e de dissertacdes do Programa
de Pos-Graduagdao em Ciéncias da Satude: Infectologia e Medicina Tropical da Faculdade de

Medicina da UFMQG.



RESUMO

A doenca de Chagas ¢ uma doenga tropical negligenciada causada pela infec¢ao do protozoario
flagelado Trypanosoma cruzi e se mantém como uma das significantes causas de morbidade e
mortalidade na América Latina. Essa enfermidade ¢ causada por uma intensa e persistente
resposta inflamatoria, caracterizada pela regulagdo positiva da expressdo e da producdo de
marcadores inflamatorios que favorecem a ativacao e recrutamento de diferentes células do
sistema imune em diversos tecidos para a eliminacdo do parasito. Os tecidos musculares,
cardiaco e esquelético, e tecidos do sistema gastrico sdo mais comumente estudados como
regides propicias ao tropismo do 7. cruzi, mas este protozoario pode se estabelecer e ocasionar
uma resposta inflamatéria em outros sitios do hospedeiro, como o trato reprodutor masculino.
A Theracurmin ¢ um composto derivado da curcumina que possui propriedades anti-
inflamatorias, tornando esse composto bioativo um potencial fator mitigante de respostas
inflamatorias exacerbadas causadas pelo parasito. Nosso estudo focou na investigacdo da
infecgdo testicular em camundongos Swiss infectados com 10° tripomastigotas da cepa
Colombiana do T. cruzi e tratados com Theracurmin. Os 28 animais foram agrupados em: nao
infectado, nao infectado + Theracurmin, T. cruzi e T. cruzi + Theracurmin. Os camundongos
foram tratados com 30mg/Kg de Theracurmin por 30 dias e a parasitemia foi realizada
diariamente. No 30° dia apds o inicio do tratamento, os animais foram eutanasiados e seus
testiculos retirados para andlises histomorfométricas e imunoldgicas. Os animais do grupo T.
cruzi + Theracurmin apresentaram uma diminui¢do na parasitemia e nos niveis de IL-15 e IL-
6 quando comparados ao grupo 7. cruzi. Além disso, o didmetro e a drea luminal aumentaram
na presenca do protozodario, resultando em uma diferente relagdo ttibulo-epitélio entre o grupo
ndo infectado e o grupo 7. cruzi. O volume da area da tunica propria também aumentou em
todos os animais infectados com o 7. cruzi, mas a Theracurmin reduziu esse parametro no grupo
T. cruzi + Theracurmin quando comparados ao grupo apenas infectado. Na area intertubular,
as porcentagens de intertubulo diminuiram significativamente panos animais infectados,
quando comparados aqueles sem infec¢do, assim como reduziu a porcentagem de células de
Leydig, de tecido conjuntivo e de macréfagos nesta regido. Em conjunto, nossos dados apontam
para alteracdes estruturais causadas por 7. cruzi no sitio testicular e apontam para o uso diario

da Theracurmin na dieta como um elemento de protegao testicular.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, theracurmin; inflamacao; infeccao testicular; célula de

Leydig.



ABSTRACT

Chagas’ disease is a tropical neglected illness caused by Trypanosoma cruzi and remains one
of the most significant causes of morbidity and mortality in South and Central Americas. The
disease is caused by a moderate to intense and persistent inflammatory response characterized
by local upregulated expression and production of inflammatory mediators that favors the
activation and recruitment of distinct cells of the immune system into different tissues to
eliminate the parasites. Muscular tissue, cardiac and skeletal, and tissues of the gastric system
are mostly common to be studied as a regular tissue tropism of the 7. cruzi, but the protozoan
can infect and cause an inflammatory response in several systems on its host, such as the
reproductive system. Theracurmin is a curcumin’s derived formulation of nanoparticles. Its
anti-inflammatory properties make this bioactive compound a mitigating factor in pathological
cases after an overwhelming inflammatory response. Our research focused on the testicular
investigation in 28 mice infected by 10° trypomastigote forms of Colombian strain of 7. cruzi
and treated with Theracurmin. These animals were grouped as: uninfected, uninfected +
Theracurmin, T. cruzi, and T. cruzi + Theracurmin. The mice were treated with 30 mg/Kg of
Theracurmin during the period of 30 days and parasitemia was evaluated daily. At the 30" day
post infection animals were euthanized, and its testicles were collected to morphological and
immunological assays. The animals infected and treated with Theracurmin presented a
reduction in the parasitemia and in the testicular levels of IL-15 and IL-6. The luminal diameter
and area increased in the presence of the protozoan resulting in a different seminiferous
tubules/epithelial relation between the uninfected and the 7. cruzi group. The volume of the
tunica propria are also higher in all infected animals, but Theracurmin decreased this parameter
in the T. cruzi + Theracurmin group when compared to the 7. cruzi group. In the intertubular
area, the percentage of the intertubule was decreased in the infected animals, in comparison to
those without the protozoan infection, such as the percentage and volume of Leydig cells,
connective tissue, and macrophages. Furthermore, our data pointed to the daily use of

Theracurmin in the diet as a protective element of the testicular area.

Keywords: Trypanosoma cruzi; theracurmin; inflammation; testicular infection; Leydig cells.
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1. Introducao

A doencga de Chagas, ou Tripanossomiase Americana, ¢ uma enfermidade causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi. Pertencente a familia Trypanosomatidae, o T. cruzi apresenta
trés principais estagios evolutivos em seu ciclo bioldgico: amastigota, epimastigota e
tripomastigota. As formas amastigotas, estruturas arredondadas e sem flagelos exteriorizados e
desenvolvidos, sdo encontradas nos tecidos do hospedeiro vertebrado infectado (Alvarenga &
Bronfen, 1997). As formas epimastigotas, flageladas e alongadas, sdo encontradas no sistema
digestorio do vetor invertebrado — triatomineo (De Souza et al., 1975; Pérez-Molina and
Molina, 2018). Finalmente, a forma infectante do protozodrio, os tripomastigotas sao
encontradas na circulacdo sanguinea (tripomastigota sanguineo) e na ampola retal do
triatomineo (tripomastigota metaciclico) (Tyler and Engman, 2001). O ciclo evolutivo do T.
cruzi ¢ complexo, envolvendo diferentes espécies de vetores triatomineos e de hospedeiros
mamiferos vertebrados (Rassi Jr et al., 2010).

A infeccdo pelo 7. cruzi gera uma intensa resposta inflamatoria do sistema imune do
hospedeiro, resultando em uma massiva liberagdo de marcadores pro-inflamatorios para tentar
proteger a diversa gama de tecidos que as diferentes cepas deste protozoario conseguem infectar
(Talvani & Teixeira, 2011). Apds a infec¢do do protozoario, a doenga pode ser dividida em trés
principais fases: (i) a fase aguda da infecgdo, caracterizada pela alta presenga de parasitos na
circulagdo sanguinea (Chagas, 1909); (ii) a fase cronica indeterminada, considerada uma fase
transitdria em que ndo ha sintomas aparentes e de dificil diagnéstico (Hernandez, 2016); (iii) a
fase cronica sintomatica, caracterizada pelo acometimento do coragdo e/ou do sistema digestivo
(Pérez-Molina and Molina, 2018).

Durante a fase aguda, os medicamentos, principalmente os nitrocompostos, como o
benzonidazol, sdo eficazes ao conter a evolugdo da doenca e até mesmo cura-la — dependendo
de caracteristicas bioldgicas do protozoario, como viruléncia e infectividade — mas falham
quando a mesma se cronifica (Cunha-Neto and Chevillard, 2014). Como o diagnostico da
doenga ¢ bastante dificil em sua fase aguda, a maioria dos individuos infectados a descobrem
na fase cronica, tornando dificil seu tratamento (Ministério da Saude, 2021).

A infecgdo pelo protozoario 7. cruzi é conhecida por ser transmitida pela forma vetorial,
pelo repasto sanguineo do inseto triatomineo durante a sua picada (Rassi Jr et al., 2010); oral,
pelo consumo de alimentos infetados, principalmente o agai (Coura, 2015); pela transfusao de
sangue e/ou 0rgaos, o principal meio de transmissdo em paises ndo endémicos (Coura and Dias,

2009); congénita (Messenger ef al., 2015) e por acidentes laboratoriais (Coura, 2015). Porém,
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poucos estudos ddo énfase a uma rota de transmissdo ja confirmada experimentalmente, a
transmissdo sexual do 7. cruzi (Almeida et al., 2019). Além disso, pouco se conhece sobre a
infecg¢do cronica em pacientes infectados com o parasito quando a relacionamos com o sistema
urogenital. Ainda, para se compreender o processo de transmissdo sexual, ¢ necessario
estabelecer o papel do 7. cruzi sobre o sitio testicular e sobre sua funcionalidade. Nem mesmo
em modelos experimentais pode-se afirmar sobre o papel do sistema genital masculino como
rota de escape do 7. cruzi. O testiculo, que ¢ um 6rgao imunoprivilegiado, ¢ um dos 6rgaos
afetados pela capacidade de invasdo do protozoario e, por isso, esse estudo norteara aspectos

da infeccdo do 7. cruzi em modelo experimental.

2. Revisao de Literatura

2.1. A doenca de Chagas

No ano de 1909, o médico e pesquisador Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas
identificou o 7. cruzi e caracterizou a enfermidade causada por este parasito: a Tripanossomiase
Americana ou doenca de Chagas (Chagas, 1909). Em 1921, Chagas ¢ sua equipe ja tinham
identificado também o vetor, os reservatdrios naturais e os aspectos morfoldgicos e clinicos da
infeccdo aguda e cronica desta nova doenga (Coura and Viiias, 2010). Considerada uma doenca
autoctone favorecida pela miséria e pelo subdesenvolvimento, a doenga de Chagas foi
negligenciada até os anos 40, quando a zoonose comecou a ser reconhecida e controlada por
iniciativas politicas no Brasil (Dias ef al., 2002).

A doenca de Chagas ainda ¢ considerada pela Organizagdo Mundial de Satide (WHO)
uma enfermidade negligenciada do ponto de vista farmacologico, mesmo com a existéncia de
acOes para seu controle em alguns paises da América Latina (WHO, 2022). Na América do
Norte, na Europa e em outras partes do mundo também h4 um crescente nimero de individuos
soropositivos para o 7. cruzi devido as migragdes populacionais nas ultimas décadas (Coura
and Carlos Pinto Dias, 2009). Estima-se que hoje, cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas encontram-
se infectadas pelo parasito em todo o mundo, sendo que sua maioria se localiza na América
Latina (WHO, 2022).

Dessa forma, mesmo diante de todos os avancos no combate ao vetor ¢ ao 7. cruzi,
permanece evidente a necessidade de novas medidas de controle para a doenga de Chagas na
América Latina, de conhecimento sobre seu agente etiologico e de novas propostas de manejo

clinico para os individuos chagasicos. No entanto, os grandes determinantes da transmissao da
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enfermidade ao homem ainda estdo atrelados & questdo socioecondmica da sociedade, as
mudangas climdticas e ambientais, & manipulacdo do alimento (agai artesanal) e a grande
concentracdo de pessoas em areas urbanas (Prata, 2001; Dias and Matos, 2013; WHO, 2022;
Zapparoli et al., 2022).

A transmissdo do 7. cruzi para o homem pode ser dividida em dois cendrios: (i)
transmissdo primaria: sendo o principal modo de transmissdo, compreendendo a transmissao
vetorial, oral, congénita, transfusional e (i1) transmissao secundaria, que compreende acidentes
laboratoriais com sangue para testes e analises ou diretamente por acidentes com animais
infectados (Coura, 2015). O boletim epidemioldgico feito pelo Ministério da Satde em 2015
mostrou que no periodo entre 2000 e 2013 a transmissdo oral acidental (alimentos contendo
macerado do triatomineo) representava maior porcentagem nos individuos infectados
superando a transmissdo silvestre tipica e prevalente no passado A mudanga nos numeros ¢
porcentagens dos tipos de transmissdo do agente etiologico da doenga se da devido as agdes
contra o vetor no passado, as mudangas ambientais, da condi¢ao socioecondmica da populagao
e da sua instalagao urbana em ambientes previamente rurais (Prata, 2001; Dias and Matos, 2013;
WHO, 2022).

Além das cléassicas vias de transmissdo que se abordam nos livros e boletins
parasitologicos, hd também a via de transmissao sexual, ainda pouco estudada e elucidada pela
comunidade cientifica. Martin e colaboradores (2015) mostraram que em estudo experimental
utilizando camundongos infectados com a cepa Brasil do 7. cruzi, a taxa de transmissao sexual
(macho-fémea) ¢ baixa, mas existente, de 1,6% (1 fémea infectada em 61 pares de
camundongos). J& Almeida e colaboradores (2019) trabalharam com humanos e encontraram
evidéncias de formas evolutivas do 7. cruzi no ejaculado de homens em fase aguda da doenca.
Dessa forma, ainda hd um vasto campo a ser estudado quando trabalhamos com a possibilidade

da transmissdo sexual da doenca de Chagas.

2.2. Biologia testicular

Os testiculos possuem dois papéis principais no funcionamento do trato reprodutor
masculino: geragdao de gametas e a produgdo e liberacdo de hormonios sexuais. As estruturas
responsaveis pela espermatogénese e pela esteroidogénese sdo, respectivamente, os tibulos
seminiferos e as células de Leydig (Kretser et al., 1998; Hess and Franca, 2008).

A espermatogénese se trata de um processo mitotico e meidtico complexo aonde as

espermatogonias reduzem o numero diploide (2n) de cromossomos para formas celulares
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haploides (n) que serdo responsaveis pela formagao do gameta masculino (espermatozoide — n)
(Jégou, 1991). Esse processo se inicia quando as espermatogonias do tipo A passam por mitose
produzindo duas linhagens de células, sendo uma com espermatogodnias do tipo A, que servira
para manter a linhagem de espermatogonias, e a segunda de espermatogonias do tipo B, no qual
dard seguimento a producdo de gametas. As espermatogonias do tipo B passard para o
compartimento adluminal do tubulo seminifero onde passa a ser chamado de espermatdcito
primario (2n) e onde passara pela sua primeira divisdo meiotica, se dividindo entdo em dois
espermatocitos secundario (n) (Hedger and Meinhardt, 2003). Esses espermatocitos, por sua
vez, passara pela segunda divisdo meiotica da espermatogénese, formando as espermatides (n)
(Kretser, 1994). Para a formagao do gameta masculino ocorre a espermiogénese, que se trata
de um processo de alongamento, remog¢do de grande parte do citoplasma da espermatide e
especializacao celular, resultando entdo no espermatozoide (n) (de Kretser et al., 1998; Hess
and Franca, 2008; Goossens et al., 2017).

Todas essas etapas sdo altamente coordenadas por um conjunto de células e hormonios
que atuam em cada regido do epitélio seminifero (Hedger and Meinhardt, 2003). As células de
Sertoli sdo células presentes no epitélio seminifero, envolvendo as células germinativas. Suas
principais fungdes estdo relacionadas no controle da maturagdo e no movimento dessas células
pelo tabulo seminifero em dire¢do ao lumen (Hess and Franca, 2005). Cada tabulo seminifero
¢ rodeado por células mioides que, por possuirem proteinas contrateis, realizam a
movimentagdo de todas as células, imdveis, participantes do processo da espermatogénese até
o limen tubular (Carvalho et al., 2009). Nesse lumen, apds a espermiogénese, OS
espermatozoides sdo liberados pela célula de Sertoli para percorrer todo o restante do trato
reprodutor masculino (Russel, 1993). Além das células mioides, a regido intertubular possui
células mesenquimais, células linfaticas, capilares sanguineos e células do sistema imune
(sendo a maioria desses macrofagos residentes) e células de Leydig (Hedger and Meinhardt,
2003). Esse ultimo grupamento de células possuem um papel crucial na esteroidogénese durante
a produgdo de testosterona, quando estimuladas pelo hormoénio luteinizante (LH) (Zhang et al.,

2022).

2.3. Testiculos e a inflamacao

A inflamagdo ¢ um processo natural e muito importante para o organismo, que aumenta

durante alguns estimulos, como a presenca de anticorpos infecciosos, agdo microbiana e até

durante trauma fisico (Decker, 1991). Através da regulagdo, positiva ou negativa, de diversas
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moléculas como citocinas, quimiocinas, prostaglandinas, espécies reativas de oxigénio,
moléculas de adesdo, células do sistema imune entre outras estruturas, 0 n0sso corpo consegue
“atacar” invasores e proteger os tecidos e o6rgaos que o compde (Moshage, 1997). Assim,
durante a infeccdo do corpo pelo 7. cruzi, por exemplo, moléculas proinflamatérias estarao
reguladas positivamente para agir e tomar medidas contra o patégeno no tecido afetado (Talvani
and Teixeira, 2011).

Os processos de espermatogénese, espermiogénese e esteroidogénese, além do controle
hormonal, precisam de mediadores para conectar e coordenar os principais tipos celulares
durante todo o seu complexo processo. Para isso, moléculas sdo utilizadas para transmitir os
importantes sinais de comunicagdo, como quimiocinas, moléculas de sinalizacdo, fatores de
crescimento e citocinas. Exemplos dessas moléculas seriam a interleucina-6 (IL-6),
interleucina-15 (IL-15) e as quimiocinas CCL2 e CXCL10 (Syriou et al., 2018).

No testiculo, apesar de sua caracteristica imunoprivilegiada, ndo ¢ diferente. Além dos
macrofagos residentes, mastocitos também podem ser visualizados proximos a capilares
sanguineos (Nistal and Paniagua, 1984; Gaytan et al., 1989). Células T também possuem acesso
aregido testicular, que possui um sistema linfatico eficiente ligado aos linfonodos (Hedger and
Meinhardt, 2003). Porém, existem poucos estudos que mostram o perfil inflamatoério dessa

regido, principalmente quando em contato com protozoarios, a exemplo do 7. cruzi.

2.3.1. Imunoprivilégio

O imunoprivilégio testicular foi descoberto hd mais de 40 anos quando tecidos
transplantados no testiculo de ratos foram capazes de sobreviver por tempo indeterminado
(Head et al., 1983; Zhao et al., 2014). O tecido testicular possui essa caracteristica de tolerancia
para ambos os tipos de antigenos: proprios ou aloantigenos (Zhao et al., 2014). Esse
imunoprivilégio ¢ mantido por um processo de imunossupressao local que visa proteger as
células essenciais para a reprodugdo dos mamiferos, como as células haploides da linhagem
espermatogénicas e as células acessorias a esse processo da agdo do proprio sistema imune
(Guazzone et al., 2009; Arck et al., 2014). Assim como em machos, o 6rgao reprodutor das
fémeas (tero) também possui essa caracteristica, que impede o proprio sistema imune de atacar
o feto (Arck et al., 2014; Zhao et al., 2014).

Porém, a regido testicular também possui um sistema de defesa que pode sobrepor esse
imunoprivilégio em caso de infecgdo local por algum antigeno patogénico. A presenca de

macrofagos residentes na regido intertubular mostra que apesar do sistema imune estar
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suprimido nesse tecido, ele ainda pode vir a ser efetivo contra microrganismos invasores (Arck
etal.,2014; Zhao et al., 2014).

As citocinas, moléculas que controlam o sistema imune, participam ativamente de todo
o processo inflamatorio, atuando de forma pro-inflamatéria, anti-inflamatoria ou com carater
regulatorio. O perfil inflamatério de uma infec¢do dependerd diretamente do tipo das citocinas
e quimiocinas produzidas durante esse processo, afetando diversas células do sistema imune e
as regulando positivamente ou nao. No testiculo, as citocinas t€m um importante papel no
desenvolvimento e regulagdo das suas fungdes, também conseguindo atuar como moduladores
nas células de Leydig e Sertoli, participando da espermatogénese e esteroidogénese (Guazzone

et al., 2009).

2.3.2. IL-6

A IL-6 ¢ uma citocina muito importante para o processo regulatorio da inflamagao e da
resposta imune. Agindo pelo receptor gpl30, a IL-6 estimula a ativagdo e proliferacao
linfocitaria, atua na diferenciacdo de células B, induz respostas de fase aguda e estimula
produgdo de moléculas anti-inflamatorias pelas células T (Kamimura et al., 2004).

No testiculo, a IL-6 é produzida por células de Leydig, macrofagos residentes e células
de Sertoli, tanto no tibulo seminifero quanto na regido intertubular (Boockfor et al., 1994; Kern
et al., 1995; Cudicini et al., 1997; Bryniarski et al., 2005). No epitélio seminifero, a IL-6 possui
fungdes como a estimulacdao da producao de transferrina pelas células de Sertoli (Boockfor et
al., 1994) e estudos sugerem que essa citocina possui um importante papel na regulacdo
paracrina/autocrina durante a espermatogénese e na esteroidogénese, indicando um aumento

durante a inflamacao testicular (Hedger & Meinhardt, 2003; Rival ef al., 2006).

2.3.3. IL-15

A IL-15 ¢ uma citocina produzida por diversos tecidos e células, principalmente por
macrofagos, monocitos e células dendriticas. Ela ¢ uma citocina que atua em diversas fungdes
durante o controle da inflamacao e da resposta imune, conectando a resposta imune inata e a
resposta imune adaptativa (Patidar ez al., 2016). A IL-15 atua na defesa do corpo contra agentes
patogénicos intracelulares, atua como um fator de crescimento e promove a sobrevivéncia de

linfécitos T e B e de células NK, regulando fatores anti-apoptéticos. Essa citocina nao sé esta
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envolvida com a manutencdo de linfocitos T, mas também na geragdo e reativacdo dessas
células, sejam elas linfocitos jovens, efetores ou de memoria (Patidar ef al., 2016).

A atuacao da IL-15 nos testiculos ainda ndo ¢ muito aprofundada, mas em experimentos
realizados em galos infectados com Salmonella sp., durante periodos de maturagdo sexual,
apresentaram expressao dos genes da IL-15 na regido testicular. Essa expressdo pode indicar
um papel dessa molécula durante a resposta inata e/ou adaptativa e em seus mecanismos na
regido testicular (Anastasiadou & Michailidis, 2016).

2.3.4. CCL2e CXCL10

As quimiocinas CCL2 e CXCL10 também sdo reconhecidas por seu importante papel
no contexto imunologico, estimulando a migracdo de mondcitos e células T para tecidos
infectados por algum antigeno ou com algum tipo de dano inflamatorio (Jiang et al., 2017). Do
mesmo jeito que a expressdo de CCL2 tende a aumentar durante a inflamagdo, seu perfil
inflamatorio mostra que, apos o periodo de infecgdo/lesdo tecidual, a sua expressao tende a
diminuir drasticamente (Arck et al., 2014). Uma diversa gama de células podem produzir
CCL2, como macrofagos, células mioides e células de Leydig, todas encontradas no tecido
testicular (Guazzone et al., 2009; Arck et al., 2014).

Assim como a ligagdo entre IL-15 e o testiculo, a quimiocina CCL2 também nao ¢ ligada
a inflamacgdo do tecido testicular, mas podemos prever um perfil inflamatorio semelhante ao
encontrado em outros tecidos (Arck et al., 2014).

Ja a molécula CXCL10 ¢ uma quimiocina pleiotrdpica que possui diversas funcdes,
como induzir a apoptose celular, participa da regulacdo de proliferagdo celular e sinaliza locais
de infecgdo e de lesdo tecidual para leucdcitos. A CXCL10 esta envolvida em diversas infecgdes
até mesmo nos testiculos, produzida pelas células de Leydig e de Sertoli, como nos mostra o
estudo feito por Jiang e colaboradores (2017) que mostra que sua expressao € maior durante
orquite causada pelo Paramyxovirus e induz as células germinativas masculinas a apoptose pela

ativagdo da proteina caspase-3 (Jiang et al., 2017).

2.4. Infeccio testicular por 7. cruzi

A maior incidéncia da doenga de Chagas encontra-se associada a populagdes de maior
vulnerabilidade social e, seu maior indice de mortalidade associado a individuos do sexo
masculino. Este fato, possivelmente, deve-se a caracteristicas laborativas e/ou a fatores

fisiologicos associados ao género masculino (Mady et al., 1994; Lenzi et al., 1998; Simdes et
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al., 2018). Neste contexto, por anos, as pesquisas ficaram centradas na transmissao do 7. cruzi
pela forma congénita e negligenciando, em parte, o papel do homem e de seus 6rgaos urinarios
e reprodutores no contexto tanto da manutengao do parasito quanto na transmissibilidade (Lenzi
et al., 1998; Almeida et al., 2019). Entretanto, demonstrou-se que, durante a fase aguda da
infec¢do experimental pelo 7. cruzi, o parasito foi encontrado nos testiculos e em seus
componentes associados como o ducto deferente, epididimo, vesiculas seminais, prostata e
pénis (Lenzi et al., 1998). Além disso, um estudo de Almeida e colaboradores (2019), mostrou
que essa infeccdo testicular levou a infecgdo e transmissao do protozoario de camundongos
machos para a mae e, respectiva prole. Do mesmo modo, ja se descreveu que a transmissao
sexual durante a infec¢do experimental pelo 7. cruzi, em camundongos, apresenta-se reduzido,
mas nao nulo (Martin et al., 2015). Assim, esses estudos nos levam a questionar como o
protozodrio seria capaz de atravessar o epitélio dos 6rgdos do sistema reprodutor masculino e
induzir infec¢@o no organismo feminino.

O T. cruzi possui preferéncia por células que expressam proteinas contrateis (Lenzi et
al., 1998). Um estudo realizado por Carvalho e colaboradores (2009) mostrou que o protozoario
¢ capaz de infectar a 1amina propria e as células midides do tubulo seminifero do trato genital
masculino. Essas células midides possuem proteinas contrateis e a migragdo do 7. cruzi para o
liquido seminal poderia ocorrer pela contragdo destas células e consequente, pela sua ruptura,

levando a liberacdo de parasitos para o tibulo seminifero (Carvalho et al., 2009).

2.5. A Curcumina e a inflamacao

A curcumina ¢ um importante componente ativo amarelo-alaranjado da erva Curcuma
longa ou mais conhecida como agafrdo-da-terra. Esse componente possui diversas
caracteristicas farmacoldgicas e biologicas e ainda ¢ considerada nao toxica, mesmo em altas
doses, fato comprovado por Chiu e colaboradores em 2009 em experimentagao com diferentes
modelos animais. Esse composto possui diversas caracteristicas atuantes no corpo humano,
como: antioxidante, anti-inflamatério, antiapopitético, antiangiogénico e anticarcinogénico
(Souza et al., 2021). Além disso, a curcumina regula genes envolvidos na homeostase cardiaca
durante doengas cardiovasculares, prevenindo e revertendo a hipertrofia do miocardio e a falha
cardiaca (Nagajyothi et al., 2013). Apesar disso, esse composto possui baixa biodisponibilidade
devido ao seu tamanho sendo consequentemente pouco absorvido pelo organismo e diminuindo

suas agOes benéficas. Para resolver esse problema, foi criado um composto, diluente em agua,
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altamente biodisponivel: a Theracurmin. Em estudos realizados em modelo humano, a absor¢ao
da Theracurmin foi 27 vezes maior do que a curcumina (Nakagawa et al., 2020).

O T. cruzi, durante a sua fase de invasao celular, ja ¢ conhecido por utilizar o receptor
de LDL do hospedeiro ¢ uma das propriedades da curcumina ¢ ter um efeito inibitério na
transcri¢do desse mesmo receptor em modelo murino, conseguindo reduzir a taxa de invasao
celular e modulando as consequéncias causadas pelo protozodrio nos tecidos infectados

(Nagajyothi et al., 2013).
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

e Verificar se a Theracurmin (curcumina altamente biodisponivel) exerce atividade anti-
inflamatéria ou regulatoria durante a infecgdo experimental por 7. cruzi em

camundongos Swiss.

3.2. Objetivo especifico

Para avaliar as acdes do 7. cruzi e da atividade moduladora do tratamento com a
Theracurmin no sitio testicular de camundongos Swiss, analisaremos:
e O padrio de parasitemia em camundongos infectados e tratados com Theracurmin,;
e Avaliar a presenca do parasito nas células constituintes do ambiente testicular;
e Avaliar, por meio de analises morfométricas, se houve alteragdes nos testiculos;
e Quantificar a produ¢do de mediadores inflamatorios (IL-6, IL-15, CCL2 e CXCL10)

nos macerados teciduais da regido testicular.
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4. Metodologia

4.1. Animais em condic0es experimentais

Foram utilizados 28 camundongos machos Swiss, com idade de 7 a 9 semanas e peso
corporal aproximada de 20 a 40g. Estes animais foram alocados no biotério central da UFOP,
em salas climatizadas em condigdes controladas de luminosidade (12h claro-escuro) e
temperatura (22,0 + 2°C) e em gaiolas de polipropileno. Os animais foram fornecidos pelo
Centro de Ciéncia Animal (CCA) da UFOP e receberam 4gua e racao sem restricdes ou limites.

Os animais foram agrupados em: ndo infectados (n = 14) e infectados (n = 14). Em
seguida, os animais foram novamente agrupados entre aqueles animais que receberam a
curcumina altamente biodisponivel (n = 7) e os que nao a receberam (n = 7), finalizando em
quatro grupos: (i) ndo infectado (n = 7); (ii) ndo infectado + Theracurmin (n = 7); (iii) T. cruzi

(n=7); e (iv) T. cruzi + Theracurmin (n =7) (Fig. 1).

Figura 1: Desenho experimental da pesquisa.
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Created in BioRender.com bio

Fonte: Imagem criada pelo autor desse trabalho utilizando o site https://biorender.com.

Todos os procedimentos propostos neste estudo estdo de acordo com as normas do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e foram aprovados pelo Comité

de Etica no Uso de Animais (CEUA) sob o niimero de protocolo 4487110520 (Anexo 1 e 2).
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4.2. Infecc¢io e parasitemia

Os animais infectados com 7. cruzi foram inoculados, intraperitonealmente (Herndndez
etal.,2021), com 1.000 formas tripomastigotas da cepa Colombiana (Fig. 2). A cepa foi cedida
pelo Laboratério de Doenca de Chagas (LADOC) — Escola de Farmacia — UFOP.

Para confirmacao da infec¢@o nos animais e parasitemia, foi utilizada a técnica de Brener
(1962), a qual consiste na quantificagdo dos parasitos circulantes com auxilio de um
microscopio optico (Fig. 2). A coleta de sangue foi realizada diariamente utilizando Sul do

sangue periférico obtido através de um pequeno corte da parte distal da cauda de cada animal.

Figura 2: Linha temporal da pesquisa.
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Fonte: Imagem criada pelo autor desse trabalho utilizando o site https://biorender.com.

4.3. Terapia com curcumina altamente biodisponivel

A partir do dia anterior a infec¢do, os animais foram submetidos a uma terapia didria,
por gavagem, com 30 mg/kg (Sasaki et al., 2011) de curcumina altamente biodisponivel
(CurcuminRich®, Natural Factors, Canadd) (Fig. 3) durante 30 dias (Fig. 2). Cada cépsula do
produto possuia 30mg de Theracurmin® (Theravalues, Tokyo, Japan), além de outros

ingredientes (Fig 3). O preparo da dose individual consistiu na diluicdo da Theracurmin em
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solucdo de 4gua destilada contendo 0,5% de carboximetilcelulose sodico. Cada animal recebeu
300ul dessa mistura, sendo que os grupos ndo tratados com curcumina altamente biodisponivel
receberam apenas o veiculo da solugao na mesma quantidade. Houve pesagem semanal de todos

0s animais para controle e readequacao da dose de curcumina (Fig. 2).

Figura 3: Imagem do medicamento contendo o extrato de Theracurmin (curcumina altamente

biodisponivel) de raizes de Curcuma longa e sua bula.

Supplement Facts
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Theracurmin:
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Other ingredients: Microcrystalline cellulose, vegetarian capsule
(carbohydrate gum [cellulose], purified water), magnesium
stearate (vegetable grade), silica.
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Theracurmin is thoroughly tested with more double-blind studies
than any other form of curcumin on the market

Fonte: Imagem adaptada de www.iherb.com.

4.4. Processamento histologico

Apo6s o término do tratamento, os animais foram pesados, eutanasiados e, por meio de
incisdo, os testiculos foram removidos, lavados em PBS e pesados. Para determinar o peso do
parénquima testicular a tinica albuginea foi retirada e pesada, descontando-se seu peso daquele
obtido para o testiculo inteiro. Baseado nos pesos corporal e testicular foi calculado o indice
gonadossomatico (IGS- %) e o peso relativo dos 6rgaos a partir da divisao do peso corporal e
multiplicado por 100 (Amann, 1970).

Os tecidos foram imersos em formalina tamponada a 10% por no minimo 24 horas.
Posteriormente as amostras foram desidratadas em séries crescentes de alcool (70%, 80%, 90%
e absoluto) e em seguida foram blocados em resina histologica de metacrilato de glicol. Os
cortes foram feitos em micrétomo rotativo em se¢des de 3 um de espessura utilizando lamina
de vidro (Leica Biosystems, Wetzlar, Alemanha). Cortes histoldgicos foram coletados em semi-
séries, respeitando-se o intervalo de no minimo 40 um entre os cortes, as quais posteriormente
foram coradas com azul de toluidina com borato de sddio (1%). Apds a coloragdo, as laminas

foram montadas com laminula e Entellan® (Merck, Alemanha).
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4.5. Histomorfometria testicular

Para as andlises morfométricas foram utilizadas imagens digitais obtidas em
fotomicroscopio de campo claro (Leica DM5000B, Alemanha) equipado com camera digital
(Leica MC170HD, Alemanha). Todas as imagens foram analisadas utilizando o software Image

J® (National Institute of Health, USA).

4.5.1. Proporc¢ao volumétrica testicular e volume do intertibulo e seus elementos

A proporcao volumétrica de tiibulo e intertibulo foram estimadas a partir da contagem
de 266 pontos em 10 campos aleatorios, totalizando 2.660 pontos para cada animal em imagens
histologicas capturadas utilizando objetiva de 10x. O volume (ml) de cada componente
testicular foi estimado considerando o percentual ocupado multiplicado pelo volume do
parénquima testicular. Para obter as propor¢des volumétricas (%) dos componentes
intertubulares foram contados 1.000 pontos projetados sobre imagens capturadas em objetiva
de 40x da regido do intertubulo, nos diferentes cortes histologicos do testiculo de cada animal.
Os elementos quantificados foram: tecido conjuntivo, macro6fagos, vasos sanguineos, espago
linfatico e células de Leydig (nucleo e citoplasma). O volume (ml) dos elementos intertubulares
foi calculado a partir da porcentagem do elemento no testiculo/100, multiplicada pelo peso do
parénquima de 2 testiculos. Como a densidade do testiculo de mamiferos ¢ em torno de 1 (Costa

etal.,2011), o peso do testiculo foi considerado igual ao seu volume.

4.5.2. Parametros da célula de Leydig e indice Leydigossomatico

Trinta ntcleos de células de Leydig foram medidos em cada animal, escolhendo os que
apresentavam contorno circular, cromatina perinuclear e nucléolos evidentes. Para se calcular
os volumes (um?) nuclear (VN), citoplasmético (VC) e de cada célula de Leydig (VL) por
testiculo, foram utilizadas as seguintes formulas: VN = 4/3 nR3, onde R = raio nuclear; VC=%
de citoplasma x VN/% de nticleo; VL=VN + VC. Os ntimeros de c¢lulas de Leydig por testiculo
(NLT) e por grama de testiculo (NLGT) foram calculados de acordo com as formulas:
NLT=volume que as células de Leydig ocupam por testiculo (um?) / volume de uma célula de
Leydig (um?); NLGT=volume que a célula de Leydig ocupa por grama de testiculo (um?) /
volume de uma célula de Leydig (um?). Onde: Volume que a células de Leydig ocupa por

testiculo = proporcao da célula de Leydig no testiculo X peso do parénquima de um testiculo /
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100; Volume que a célula de Leydig ocupa por grama de testiculo = volume que a célula de
Leydig ocupa por testiculo / peso bruto de um testiculo. Para calcular a relagao
nucleoplasmatica (%) das células de Leydig dividiu-se o percentual ocupado pelo nticleo pelo
percentual ocupado por citoplasma. Este percentual foi obtido a partir da contagem de 1000
pontos sobre nucleo e citoplasma. O indice Leydigossomatico (ILS) foi calculado utilizando
formula: ILS=volume que a célula de Leydig ocupa nos testiculos / PC x 100, onde PC=peso

corporal.

4.6. Avaliacao dos marcadores inflamatorios teciduais

As concentragdes de IL-6, IL-15 CCL2 e CXCL10 foram quantificadas no tecido
testicular dos animais pelo método de “ELISA” (Enzyme-linked immunosorbent assay)
utilizado kits para deteccdo dos marcadores inflamatdrios da fabricante Peprotech, NJ, EUA.
Para a sensibilizacao das microplacas de 96 pocos foram adicionados 100ul/pogo dos anticorpos
monoclonais contra a proteina a ser dosada, diluidos em PBS, sendo estas placas incubadas
durante a noite em temperatura ambiente. Anticorpos nao absorvidos pelas placas foram
descartados, por inversdo e sucessivas lavagens em PBS-Tween. As placas foram bloqueadas
com 300ul/pogo de uma solucao contendo PBS-BSA 1%, durante 1 hora a 37°C. Em seguida
as placas foram novamente lavadas. Apds o bloqueio foram adicionados 25l das amostras e
100pl/pogo dos padrdes para cada marcador. Apds 2 horas de incubagdo, o processo de lavagem
foi realizado novamente e foram adicionados 100ul/pogo dos anticorpos de detec¢do em PBS
com 1% de albumina bovina e incubadas 2 horas a temperatura ambiente, seguindo-se da
lavagem. Depois, foram adicionados 100ul/pogo de conjugado avidina-HRP em dilui¢do de
1:2000 em PBS com 1% de albumina bovina e posterior incubagdo a temperatura ambiente
durante 30 min. As placas foram novamente lavadas e, para revelacdao, 100ul/poco de 2,2#-
Azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS — Sigma Aldrich, Missouri, USA)
foram adicionados, seguido de incubagdo em temperatura ambiente em auséncia de luz por
tempo previamente determinado para cada mediador dosado. A densidade Optica foi
determinada por um leitor de microplacas Biotek ELx808 (California, USA). A quantificagdo
dos mediadores inflamatorios presentes nas amostras serd determinada utilizando a densidade
Optica obtida com a curva padrdo de concentragdes conhecidas e analisadas pelo software

SOFTmax PRO 4.0.
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4.7. Analise estatistica

O software GraphPad Prism 8.0.1 foi utilizado para todas as analises. Para averiguar a
distribuicao dos dados foi realizado o teste de Kolmogorov-Smirnov. O teste ANOVA One-
way foi utilizado para comparar os grupos, de acordo a variavel avaliada, e quando necessario
utilizou-se o teste de Tukey para deteccdo de diferencas. Os dados de variagdo da massa
corporal, massa corporal ¢ massa relativa dos 6rgaos dos animais estdo apresentados sobre a
forma de média e erro padrao (EP). O nivel de significancia adotado para as analises foi de p <

0,05.
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5. Resultados e Discussao

Os topicos de Resultados e Discussao dessa dissertacao serao apresentados sob a forma
de artigo cientifico, que foi submetido para publicagdo no peridédico Journal of Reproductive

Biology na data de 16 de julho de 2022 (Anexo 3).
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ABSTRACT

Chagas’ disease is a tropical neglected illness caused by Trypanosoma cruzi and remains one
of the most significant causes of morbidity and mortality in South and Central Americas. The
disease is caused by a moderate to intense and persistent inflammatory response characterized
by local upregulated expression and production of inflammatory mediators that favors the
activation and recruitment of distinct cells of the immune system into different tissues to
eliminate the parasites. Theracurmin is a curcumin’s derived formulation of nanoparticles. Its
anti-inflammatory properties make this bioactive compound a mitigating factor in pathological
cases after an overwhelming inflammatory response. Our research focused on the testicular
investigation in 28 mice infected by 10° trypomastigote forms of Colombian strain of T cruzi
and treated with Theracurmin. The mice were treated with 30 mg/Kg of Theracurmin during
the period of 30 days. At the 30" day post infection animals were euthanized, and its testicles
were collected to morphological and immunological assays. The animals infected and treated
with Theracurmin presented a reduction in the testicular levels of IL-15 and IL-6. The volume
of the tunica propria are also higher in all infected animals, but Theracurmin decreased this
parameter in the treated animals. In the intertubular area, the percentage of some intertubular
components was decreased in the infected animals such as the percentage and volume of Leydig
cells, connective tissue, and macrophages. Furthermore, our data pointed to the daily use of

Theracurmin in the diet as a protective element of the testicular area.

Key words: Trypanosoma cruzi; inflammation; testicles; cytokines; Theracurmin.
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Introduction

Chagas disease is caused by the flagellated protozoan Trypanosoma cruzi and affects 6
to 7 million people around the world (WHO, 2022), being endemic from the south of Argentina
and Chile though the north of Mexico (Pérez-Molina and Molina, 2018). This parasite has
several routes of infection, and its main routes are oral and vectorial (during the repast of the
triatomine insect while feeding), beyond another ways of transmission such as blood transfusion
(mainly in non-endemic countries), laboratory accidents, congenital and sexual transmission,
which is supported by experimental studies (Pérez-Molina and Molina, 2018; Almeida et al.,
2019; Zapparoli et al., 2022).

In the rodents, 7. cruzi has a different tissue tropism after its infection depending on
factors such as the load and genetic background of the parasites and the genetic/immune
response related to the mammalian host (Andrade et al., 2010; Medina ef al., 2018). The T.
cruzi tissue tropism is described as heart, skeletal muscle, and tissues from the gastric system
(Esper et al., 2015; Weaver et al., 2019; Hossain et al., 2020). However, this parasite infects a
diverse range of tissues, including those from reproductive tract (Almeida ef al., 2019). In the
reproductive tissue, 7. cruzi infects cells and cause an inflammation responsible for damages
on the reproductive condition and/or the ease of dissemination of the protozoan among infected
individuals. Potential natural/chemical compounds have been investigated to control parasite
and the immune response in different infected tissues (De Paula Costa ef al., 2016; Menezes et
al., 2020).

Curcumin is a polyphenol compound of saffron and it has antioxidant, anti-
inflammatory, antiangiogenic, anticarcinogenic and apoptosis regulative properties (Arbiser et
al., 1998; Aggarwal et al., 2006; Kuttan et al., 2007; Chiu et al., 2009; Kang and Chen., 2009;
Nagajyothi et al., 2013). Curcumin regulates different biological and molecular routes,
modulating the synthesis of cytokines, chemokines, enzymes, genes, and transcription factors
in distinct inflammatory conditions (Gupta et al., 2012, 2013; Nakagawa et al., 2020). The use
of curcumin as a therapeutic compound in the experimental infection of 7. cruzi in murine
model demonstrated to be effective inhibiting the cellular invasion regulating the LDL receptors
in those cells and decreasing the parasitic load in the heart and liver (Yuan et al., 2008; Kang
and Chen 2009; Nagajyothi et al., 2013). Whereas curcumin has a low bioavailability, a new
formulation was developed (Theracurmin) whose absorption was 27 higher than curcumin in

humans (Nakagawa et al., 2020).
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So, this present study aims to investigate the parasitological and inflammatory patterns in
the testicular site of mice infected by the Colombian strain of the 7. cruzi under treatment with

the new formulation of the Theracurmin.

Materials and methods

Ethical Approval

All the methodologies performed in this study were in accordance with the standards of
the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA) and previously
approved by the Animal Research Ethics Committee (CEUA) of the Federal University of Ouro
Preto (UFOP), Ouro Preto, Minas Gerais, Brazil, under the protocol number 4487110520.

T. cruzi infection

For these experiments, we used the Colombian strains of 7. cruzi, classified as T. cruzi
I (Zingales, 2009). These strains were maintained by successive passages in Swiss mice at the

Center of Animal Science, UFOP.

Animals, T. cruzi infection and study design

Swiss male mice aged 7-9 weeks weighing approximately 20-40 g were used in this
study. Animals (n = 7) were grouped as (i) uninfected, (ii) uninfected + Theracurmin, (iii) 7.
cruzi, and (iv) T. cruzi + Theracurmin. Animals were infected by an intraperitoneal injection of
the Colombian strain of the parasite (1000 trypomastigotes/ animal). Blood parasites were daily
evaluated in infected mice according to Brener’s method (Brener, 1962). On day 30 of infection,
the animals were euthanized, their testicles were collected for the immune assay and
histopathology analysis. The mice were housed and maintained at the Center of Animal Science

at UFOP.

Theracurmin treatment

One day before the infection, animals were submitted with a daily therapy, via gavage,

with 30 mg/kg (Sasaki ef al., 2011) of Theracurmin (CurcuminRich®, Natural Factors, Canada)
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during 30 days. Each capsule of the product had 30 mg of Theracurmin® (Theravalues, Tokyo,
Japan). The individual dose preparation consisted in Theracurmin’s dilution in distilled water
with 0.5% of carboxymethyl cellulose. Each animal received 300 pL of this mix and the non-

treated groups received the solution vehicle at the same amount.

Testicle processing and histological analysis

Testicular samples of all animals were fixed in tamponed formalin for 24 h, dehydrated
in ethanol, embedded in glycol methacrylate resin, and cut into 3 mm thick sections using glass
knives (Leica Biosystems, Wetzlar, Germany). Histological slides collected in a semi-series
were obtained using one out of every 40 sections to avoid evaluating the same histological area.
The sections were stained with toluidine blue.

Digital images obtain with the photomicroscope of light field (Leica DM5000B,
Germany) equipped with a digital camera (Leica MC170HD, Germany) were used for
morphometric analysis. All images were analyzed using the Image J® software (National

Institute of Health, USA).

Parameters of the tubules seminiferous and of the intertubular area

The volumetric proportions (%) of the tubular and intertubular area were estimated with
the count of 266 dots in 10 aleatory fields, totaling 2660 dots for each animal in histological
images captured with the 10x objective. The volume (mL) of each testicular component were
estimated considering the percentage obtained multiplied by the testicular parenchyma volume.
The volumetric proportions (%) of the intertubular components were estimated with the count
of 1000 dots projected in captures images of the intertubular area with the 40x objective in
different histological slides of each animal. The quantified elements were connective tissue,
macrophages, blood vessels, lymphatic space and Leydig cells (nucleus and cytoplasm). Their
volume was calculated multiplying its obtained percentage with the parenchyma weight of both

testicles.

Leydig cell parameters

The diameters of 30 Leydig cells nuclei were measured in each animal, choosing those

with circular outline, perinuclear chromatin, and evident nucleoli. To calculate nuclear volume
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(NV), cytoplasmic volume (CV) and each Leydig cell volume (LCV, the following formulas
were used: NV =4/3 R3 (R = nuclear radius); CV = % of cytoplasm x NV/% of nucleus; LCV
=NV + CV.

The calculation of the volume that Leydig cells occupy in the testis was performed from
the proportion of Leydig cells in the testicular parenchyma x parenchyma weight of one
testicle/100. The volume that the Leydig cells occupy per gram of testis was obtained using the
gross weight of the testicles. The total number of Leydig cells in the testes was calculated from
the volume that the Leydig cells occupy in the testes (um?)/volume of one Leydig cell (um?).
To calculate the total number of Leydig cells per gram of testis the following formula was used:
volume that the Leydig cell occupies per gram of testis (um*)/volume of one Leydig cell (um?).
The Leydigosomatic Index (LSI) was calculated by the formula: LSI = total volume of Leydig
cell in the testicular parenchyma/BW x 100 (BW = body weight).

Immunoassay

Levels of CCL2, CXCL10, IL-6 and IL-15 were detected in the supernatant of the
homogenized testicular tissues. For sample preparation, 30 mg of testicular tissues were
macerated in 300 mL of phosphate buffered saline (PBS) and, after centrifugation at 13000
rpm, for 10 min at 4-C, the supernatant was collected. Inflammatory mediators were measured
by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using a specific kit (Peprotech, NJ, USA) and
were performed according to the manufacturer’s information. The absorbance values were

measured using the Biotek ELx808 (California, USA) ELISA reader at 450 nm.

Statistical analysis

Data are expressed as mean =+ standard error of means. Multiple groups were compared
using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by the Tukey-Kramer post-test. All
analyses were performed using the Prism 8 software (GraphPad Software). Groups were

considered statistically different at p < 0.05.
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Results

Animals infected with 7. cruzi and treated with Theracurmin showed a significant
reduction in the parasitic load of the circulating blood at the final of the treatment (data not
shown).

Biometric and testicular parameters obtained from uninfected and 7. cruzi-infected
animals under treatment with Theracurmin is shown in Table 1. There was no difference at the
corporal weight of the mice, such as at the albuginea’s weight and the parenchyma’s weight
between the groups. In contrast, the testicular weight, gonadosomatic index, and the
parenchyosomatic index increased in uninfected animals under Theracurmin treatment when

compared to those infected animals that received Theracurmin.

Table 1: Biometric and testicular parameters of mice infected with Trypanosoma cruzi and

treated with Theracurmin.

Uninfected + T. cruzi +
Uninfected T. cruzi

Theracurmin Theracurmin
CW (g) 42.64£039 44271227  46.19+1,94 45,7943 38
W (g) 0,46£0,02%®  0,5540,04°  0,53+0,032P 0,420,052
AW (g) 0,022£0,01  0,025£0,01  0,023%0,01 0,019+0,01
PW (g) 0,43£0,02  0,5240,04  0,50+0,03 0,400,05
GSI (%) 1,07£0,06*  123£0,06°  1,14+0,05%P 0,91+0,10%
PSI (%) 1,02£0,06®  1,18£0,06®  1,09+0,02P 0,87:£0,10?

CW — Corporal weight; TW — Testicular weight; AW — Albuginea’s weight; PW — Parenchyma’s weight; GSI —
Gonadosomatic index; PSI — Parenchyosomatic index. Data expressed as mean + standard error (SE). Different

letters between groups shows significant differences (p<0,05).

In the histological analysis, there was no observed the presence of the amastigote nests
in testicles, in the tubular, neither in the intertubular areas (Figure 4). In the morphometric
analysis, there was an increase in the percentage of the tubules seminiferous and of the tunica
propria in 7. cruzi-infected animals when compared to those without infection, independent of
the treatment with Theracurmin. However, in the infected groups under Theracurmin treatment,
we observed a decrease in the percentage of the tunica propria when compared to the animals
without the treatment. In addition, the volume of the tunica propria was higher in those infected

animals while the tubulosomatic index raised in the uninfected animals under treatment.
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Finally, the Theracurmin was able to decrease the epitheliumsomatic index in the animals

infected by 7. cruzi (Table 2).

Figure 4: Histological images of testicles of Swiss mice infected with 7. cruzi and treated
with Theracurmin. At the second day after the beginning of the treatment, mice were
intraperitoneally infected with 1000 trypomastigote forms of Colombian strain of 7. cruzi. After
30 dpi testicles were fixed, embedded in glycol methacrylate resin, and cut into 3 mm thick

sections. The sections were stained with toluidine blue.
Intertubular

eV

Yy
"8

Uninfected

T cruzi Uninfected + Theracurmin

T cruzi + Theracurmin

In — Intertubular area; L — Lumen; E — Epithelium; Lc — Leydig cell; BV — Blood vessel; M — Macrophage.
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Table 2: Parameters of the tubules seminiferous of Swiss mice infected with 7. cruzi and treated

with Theracurmin.

Uninfected +

Uninfected T. cruzi T cruzi+
Theracurmin Theracurmin

TS (%) 87,1740,85%  89.40+0,85*®  9329+036”  90,43+1,66°
EP (%) 78,01£1,16  79,04+1,35  80,73+122  76,49+1,97
TP (%) 1,50+0,08*  1,88+0,11*  3,04£0,07°  2,45+023¢

L (%) 7,66:0,67 8,47+0,77 9,52+1,35 11,48+1,74
Vol. TS (mL)  0,38+0,02 0,47+0,04 0,47+0,03 0,360,05
Vol. EP (mL)  0,34+0,02 0,41+0,04 0,41+0,03 0,31+0,04

Vol. TP (mL) 0,0066+0,00 0,0098+£0,00® 0,01520,00° 0,0098£0,00

Vol. L (mL)
TSI (%)

ESI (%)

0,0328+0,00  0,0442+0,01  0,0478+0,01
0,89+0,05*°  1,05£0,06°  1,01£0,04%¢
0,80£0,05*"  0,93+0,06* 0,88+0,04?

0,0448+0,01

0,79+0,10”

0,67+0,09”

TS — Tubules seminiferous; EP — Epithelium; TP — Tunica propria; L — Lumen; Vol. — volume; TSI —

Tubulosomatic index; ESI — Epitheliumsomatic index. Data expressed as mean + SE. Different letters

between groups shows significant differences (p<0,05).

The stereological analysis of the tubules seminiferous demonstrated an increase at the

luminal diameter and luminal area in the animals infected by 7. cruzi. Therefore, the

tubules/epithelium ratio was higher in the presence of the parasite (Table 3).
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Table 3 — Stereological analysis of the tubules seminiferous of Swiss mice infected with 7.

cruzi and treated with Theracurmin.

Uninfected Uninfected + T. cruzi T. cruzi +
Theracurmin Theracurmin
EH (um) 96,86+5,59 93,06+3,42 89,45+4,29 83,65+8,30
TD (um) 265,98+8,28 274,47+12,69 278,19+12,18 253,18+17,67
LD (um) 72,255,042 88,35+6,562P 99,30+8,20” 85,88+5,452P
TLT (m) 6,91+0,61 8,04+0,81 7,83+0,66 7,04+0,29
TLT/g 15,11+£0,99 14,81+1,38 14,98+1,15 18,31+£2,78

Tubulararea  55765,93+3490,96  59676,77+5629.25 61248.95£550420  51367,71+6674,58
Luminal area 4183 18+550,10  6272,12+94539%"  7965.69+1206,71°  5889,90+774,06P
Epithelial area  51582,76+3707,49  53404,6544740,44 5328326474624  45477,81:6411,40

TER 1,08+0,012 1,12+0,012P 1,15+0,027 1,14+0,032P

EH — Epithelium height; TD — Tubular diameter; LD — Luminal diameter; TLT —Total length of the tubules
seminiferous; TLT/g — Total length of the tubules seminiferous per grama of testicle; TER — Tubules/epithelium

ratio. Data expressed as mean + SE. Different letters between groups shows significant differences (p<0,05).

At the intertubular area, its percentual reduced significantly in the presence of 7. cruzi
and 7. cruzi + Theracurmin when compared to the non-infected animals, while the Leydig
nucleus percentage reduced only at the infected animals in comparison those uninfected. The
Leydig cytoplasm and de Leydig cell percentages were decreased in the presence of 7. cruzi,
while the percentage of connective tissue was decreased in the presence of 7. cruzi plus
treatment with Theracurmin. The macrophages percentage were also smaller in the presence of
T. cruzi when compared to the uninfected and untreated group (Table 4).

The intertubular volume (mL) reduced in those animals infected by 7. cruzi. These
animals also had a smaller volume of Leydig nucleus and cytoplasm when compared to the non-
infected animals. According to its percentage, the connective tissue volume was decreased in

the presence of the parasite plus Theracurmin treatment (Table 4).
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Table 4: Percentage and volume of the intertubular components in mice infected with 7. cruzi

and treated with Theracurmin.

Uninfected Uninfected + T. cruzi T. cruzi +
Theracurmin Theracurmin
IT (%) 12,830,852 10,60+0,85%P 6,7140,36 9,57+1,66"
BV (%) 0,88+0,24 0,5940,10 0,50+0,18 0,5240,15
LS (%) 0,78+0,19 1,29+0,43 1,43£0,32 1,93£0,41
LN (%) 1,360,132 0,94+0,09%P 0,66+0,06" 1,08+0,19%P
Leit (%) 8.23+1,30% 7,3140,85% 3,89+0,37" 5,53+0,94%P
LC (%) 9,58+1,412 8,260,912 4,54+0,41° 6,61+1,122P
CT (%) 1,29+0,48" 0,29::0,08" 0,120,02° 0,280,09P
MAC (%) 0,31+0,09 0,18+0,052P 0,120,017 0,24+0,042P
IT(mL)  0558£0,01%  0,0543£0,01°  0,0336+0,01” 0,03590,012P
BV (mL)  0,0039+0,0012  0,0030+0,0004  0,0026+0,0010  0,0019+0,0005
LS(mL)  0,0035£0,0009  0,0071£0,0026  0,0073+0,0018  0,0072+0,0014
LN (mL)  0,0058+0,0,0005® 0,0048+0,0004*" 0,0033+0,0004>  0,0040£0,0006"
Leit (mL)  0,035440,0062*  0,0370+£0,0024*  0,0192+0,0014°  0,0209£0,0030°
LC(mL)  0,0412+£0,0066  0,0418£0,0025  0,0225£0,0017  0,0249£0,0035
CT (mL)  (,0058+£0,0024®  0,0014+0,0003°  0,0006+0,0001°  0,0010£0,0002"
MAC  0,0014+0,0005  0,0009£0,0003  0,0006:0,0001 0,0009-0,0001
(mL)

IT — Intertubule; BV — Blood vessel; LS — Lymphatic space; LN —Leydig nucleus; Lcit — Leydig cytoplasm; LC —

Leydig cell; CT — connective tissue; MAC — Macrophage. Data expressed as mean + SE. Different letters between

groups shows significant differences (p<0,05).

According to the morphometric and stereological parameters of the Leydig cells, its

cytoplasmatic and cellular volumes were reduced in the presence of 7. cruzi + Theracurmin

when compared to the uninfected animals + Theracurmin. Furthermore, the Leydig cellular

volume per testicle was reduced in the animals infected by the protozoan, while the Leydig

cellular volume per gram of testicle were smaller only at the 7. cruzi group, when compared to

the non-infected animals. The number of Leydig cells per testicle also reduced in the infected

animals when compared to the uninfected one. Even though the number of Leydig cells per
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testicle did not show difference between the infected groups, the Theracurmin treatment inhibit

the decrease of the number of Leydig cells per gram of testicle. The leydigosomatic index were

also reduced in the infected animals, when compared to those uninfected (Table 5).

Table 5: Morphometric and stereological parameters of Leydig cells in mice infected with T.

cruzi and treated with Theracurmin.

Uninfected Uninfected + T. cruzi T. cruzi +
Theracurmin Theracurmin
LeydigD (um) 7,16£0,21 7,07£0,16 6,92+0,19 6,70+0,15

Vol. LN (um?)
Vol. Lcit (um?)

Vol. LC(um?)
Vol. LC/t (mL)
Vol. LC/t (um?)
Vol. LC/gt (mL)
Vol. LC/gt (um?)

LCn/t
LCn/gt

LSI (%)

194,35+16,92
1179,97+213,512P

1374,324227,612P
0,041£0,01%
4,1x10'%+6,6x10°?
0,091+0,01%
9,1x10'0+1,3x10'°?
3,0x107+2,6x10%*
6,7x107+5,6x10%*

0,097+0,02%

186,39+12.89
1473,83+200 477

1660,22+209,05"
0,042+0,00*
4,2x10'%+2,5x10°?
0,078+0,01%
7,8x10'%+8,0x10°*
2,7x107+3,3x10%2P
4,9x107+6,0x10%3P

0,095+0,01?

1753041520
1035,37+83,882P

1210,67+92,212P
b
0,022:£0,00
2.2x10'0+1,7x10°°
b
0,043£0,00
43x10'0+3 7x10°P
1,9x107+1,5x10P
3,6x107+3 4x10°

0,049+0,01P

158,21+10,81
822,62+77,49®

980,83+85,95%
0,025+0,007
2,5x10'%+3,5x10°P
0,063£0,012P
6,3x10'0+1,1x10'02P
2,5x107+2,9x10%2P
6,4x107+8,2x10%*

0,054+0,01P

LeydigD — Leydig diameter; LN — Leydig nucleus; Lcit — Leydig cytoplasm; LC — Leydig cell; LCn — Leydig cell

number; t — testicle; g — gram; LSI — Leydigosomatic index. Data expressed as mean + SE. Different letters between

groups shows significant differences (p<0,05).

Finally, the concentration of CCL2, CXCLI10 did not suffer any alterations in the

animals infected with 7. cruzi and/or treated with Theracurmin with in the testicular site (Figure

5A, 5B). Despite of that, the concentration of IL-15 and IL-6 shows that the 7. cruzi have

increased the production of those inflammatory markers, but the animals treated with

Theracurmin were capable of reduce these cytokine levels in testicular area (Figure 5C, 5D).
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Figure 5: Production of CCL2 (A), CXCL10 (B), IL-15 (C), and IL-6 (D) at testicles of
Swiss mice infected with T. cruzi and treated with Theracurmin. At the second day after
the beginning of the treatment, mice were intraperitoneally infected with 1000 trypomastigote
forms of Colombian strain of 7. cruzi. After 30 dpi the concentration of these cytokines was

evaluated by the enzymatic immunoassay method at the testicular macerated.
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Data expressed as mean & SE. Different letters between groups shows significant differences (p<0,05).
Discussion

This present study aimed to verify if the treatment with Theracurmin (highly
bioavailable curcumin) was able to regulate the morphological and/or inflammatory parameters
caused by the infection of 7. cruzi in experimental model. Previously, curcumin was able to
reduce the parasitemia in 7. cruzi infected animals (Nagajyothi et al., 2013) which is explained
by the inhibitory effect of curcumin at the transcription of low-density lipoprotein receptor
(LDLr) (Yuan et al. 2008; Kang and Chen 2009; Nagajyothi et al., 2013) as it is known that the
T. cruzi utilizes these LDLr during its cellular invasion process (Nagajyothi et al., 2011).

The Colombian strain of 7. cruzi has a positive tropism for muscular tissues, infecting

myoid cells frequently (Melo and Brener, 1978; Camandaroba et al., 2001; Andrade et al.,
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2010). Research conducted by Carvalho et al., (2009) showed that the protozoan can infect the
tunica propria cells of the tubule seminiferous and may have that preference because of
contractible proteins responsible for the movement of non-motile sperm cells throughout the
tubules (Lenzi et al., 1998). At this present study, we found a higher volumetric percentage and
volume of the tunica propria cells in the presence of the 7. cruzi, even though we did not find
amastigotes of the parasite in the testicular site. Theracurmin may have a protective role in
muscular tissues (Hernandez et al., 2021), resulting in a reduced cellular hyperplasia at the
testicular tunica propria. The infection by 7. cruzi also induced a significant raise in the luminal
diameter and area of the tubules seminiferous resulting in a higher tubule-epithelial ratio. The
tubules seminiferous are composed of three main components: tunica propria, epithelium and
lumen, this last structure is where the spermatozoa are released after spermatogenesis (Ross,
1974). This difference at the lumen may be the result of a compensatory effect due to the
inflammatory stress caused by 7. cruzi infection.

At this present study we found significant decrease in components of the intertubular
area, such as the percentage of resident macrophages and the percentage and volume of the
connective tissue during 7. cruzi infection, corroborating with the data in Mendis-Handagama
et al., (1990), suggesting an alteration of the intertubular site caused by the 7. cruzi infection.
The treatment with Theracurmin also led to a decrease in the percentage and volume of
connective tissue probably because of the inhibition generated by the treatment in the genic
expression of growth factors at the connective tissue causing a reduction at the extracellular
matrix including type I collagen and fibronectin (Xu et al., 2003; Chen and Zheng, 2008). At
testicular site, the extracellular matrix connects different cell types such as Sertoli and germ
cells at different stages into its basement membrane and plays a significant role during
spermatogenesis (Siu and Cheng, 2008).

The Leydig cells and resident macrophages of the intertubular area of the testicles has
an intimate relation as these macrophages are responsible for the release of biomarkers that
affect directly at the diametric growth and development of the testosterone producers’ cells
(Hales, 2007). In this context, the reduced presence of resident macrophages, as observed in the
present study, may result in a subdevelopment of the Leydig cells. The 7. cruzi is a crucial
element to potentialize the local inflammatory response with its immunogenic molecules and,
even in environment without inflammation, macrophages release important factors that
contribute to the development of Leydig cells (Hales ef al., 1999; Hales, 2002). The decreased

in Leydig cell population may be due to an intense inflammation generated by the 7. cruzi,
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reducing progressively the genic expression and function of these cells, as showed by Aldahhan
et al. (2021) in rats with cryptorchids.

The infection caused by the protozoan 7. cruzi is well known to cause an intense
inflammatory response in a diverse range of tissues in the mammal host body with the release
of inflammatory markers, such as cytokines and chemokines (Talvani and Teixeira, 2011). The
curcumin has an anti-inflammatory and protective effects in tissues such as the heart and liver
during the stress associated with chronic diseases, preserving their function, and regulating the
release of inflammatory markers (Nagajyothi et al., 2013; Hernandez et al., 2021). At the
macerated of the testicles, Theracurmin treatment was able to reduce the concentration of the
proinflammatory cytokines IL-6 and IL-15. Produced by the Sertoli cells, IL-6 has an important
role at paracrine/autocrine regulation during spermatogenesis and steroidogenesis and
presenting in higher concentrations during exacerbated inflammation (Hedger and Meinhardt,
2003; Rival et al., 2006). IL-15 has also presented higher concentration during microorganisms’
infection and may have an important role in innate and adaptative response at testicular site
(Anastasiadou and Michailidis, 2016). Even though the concentrations of CCL2 and CXCL10
are normally higher in heart and blood during 7. cruzi infection (De Aratjo et al., 2020), our
data did not show difference at testicular site. This fact reinforce that the inflammatory response
conducted by the 7. cruzi is compartmentalized and, in parts, defined by the genetic aspects of
the parasite and its studied host.

In conclusion, our study demonstrated that the Colombian strain of the 7. cruzi may
cause immunological and structural alterations at the testicular site in mice infected, mainly at
the tunica propria, muscle layer that recovers the tubules seminiferous, and at the Leydig cells.
Moreover, the treatment with Theracurmin presented protective effects, regulating the synthesis
of IL-6 and IL-15, but not CCL2 and CXCL10, in the testicular area. The relation between the
T. cruzi infection and the testosterone production at the Leydig cells still needs to be researched
for a bigger understanding of the damage caused by the protozoan at the testicular site and the

relation with the spermatogenesis.
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6. Perspectivas

e Avaliar a infec¢do epididimal do 7. cruzi em camundongos;

e Avaliar os efeitos protetivos da Theracurmin nos epididimos de camundongos

infectados com o 7. cruzi;

e Avaliar a producdo de testosterona em animais infectados pelo 7. cruzi e tratados com

a Theracurmin.
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8. Anexos

8.1. Anexo 1: Certificado do Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEUA) da UFOP.

Comiss3io de Etica
no Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Efeitos da curcumina (Curcuma longa) sob a resposta inflamatéria do mdsculo estriado
cardiaco e esquelético em animais infectados pelo Trypanosoma cruzi e submetidos ao treinamento fisico aerébico”, protocolada
sob o CEUA n? 4487110520 (o 000412), sob a responsabilidade de André Talvani Pedrosa da Silva e equipe; Vitdria Louise Teixeira
e Silva; Kelerson Mauro de Castro Pinto - que envolve a produgdo, manutengao e/ou utilizagdo 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 Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Ouro Preto (CEUA/UFQOP) na reunido de 10/07/2020.

We certify that the proposal "Effects of curcumin (long curcumin) on an inflammatory response of cardiac and skeletal muscle in
animals infected with Trypanosoma Cruzi and use in aerobic physical training.", utilizing 120 Heterogenics mice (120 males),
protocol number CEUA 4487110520 (1o oooa12), under the responsibility of André Talvani Pedrosa da Silva and team; Vitdria
Louise Teixeira e Silva; Kelerson Mauro de Castro Pinto - 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 Ouro
Preto Federal University (CEUA/UFOP) in the meeting of 07/10/2020.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 07/2020 a 02/2021 Area: Ciéncias Bioldgicas

Origem: Centro de Ciéncia Animal

Espécie:  Camundongos heterogénicos sexo: Machos idade: 7 a9 semanas N: 120
Linhagem: Swiss Peso: 20a40g

Local do experimento: O experimento serd realizado nas instalacées do CCA-UFOP em sala previamente equipada para realizacéo
dos tratamentos e andlise de parasitemia. Eutandsia e necrdpsia serdo realizadas também no CCA-UFOP em sala especifica para
este fim.

Ouro Preto, 16 de julho de 2020

Profa. Dra. Paula Melo de Abreu Vieira Prof. Dr. Leonardo Maximo Cardoso
Coordenadora da Comisséo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Ouro Preto Universidade Federal de Ouro Preto
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8.2. Anexo 2: Atualizagio do Certificado do Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEUA)
da UFOP

7 UNIVERSIDADE g ik
{ FEDERAL DE Comissao de Etica

OURO PRETO no Uso de Animais

Quro Preto, 16 de julho de 2021
CEUA N 4487110520

lImofa). Sria).
Responsdvel: André Talvani Pedrosa Da Silva
Area: Ciéncias Bioldgicas

Titulo da proposta: "Efeitos da curcumina (Curcuma longa) sob a resposta inflamatéria do misculo estriado cardiaco e esguelético
em animais infectados pelo Trypanosoma cruzi e submetidos ao treinamento fisico aerdbico”.

Parecer Consubstanciado da Comissdo de Etica no Uso de Animais UFOP (o cooz73)

A Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Ouro Preto, no cumprimento das suas atribuicdes, analisou e
APROVOU a Emenda (versao de 08/julha/2021) da proposta acima referenciada.

Resumo apresentado pelo pesguisader: "~ SOLICITACAQ Para realizar posteriores andlises teciduais, além dos drgdos i citades
neste projeto (coragdo e gastrocnémio, como tecido muscular cardiaco e esquelético, respectivamente) solicitamos autorizacao
para utilizacdo dos seguintes érgdos também retirados: figado, baco, tecido adiposo epididimal, pénis, testiculo, epididimo,
prostata e vesicula seminal.”.

Comentério da CEUA: .

Profa. Dra. Paula Melo de Abreu Vieira Prof. Dr. Leonardo Maxima Cardoso
Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Ouro Preto Universidade Federal de Quro Preto



8.3. Anexo 3: Comprovacao de submissdo do artigo cientifico.

Journal of Reproductive Immunology

Protective effects of Theracurmin treatment during experimental infection of the
Colombian strain of Trypanosoma cruzi at the testicular site

Manuscript Number:
Article Type:
Section/Category:
Keywords:
Corresponding Author:

First Author:
Order of Authors:

Abstract:

Suggested Reviewers:

--Manuscript Draft--

Full Length Article
Basic Immunology
Trypanosoma cruzi; inflammation; testicles; cytokines; Theracurmin

Andre Talvani, PhD
Universidade Federal de Ouro Preto
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Chagas’ disease is a tropical neglected illness caused by Trypanosoma cruzi and
remains one of the most significant causes of morbidity and mortality in South and
Central Americas. The disease is caused by a moderate to intense and persistent
inflammatory response characterized by local upregulated expression and production
of inflammatory mediators that favors the activation and recruitment of distinct cells of
the immune system into different tissues to eliminate the parasites. Theracurmin is a
curcumin’s derived formulation of nanoparticles. Its anti-inflammatory properties make
this bioactive compound a mitigating factor in pathological cases after an
overwhelming inflammatory response. Our research focused on the testicular
investigation in 28 mice infected by 10 3 trypomastigote forms of Colombian strain of
T. cruzi and treated with Theracurmin. The mice were treated with 30 mg/Kg of
Theracurmin during the period of 30 days. Atthe 30 th day post infection animals
were euthanized, and its testicles were collected to morphological and immunological
assays. The animals infected and treated with Theracurmin presented a reductionin
the testicular levels of IL-15 and IL-6. The volume of the tunica propria are also higher
in all infected animals, but Theracurmin decreased this parameter in the treated
animals. In the intertubular area, the percentage of some intertubular components was
decreased in the infected animals such as the percentage and volume of Leydig cells,
connective tissue, and macrophages. Furthermore, our data pointed to the daily use of
Theracurmin in the diet as a protective element of the testicular area.
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