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RESUMO

A fragmentacdo do habitat limita os deslocamentos e acasalamentos do Leontopithecus
chrysomelas, reduzindo a variabilidade genética e aumentando o risco de consanguinidade. No
Estado do Rio de Janeiro, individuos introduzidos acidentalmente em uma éarea de Mata Atlantica,
representam ameaca a fauna local e a satde publica, devido ao risco de hibridismo e transmissao de
patdégenos desconhecidos. Nesta pesquisa foi realizado um estudo anatémico dos testiculos de L.
chrysomelas utilizando exames ultrassonogréfico e histolégico dos diferentes estagios de maturacao
por meio da identificacdo da linhagem espermatogénica presente no epitélio germinativo dos tubulos
seminiferos. O resultado seré a descricdo morfologica de testiculos e epididimos para esta espécie e
0 conhecimento gerado podera apoiar estudos comparativos da ecologia reprodutiva dos primatas
Neotropicais, além de auxiliar o desenvolvimento de técnicas, como a criopreservacdo do tecido

testicular.

Palavras-chave: mico-ledo-de-cara-dourada,conservacao, reproducdo, anatomia



ABSTRACT

Habitat fragmentation limits the movement and mating of Leontopithecus chrysomelas,
reducing genetic variability and increasing the risk of inbreeding. In Rio de Janeiro State,
individuals accidentally introduced into an area of the Atlantic Forest pose a threat to local wildlife
and public health due to the risk of hybridization and transmission of unknown pathogens. This
research conducted an anatomical study of the testes of L. chrysomelas using ultrasound and
histological examinations of the different stages of maturation, identifying the spermatogenic
lineage present in the germinal epithelium of the seminiferous tubules. The result will be a
morphological description of the testes and epididymis of this species, and the knowledge
generated may support comparative studies of the reproductive ecology of neotropical primates,

as well as aid in the development of techniques such as cryopreservation of testicular tissue.

Keywords: Golden-headed lion tamarin, conservation, reproduction, anatomy
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1. Introducédo

1.1 Primatas Neotropicais

Os primatas Neotropicais, também conhecidos como Platyrrhini ou Platirrinos, sdéo um
grupo diversificado de primatas encontrados nas florestas tropicais da América Central e do Sul.
Este grupo se distingue dos primatas do Velho Mundo (Catarrhini) por vérias caracteristicas
anatomicas e comportamentais. Morfologicamente, os platirrinos apresentam narinas separadas
por uma faixa de pele longa e narinas voltadas para as laterais. A cauda pode ter caracteristica
preénsil, o que permite utiliza-la na locomoc¢do, alimentacdo e manipulacdo de objetos. A
denticdo também € uma caracteristica que difere esse grupo, geralmente eles possuem 3 pré-
molares em cada quadrante (Hershkovitz, 1977).

Esses primatas estdo divididos em cinco familias principais. Os Callitrichidae abrangem
espécies de saguis e micos, como 0s Leontopithecus e os Callithrix; Cebidae é a familia onde
encontramos os Cebus, Sapajus e os Saimiri; Atelidae é formada por Ateles, Brachyteles e
Alouatta (Rylands & Mittermeier, 2024; Ford & Davis, 1992); Pitheciidae, constituida por duas
subfamilias, Callicebinae (géneros Callicebus, Cheracebus, Plecturocebus, Callicebus) e
Pitheciinae (géneros Pithecia, Chiropotes, Cacajao); Aotidae representada pelo género Aotus.

Os primatas Platyrrhini apresentam comportamentos sociais e ecologicos muito
diferenciados entre si. A dieta pode incluir frutas, folhas, insetos e pequenos vertebrados. Na
locomocdo, os Ateles usam a braquiacdo, os Callithrix se movem por saltos e os Cebus por
quadrupedalismo. Também apresentam organizacdo social com hierarquia bem definida, podem
variar de pequenos grupos familiares ou ndo (Callitrichidae) a grandes grupos complexos
(Atelidae) (Rylands et al., 2000). Os Aotus sdo primatas noturnos, diferenciando dos habitos das
outras familias apresentadas, sdo popularmente conhecidos como macaco-coruja por conta da
anatomia de seus olhos adaptados para visao noturna. Ja os animais pertencentes da familia
Pitheciinae, apresentam dieta especializada em sementes, com denti¢cdo robusta e musculos
mandibulares bem desenvolvidos para consumir sementes duras (Carneiro, 2015).

Esses grupos habitam florestas tropicais e subtropicais na América Central e América do
Sul. Sdo predominantemente arboricolas e desempenham papel ecolégico vital na dispersdo de
sementes. Muitas espécies estdo ameacadas de extincdo devido sua distribuicdo geografica
conflitante com areas urbanas, caca e trafico ilegal. Esforcos de conservacdo tém sido

empregados ao longo dos anos, os quais incluem a criacdo de areas protegidas, programas de

16



reproducdo em cativeiro e iniciativas de educacdo e conscientizacdo ambiental (Rylands &
Mittermeier, 1995).

1.2 Género Leontopithecus (Hershkovitz, 1977)

Popularmente chamados de micos-ledes, o género Leontopithecus € um grupo de pequenos
primatas endémicos da Mata Atlantica do Brasil, e apresentam pelagem que se assemelha a juba
de um ledo. Eles pertencem a Ordem dos Primatas, Familia Callitrichidae. As espécies que
contemplam esse género sdo Leontopithecus rosalia (mico-ledo-dourado) (Linnaeus, 1766),
Leontopithecus chrysomelas (mico-ledo-de-cara-dourada) (Kuhl, 1820), Leontopithecus
chrysopygus (mico-ledo-preto) (Mikan, 1823) e Leontopithecus caissara (mico-ledo-da-cara-
preta) (Kleiman & Rylands, 2002) (Figura 01).

Golden-headed
lion tamarin
Leontapithecus
chrysomelas

Mico-lele-da-cam-dourada

EN EN

Golden lion tamarin
Leontopithecus rosalia

Mico-ledo-dourado
Sasim-piranga
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Figura 01: Representacdo do género Leontopithecus e da
ocorréncia geogréfica de cada espécie. EN — Em Perigo, em
verde Lista Nacional de Espécies Ameacadas de Extingdo e em

vermelho Lista Vermelha IUCN (Mittermeier, et al., 2022).

Os micos-ledes habitam principalmente areas de Mata Atlantica. Esses habitats incluem
florestas primarias e secundarias, que sdo areas criticas para a sua sobrevivéncia devido aos
conflitos com a urbanizacéao crescente (Coimbra Filho, 1976). Sdo animais com habitos diurnos
e altamente sociais. Apresentam uma dieta diversa, e consomem frutas, insetos, pequenos
vertebrados e néctar. Possuem comunicacgdo vocal elaborada e comportamentos complexos de
forrageamento (Rylands et al., 1993).

Todas as espécies desse género estdo classificadas como ameacadas de extin¢édo pela Unido
Internacional para a Conservacgdo da Natureza (International Union for Conservation of Nature
- IUCN) e pela Portaria MMA n° 148 (MMA, 2022), sendo a maior causa a destruicdo do habitat,

fragmentagdo florestal e tréfico. Sdo diversos os esforcos implementados para conservagdo

18



desses grupos, incluindo programas de manejo ex situ, banco genético de germoplasma,
restauracdo de habitats e conexdo de fragmentos de florestas através de corredores ecoldgicos.
Primatas Neotropicais sdo foco de pesquisas sobre sua ecologia reprodutiva devido a falta de
dados disponiveis, oscilagdes e declinacdes das populagdes de espécies desse grupo (Arakaki,

2017).

1.3 Leontopithecus chrysomelas (Kuhl, 1820)

O mico-ledo-de-cara-dourada apresenta pelagem preta no corpo, uma densa juba dourada
ao redor da face e membros também dourados (Figura 02). O comprimento do corpo varia de
25 a 33 cm e sua cauda pode chegar a 40 cm. Apresenta peso corporal médio entre 500 e 700
gramas, também possui cauda longa e ndo preénsil. Esta espécie demonstra comportamento
sociavel, sua principal atividade é a catagéo, que além de realizar a higiene do grupo, estabelece
e fortalece os lacos. Apenas as fémeas e machos dominantes do grupo séo quem se reproduzem,
porém, todos os integrantes tém responsabilidades nos cuidados com os filhotes . S&o
arboricolas, tém preferéncia pela copa das arvores, alternam a locomocao entre saltos e
deslocamento quadrupede (Oliveira et al, 2021).

O Leontopithecus chrysomelas pode ser encontrado na Mata Atlantica, tem preferéncia por
locais quentes e umidos. Endémico do Sudeste da Bahia, onde estd localizada a Reserva
Biologica de Una (Figura 02). Tem preferéncia por florestas primarias, mas devido as pressdes
antropicas e desmatamentos, também € visto em florestas secundarias, fragmentos de mata e
areas de reflorestamento (Kleiman & Rylands, 2002). Atualmente observa-se muitos fragmentos
de florestas isolados por cidades, plantacdes e estradas, restringindo deslocamentos e
acasalamentos com outros grupos e diminuindo a variabilidade genética dessa espécie, levando

a preocupacao com a consanguinidade (Pereira, 2010).
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Figura 02: Distribuicdo geografica de Leontopithecus chrysomelas
(Rylands et al., 2002).

No Estado do Rio de Janeiro sdo encontrados exemplares de L. chrysomelas que foram
introduzidos, tornando-se uma ameaca a sobrevivéncia do Leontophitecus rosalia (Linnaeus,
1766), uma vez que estes sdo endémicos da Matas Atlantica do Norte Fluminense e apresentam
grande vulnerabilidade quando entram em conflito com o L. chrysomelas (Machado, 2013).
Essas espécies competem pelos mesmos alimentos e territorio, além da ocorréncia de
hibridizacdo (Rego, 2017). De acordo com a Portaria ICMBIO n° 134 de dezembro de 2012, o
manejo adequado de taxons in situ e ex situ visa promover sua conservacdo a longo prazo.
Conjuntamente, devem ser implementadas medidas mitigadoras para os riscos decorrentes das
populacdes aloctones de espécies com potencial invasor. Dessa forma, a disseminacdao de
conhecimentos essenciais a conservacdo serdo gerados, constituindo instrumentos fundamentais
para formulacdo de estratégias e a tomada de decisGes na gestdo conservacionista. Dito isso, a
recomendacdo € a remocdo dos L. chrysomelas, pois 0s mesmos conferem riscos aos L. rosalia
(Machado, 2013).

Aléem dos prejuizos a fauna local, a introdugdo de espécies exdticas € uma importante

questdo de saude publica, por apresentar alto risco de transmissdo de agentes patogénicos
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desconhecidos, inclusive zoonoses (Andrade, 2025). Por serem animais cativantes, nao € dificil
a aproximagdo dos humanos que ofertam alimentos para esses individuos, facilitando a
mobilidade de possiveis patégenos, uma das problematicas do conflito humano-fauna
(Goncalves et al., 2025). Muitas vezes 0 manejo ex situ € necessario para 0 mico-ledo-da-cara-
dourada, devido a diminuicdo do seu local de origem, altos custos para programas de
reintroducdo da espécie e, em determinados casos, alteracbes em sua integridade fisica que
impossibilitam a soltura (Moraes, 2011).

1.4 Sistema reprodutor masculino

O sistema reprodutor masculino de muitos mamiferos € composto pelos testiculos,
epididimos, ductos genitais (ducto deferente, ducto ejaculatdrio e uretra) e pénis (Figura 03).
Além disso, inclui glandulas acessorias, como a prostata, as vesiculas seminais e as glandulas

bulbouretrais (Ferraz, 2015). Neste trabalho, serd foco de pesquisa os testiculos e epididimos.

Figura 03: Orgaos externos do sistema reprodutor masculino de
Leontopithecus chrysomelas, CP 3915. Fonte: arquivo pessoal.

1.4.1 Testiculos

Os testiculos sdo os principais 6rgdos sexuais masculinos, também denominados como
gbnadas, e exercem duas fungdes principais: a funcdo exocrina, relacionada a producdo e
liberacdo de espermatozoides, e a funcdo enddcrina, voltada para a secrecdo de horménios
sexuais masculinos, fundamentais para a manutencdo das caracteristicas sexuais secundarias e
do funcionamento do sistema reprodutor. Formam-se na cavidade abdominal e migram para o

interior do saco escrotal. Durante esse deslocamento, seu tecido conjuntivo passa por
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significativas transformacdes estruturais, tornando-se predominantemente fibroso, rico em
fibras colagenas e elasticas (Chaves, 2006).

Cada testiculo é quase totalmente revestido por uma dupla camada de peritdnio, denominada
tunica vaginal, adquirida na cavidade abdominal durante sua descida para o escroto. Assim como
ocorre em membranas serosas, essa tdnica apresenta uma camada parietal externa e uma camada
visceral interna, que recobrem a tdnica albuginea nas regides laterais e anterior do testiculo
(Junqueira & Carneiro, 2013). Logo abaixo da tdnica vaginal, encontra-se uma capsula fibrosa
resistente, denominada tanica albuginea, que se torna mais espessa na superficie dorsal dos
testiculos para formar o mediastino. Abaixo da tinica albuginea, ha uma camada de tecido
conjuntivo frouxo e vascularizado, conhecida como tunica vasculosa. Prolongamentos fibrosos
dessa camada formam septos que segmentam cada testiculo em multiplos I6bulos. Cada lébulo
testicular contém, em média, quatro tubulos seminiferos (Junqueira & Carneiro, 2013).

O interior do testiculo & composto por tubulos seminiferos e células intersticiais de Leydig,
responsaveis pela producdo de testosterona, distribuidas no tecido conjuntivo vascularizado
(derivado da tanica vasculosa) entre os tubulos. Cada tibulo seminifero possui uma delgada
camada de tecido conjuntivo, chamada tunica prépria, além do epitélio germinativo (ou
seminifero), relativamente espesso e sustentado por uma lamina basal (Junqueira & Carneiro,

2013). Os tubulos seminiferos sdo enovelados, originam-se em fundo cego e terminam em curtos

ductos denominados tubulos retos, que os conectam a uma rede de canais interligados conhecida
como rete testis. Essa rede, localizada em um espessamento da tdnica albuginea, € revestida por
epitélio cubico simples, cujas células possuem microvilosidades e um Unico cilio. A
movimentacdo dos espermatozoides ao longo do tubulo ocorre devido a contracdo das células
mioides adjacentes e a acdo ciliar. As células mioides contrateis estdo presentes na tunica propria
de algumas espécies, mas ausentes em humanos (Chaves, 2006).

O epitélio seminifero é composto por multiplas camadas de células espermatogénicas em
diferentes estagios de meiose, processo pelo qual ocorre a reducdo do numero diploide de
cromossomos para a condicdo haploide, essencial a formacao dos gametas (Guyton & Hall,
2021). Alem disso, ha células especializadas conhecidas como células de Sertoli, que fornecem
suporte e nutrientes as células germinativas. As células de Sertoli regulam a espermatogénese
quando estimuladas pelo hormdnio foliculo-estimulante (FSH)secretado pela adeno-hip6fise Os
tubulos seminiferos desembocam na rete testis, uma rede de ductos que conduzem o0s

espermatozoides até os ductos eferentes. Esses ductos recebem os gametas da rete testis e 0s
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transportam ao epididimo, onde amadurecem e adquirem motilidade. Os ductos eferentes séo
revestidos por epitélio cilindrico simples ciliado ou ctbico simples ndo ciliado (Guyton & Hall,
2021).

As espermatides haploides, entdo, atravessam o processo de espermiogénese, subdividido
em trés fases: a fase do complexo de Golgi, a fase acrossdmica e a fase de maturagdo. Durante
esse processo, as espermatides se transformam em espermatozoides maduros, que podem ser
facilmente reconhecidos por seu nlcleo pequeno e alongado, bem como por sua localizacéo ao
longo da superficie luminal (Chaves, 2006).

As células intersticiais do testiculo, conhecidas como células de Leydig, apresentam nucleo
arredondado, cromatina dispersa, um ou dois nucléolos e citoplasma acidéfilo com vacutolos
lipidicos. Elas ocupam o espaco entre os tubulos seminiferos e sdo circundadas por numerosos
capilares, através dos quais secretam testosterona, o principal horménio sexual masculino. A
testosterona é essencial para o desenvolvimento embrionario masculino, a formacdo das
caracteristicas sexuais secundarias e a espermatogénese normal. A atividade das células de
Leydig é regulada pelo hormonio luteinizante (LH), produzido na adeno-hipéfise (Guyton &
Hall, 2021; Abrahamsohn, 2016).

1.4.2 Epididimos

O epididimo é uma estrutura essencial do sistema reprodutor masculino, responsavel pelo
armazenamento, maturacéo e transporte dos espermatozoides. Ele € um ducto longo e altamente
enovelado localizado na regido posterior dos testiculos, desempenhando um papel crucial na

capacitacdo espermatica antes da fertilizacdo (Chaves, 2006). Ele se divide em trés segmentos:

a cabeca (Caput) localizada na extremidade superior do testiculo, onde os ductos eferentes
desembocam. Possui um epitélio mais espesso e uma rede abundante de microvilosidades, que
proporcionam a absorcdo e modificacdo do fluido testicular; o corpo (Corpus) encontrado na
regido intermediaria onde ocorre a maturacdo progressiva dos espermatozoides; e a cauda
posicionada na extremidade inferior do testiculo, atua como principal local de armazenamento
dos espermatozoides antes da ejaculacdo (Junqueira & Carneiro, 2013). A organizagdo
anatdmica é semelhante em primatas humanos e ndo humanos (Chaves, 2006).

A principal funcéo dos epididimos é o armazenamento, transporte e a maturacéo final dos
espermatozoides, processo que inclui o desenvolvimento da motilidade. Também desempenha

funcdo imunoldgica, protegendo os espermatozoides contra agentes patogénicos ou reacoes
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autoimunes. Durante a passagem pelo epididimo, os espermatozoides sofrem alteracdes
bioquimicas que permitem a aquisi¢do da capacidade de fertilizacdo, como a modificacdo da
composicao lipidica da membrana plasmatica, desenvolvimento da motilidade progressiva,
essencial para a locomocdo no trato reprodutivo feminino e remocdo de proteinas
citoplasméticas com remodelacdo estrutural da cauda do espermatozoide (Chaves, 2006).
Os ductos epididimérios sao revestidos por epitélio pseudoestratificado, mais espesso na
regido da cabeca em comparacdo a cauda. Esse epitélio contém estereocilios, prolongamentos
longos e imbveis que, na realidade, sdo microvilosidades ramificadas, cuja fungdo é ampliar a
area de superficie e facilitar o intercambio de moléculas com as células. Além disso, a
musculatura lisa se torna progressivamente mais espessa, partindo de uma Gnica camada circular
na cabeca até atingir trés camadas na cauda, estrutura semelhante a do ducto deferente. Os
espermatozoides sdo armazenados na cauda do epididimo até a ejaculacdo. A contragcdo das
células mioides e do musculo liso epididiméario empurra 0s espermatozoides em dire¢do ao ducto
deferente. O fluido epididiméario contém proteinas antioxidantes e enzimas que protegem o0s
espermatozoides contra danos oxidativos e agentes externos (Franca & Avellar, 2025;
Abrahamsohn, 2016).

1.5 Ultrassonografia

A ultrassonografia € um exame de imagem ndo invasivo que utiliza ondas sonoras de alta
frequéncia para visualizar estruturas internas do corpo em tempo real. Esse método é
amplamente utilizado na medicina para diagnostico e acompanhamento de diversas condi¢des
(Peixoto et al., 2010).

O exame ¢ baseado no envio e recebimento de ondas ultrassdnicas. O processo ocorre em
trés etapas principais: 1) Emissdo de Ondas Sonoras — o transdutor do aparelho de ultrassom
emite ondas sonoras de alta frequéncia (geralmente entre 2 e 18 MHz) para o interior do corpo;

2) Reflexd@o das Ondas — as ondas sonoras interagem com os tecidos, sendo refletidas de maneira
diferente conforme a densidade e composi¢do das estruturas internas; e 3) Formacao da Imagem

— as ondas refletidas retornam ao transdutor, que converte esses sinais em impulsos elétricos. O

computador do aparelho processa esses sinais e cria uma imagem em tempo real (Ma, 2015).
Estdo disponiveis quatro tipos de técnica ultrassonografica que ajudam a mapear e

classificar os 6rgéos alvos de estudo. O Modo B (Brilho - Brightness Mode) que gera imagens

bidimensionais em tons de cinza, sendo a técnica mais amplamente utilizada (Brito, 2015). O
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Doppler avalia o fluxo dos vasos e artérias, Util para visualizagdes de tromboses e doencas
vasculares (Carvalho, 2008). Muito usadas na obstetricia, as imagens 3D e 4D sdo imagens
tridimensionais e em tempo real, respectivamente (Werner Janior, 2016). A ultrassonografia
com contraste € a técnica que utiliza agentes de contraste para ajudar na visualizacdo de 6rgéos
e tecidos (Stanzani, 2010).

1.6 Histologia

A histologia é a ciéncia que estuda a estrutura microscopica dos tecidos bioldgicos e sua
organizacdo dentro dos 6rgéos e sistemas. Seu papel é essencial para diversas areas da biologia
e da medicina, pois fornece conhecimento detalhado sobre a estrutura, funcdo e alteracGes
patoldgicas dos tecidos. O avanco das técnicas histoldgicas, como coloragdes especificas e
microscopia eletrdnica, tem permitido uma compreensdo mais profunda da organizacéo celular
e suas interacOes, contribuindo para o diagndstico de doencas, a pesquisa biomédica e o
desenvolvimento de novas terapias (Junqueira & Carneiro, 2013).

S&80 quatro os principais tipos de tecidos que compdem 0s organismos multicelulares:
epitelial (responsavel pelo revestimento de superficies e pela absorcdo, secrecdo e protecéo
contra agentes externos), conjuntivo (proporciona suporte estrutural e metabdlico, além de
participar da defesa imunoldgica), muscular (permite a contracdo e a movimentacdo do
organismo, além de atuar na regulacdo do fluxo sanguineo) e nervoso (atua na recepcao,
processamento e transmissdo de sinais elétricos para coordenacdo das fungdes corporais). Cada
um desses tecidos apresenta funcdes especificas essenciais para o funcionamento e homeostase
dos sistemas. A andlise histoldgica possibilita a identificacdo de variacbes estruturais entre
diferentes Orgdos e organismos, sendo um dos principais métodos para a caracterizacdo das
adaptac0es fisioldgicas e evolutivas (Gartner & Hiatt, 2019).

Considerada um dos pilares da patologia, a histologia auxilia no diagndstico de doengas por
meio da analise de amostras de tecidos. A avaliacdo histopatoldgica € crucial para a identificacdo
de doencas inflamatdrias, degenerativas e neoplasicas. Além disso, é de extrema importancia na
embriologia, pois permite compreender o desenvolvimento dos tecidos e 6rgdos durante a
gestacdo, auxiliando na identificacdo de anomalias congénitas e no estudo da biologia do

desenvolvimento. No desenvolvimento de novos farmacos, permite testar a acdo de
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medicamentos sobre células e tecidos, garantindo sua eficacia e seguranca antes da aplicacdo
clinica. A histologia € um componente essencial na formacdo de profissionais da salde, o
conhecimento detalhado da organizacdo tecidual permite a interpretacdo correta de exames
laboratoriais e a compreensdo dos mecanismos fisiopatoldgicos das doencas. A evolucdo das
técnicas histologicas, como microscopia confocal e imunohistoquimica, tem aprimorado a
capacidade diagndstica e a pesquisa na area biomédica, tornando a histologia uma ciéncia
indispensavel para o progresso da medicina e das ciéncias bioldgicas (Junqueira & Carneiro,
2013).

1.7 Castracdo: indicagéo e efeitos

Sdo inumeros os beneficios da castracdo, porém seus efeitos podem variar de acordo com
idade, espécie e condico de saude do individuo. E observado aumento da expectativa de vida
de animais castrados devido a reducdo de doencas de cunho reprodutivo ou hormonais e
diminuicdo de comportamento de risco, como agressividade e territorialismo, fator importante
para manutengédo de animais silvestres mantidos ex-situ. (Hoffman et al., 2013).

Alguns efeitos adversos da esterilizacdo podem ocorrer. Alteracdes como obesidade e
alteracdes metabdlicas estdo mais propicias devido a reducéo dos hormdnios sexuais (German,
2006). Estudos sugerem que a castracao precoce pode aumentar o risco de desenvolvimento de
tumores malignos, como por exemplo osteossarcoma em cées de grande porte (De la Riva et al.,
2013). Em fémeas ja foi observado que a musculatura do trato urinario pode sofrer com a
reducdo do suporte hormonal, causando problemas de controle da mic¢céo (Pegram et al., 2019).

Mesmo com efeitos adversos, os beneficios da castracéo séo significativos e se sobrepdem
aos maleficios, sendo uma técnica altamente recomendada. Como por exemplo, nas fémeas de
caes e gatos domésticos, a ovariosalpingohisterectomia (OSH) reduz significativamente o risco

de cancer de mama, especialmente se realizada antes do primeiro cio (Kustritz, 2007). Além
disso, previne infeccBes uterinas graves, como a piometra, que pode levar o animal a 6bito. Em
machos, a orquiectomia reduz o risco de neoplasias testiculares, orquites, doencas prostéaticas,
trauma, abscessos e controle de alteraces enddcrinas (Oliveira et al., 2010). Como ja relatado,
temos também o aumento da expectativa de vida e alteracGes benéficas no comportamento. A
reducdo hormonal causa uma queda em comportamentos agressivos e territorialistas (Neilson et
al., 1997).

A utilizacdo de técnicas de contracepcdo cirtrgica ou hormonal tem sido importante na
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gestao de populagdes de animais silvestres, seja in situ ou ex situ (Asa & Moresco, 2019). Para
animais mantidos fora do seu habitat natural, como zooldgicos e mantenedores de fauna, é
necessario um controle populacional eficaz, bem como uma boa administracdo para evitar a

endogamia. Para espécies com potencial risco de extin¢do, o planejamento da reproducdo é

essencial para programas de manejo populacional (Asa & Moresco, 2019).

Em espécies de vida livre, alguns métodos contraceptivos, alternativos a castracdo, podem
ser utilizados, como vasectomia para 0s machos e ligadura tubaria para as fémeas. Essa
metodologia é recomendada para manter o comportamento social regido por hormdnios
produzidos pelas gbnadas, como dominancia por exemplo, porém realizando o controle
populacional e consequentemente risco de hibridismo e perda do equilibrio ecoldgico.

Em suma, o controle reprodutivo através da castracdo cirlrgica € uma estratégica
comprovadamente eficaz para 0 manejo de animais silvestres mantidos sob cuidados humanos,
com isso evita-se 0 sofrimento por superpopulagdo, hibridismo com perda da integridade
genética da espécie e transmissdo de genes indesejaveis através da endogamia (Wallace et al.,
2016).

2. Justificativa

O género Leontopithecus abrange espécies de grande importancia para o estudo de
conservacao de fauna, devido ao seu historico de declinio populacional. O estudo anatdmico dos
orgaos externos do sistema reprodutor masculino desta espécie se mostra de grande valia, tendo
em vista que além de ndo haver outros relatos, a elucidacdo dessas estruturas contribuirdo para
projetos futuros de colheitas de amostras para banco genético e projetos de conservagdo. As
técnicas empregadas sdo seguras para 0s animais, livres de dor ou sofrimento. Os animais
utilizados sdo mantidos pelo Centro de Primatologia do Rio de Janeiro (CPRJ), 0s mesmos
encontravam-se na condicdo de espécie invasora, em Niter0i-RJ, quando capturados e nao
poderdo retornar para vida livre. Para melhor manejo em cativeiro, a castracdo dos machos foi

eleita a manobra mais segura e eficaz para controle de natalidade e brigas territoriais.

3. Obijetivo geral
O intuito deste projeto é descrever, com riqueza de detalhes, o sistema reprodutor masculino
de Leontopithecus chrysomelas, tragcando uma analise morfoldgica das estruturas do parénquima

testicular e epididimario de cada individuo estudado. Foram combinadas as técnicas de
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ultrassonografia e histologia com o propdsito de aprimorar a caracterizagdo morfoldgica,
visando aprofundar o conhecimento da fisiologia reprodutiva desses primatas e, assim,

contribuir para futuros projetos de pesquisa em conservacéo.

3.1 Objetivos especificos
e Realizar a descricdo anatdmica detalhada do sistema reprodutor masculino do L.
chrysomelas, com foco nos testiculos e epididimos;

e Aplicar a técnica de ultrassonografia para analise estrutural dos testiculos e epididimos;
e Realizar analises histoldgicas para caracterizar as células da linhagem espermatogénica e

intersticiais, e a partir desses resultados o determinar a maturidade sexual da espécie;

e Comparar as caracteristicas macroscopicas e microscépicas dos testiculos e epididimos do
L. chrysomelas com dados disponiveis de espécies de Primatas Neotropicais;

e Integrar os resultados obtidos por ultrassonografia e histologia para uma descri¢do detalhada

da génada masculina da espécie, visando fornecer subsidios para projetos de conservagéo.

4. Metodologia

4.1  Animais

Neste estudo, foram utilizados 14 machos da especie Leontopithecus chrysomelas,
mantidos sob cuidados humanos no Centro de Primatologia do Rio de Janeiro - CPRJ
(22°29'18.0"S 42°54'48.4"W) (Tabela 01), provenientes de Niterdi-RJ. Estes animais foram
resgatados e transferidos para o0 CPRJ no contexto do ndo poderem ser conduzidos novamente
ao seu local de origem, além de estarem sob condicao de espécie invasora, colocando em risco

outras espécies endémicas do local de captura.
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Controle de individuos utilizados no estudo

N° de Data de o ) Procriagéo
) ) ) Posicao Categoria
controle N° do microchip Origem chegada / .

) _ hierarquica o

interno CP nascimento cativeiro?

3914 (934)000.011.427.935 Vida livre  10/02/2021 dominante Adulto sim

3915 (934)000.011.428.183 Vida livre  10/02/2021 satélite Adulto nao

3934 (934)000.011.428.139 Vida livre  25/04/2021 satélite Adulto nao

3939 (934)000.011.428.126  Vida livre  25/04/2021 Nao determinado  Juvenil nao

3991 (934)000.011.428.076 Vida livre  10/05/2022 Nao determinado  Juvenil nao

3994 (934)000.011.428.077 Vida livre  10/05/2022 dominate Adulto sim

4005 (934)000.011.428.087 Vida livre  12/07/2022 Nao determinado  Juvenil nao

4007 (934)000.011.428.102 Vida livre  12/07/2022 dominante Adulto nao

. - Néo :

4009 Né&o informado Vida livre satélite Adulto nao
informado

4010 (934)000.011.428.061 Vida livre  08/08/2022 dominante Adulto sim

4014 (934)000.011.428.063 Vida livre  08/08/2022 dominante Adulto sim
Nao

4093 Né&o informado Cativeiro N&o determinado  Juvenil nao
informado

4100 (934)000.011.428.019 Cativeiro  27/12/2023 Nao determinado  Juvenil nao

4124 (934)000.011.428.199 Cativeiro  N&o N&o determinado  Juvenil nao
informado

Quadro 01: Leontopithecus chrysomelas — Relagdo dos individuos que participam do estudo, suas origens, faixa etaria, posicdo
hierdrquica e tempo de permanéncia sob cuidados humanos.

A coleta do material foi realizada no Hospital Veterinario do Centro Universitario serra dos
Orgaos (UNIFESO), Campus Quinta do Paraiso, Teresopolis - RJ, por meio de procedimentos
de castracdo sob sedacdo conduzidos sob autorizagio da CEUA UNIFESO n°
1212.2342.034/2023 (Anexo ). Este trabalho teve autoriza¢do SISBIO n° 95827-1 (Anexo I1).

4.2 Contencdo quimica

Os animais foram submetidos a jejum por aproximadamente 6 horas, sendo transportados
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em caixas de madeira proprias para a espécie (Figura 04). Os individuos foram contidos
fisicamente com o auxilio de luva de raspa de couro e puca, e foram aplicados Cetamina (10
mg/kg) e Midazolam (0,3 mg/kg), ambos em via intramuscular (IM), para a contengdo quimica.
Foi realizado teste de reflexo palpebral para avaliar nivel de sedacdo, bem como avaliada a perda
de reflexos de retirada e a incapacidade de se manter em estagdo, permanecendo em decubito
lateral. Com o animal sedado foi verificado o peso corpéreo utilizando balanca digital (Balmak,
modelo ELP25BB) e identificagdo com leitura do microchip, localizado entre as escépulas, no
subcutaneo (Figura 05).

Figura 05: Leontopithecus chrysomelas — Fotografia das fases do processo de captura e

contengdes manual e quimica, além da identificagdo e pesagem: 1.Contencdo fisica utilizando
pugd; 2.Contengdo quimica com aplicacdo de sedativo intramuscular; 3.Individuo, j& sedado,
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realizando pesagem para mensuragao de peso corporeo; 4.Leitura de microchip para identificacéo.
Fonte: arquivo pessoal.

4.3 Ultrassonografia de bolsa escrotal

O exame ultrassonografico foi realizado com o aparelho Esaote Mylab 5, utilizando-se a
proble linear 10mhz. Foi realizada tricotomia de toda a &rea a ser analisada e aplicado gel
condutor para melhor visualizagdo das estruturas com a probe. Os animais foram identificados
por seus nimeros de cadastro do CPRJ (CP) e n° da amostra (NA) , e cada individuo teve trés

imagens capturadas em corte transversal e longitudinal. Tanto os testiculos quanto os epididimos

foram analisados com sucesso (Figura 06).

i

Figura 06: Leontopithecus chrysomelas macho. Fotografia do procedimento de tricotomia circungenital (1) e do exame
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ultrasonogréfico em (2, 3A e 3B). Fonte: arquivo pessoal.

4.4 Morfometria testicular

Apds exame ultrassonografico, ainda com o animal sedado, foi realizada a mensuracéo de
testiculos em bolsa escrotal com fita métrica e paquimetro digital (BOMDER ®, modelo BOM-
6502). Com a fita métrica mediu-se a circunferéncia total da bolsa escrotal (Figura 07). O
paquimetro foi utilizado para medir, em cada testiculo, comprimento, largura e profundidade
(Figura 08). Os dados foram anotados em ficha elaborada para esse fim (Anexo Il1).

O volume testicular de cada testiculo (direito e esquerdo) foi determinado pela formula
empirica de Lambert: volume = comprimento x largura x espessura x 0,71 (Hsieh et al., 2009).
O volume testicular total foi calculado pela somatoria dos volumes dos testiculos direito e
esquerdo (Arakaki et al., 2019, 2020). Na sequéncia, o volume testicular total (cm?®) foi

convertido em massa testicular total (g) multiplicando o volume testicular com um fator de

conversao aproximado de 1,1 (Moller 1991; Harcourt et al., 1995), e o tamanho relativo dos
testiculos foi calculado ao dividir a massa testicular total (g) pelo peso corporeo (kg) (Moller,
1991). Ainda, apos a castracao, o peso de cada testiculo foi mensurado com auxilio da balanca
semi-analitica Shimadzu, modelo BL3200H.

Foi conduzida uma andlise de regressao linear com o objetivo de verificar a relacdo entre o
peso corpdreo (kg) e o peso testicular total (g). Foram calculados o coeficiente de correlacdo
(R), o coeficiente de determinacédo (R?), os parametros do modelo (intercepto e inclinacdo), bem
como os valores de t e p para testar a significancia estatistica da associacdo. O nivel de
significancia adotado foi de 5% (a = 0,05).

Para avaliar a concordancia entre os métodos de mensuracdo do peso testicular (o peso dos
testiculos aferido pela pesagem na balanca e a massa testicular estimada pelas férmulas) foi
calculado o Coeficiente de Correlacdo Intraclasse (ICC), para verificar a confiabilidade ou
concordancia entre dois métodos quantitativos. Foram também determinados os intervalos de
confianca de 95% para o ICC, além da estatistica F, os graus de liberdade e o valor-p associado.
Também foi realizada uma analise de Bland-Altman, que permite verificar o viés médio entre
dois métodos de medida, bem como os limites de concordéncia, indicando a variacao esperada
entre as duas abordagens. Foram calculados o Vviés e os limites de concordancia, acompanhados

de seus respectivos intervalos de confianca de 95%.
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Figura 07: Leontopithecus chrysomelas macho.
Fotografia da medigdo da bolsa escrotal com o0 uso
de fita métrica. Fonte: arquivo pessoal.

Figura 08: Leontopithecus chrysomelas macho. Fotografia da medicéo testicular com o uso de paquimetro

Mitutoyo. Em A — comprimento, B — largura e C — profundidade. Fonte: arquivo pessoal.

4.5 Orquiectomia

Apols a finalizacdo das etapas anteriores, cada individuo foi aprofundado em plano
anestésico utilizando isoflurano, posicionado em decubito dorsal e preparado para cirurgia
asséptica. Esterilizou-se o local da incisdo com gaze autoclavada, clorexidina degermante 2% e
alcool 70% (Figura 09). Foi realizada anestesia local com Lidocaina 2% (2 mg/kg), de maneira
cuidadosa para ndo injetar o farmaco de forma intratesticular e ndo interferir na analise
histolégica. Os testiculos foram posicionados na regido escrotal para incisdo cutanea,
diretamente sobre cada testiculo, no aspecto mais ventral do saco escrotal. Em seguida, a tdnica

vaginal parietal foi incisada, expondo o testiculo com pequena tragdo. Com auxilio de uma pinga
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hemostatica, o ligamento da cauda do epididimo foi divulsionado para liberagdo da tdnica
vaginal visceral e exposicdo do ducto deferente e dos vasos espermaticos, técnica cirurgica
conhecida como aberta (Oliveira et al., 2010). Utilizou-se o Bisturi ultrassdnico veterinario
(Sonix, modelo VSX20), dispositivo responsavel pelo selamento vascular, para realizar a
ligadura do corddo espermatico. Este aparelho utiliza energia bipolar cauterizando os tecidos e
proporcionando hemostasia segura, eficaz e rapida. A pinga do LigaSure também realiza o corte
do tecido ap06s a cauterizacao, seccionando o cordao espermatico e liberando o testiculo (Figura
10). A ferida cirurgica foi inspecionada para verificacdo de sangramentos. Tunica vaginal e
bolsa escrotal foram suturadas com fio absorvivel de longa duracdo, separadamente.
Imediatamente apds a retirada, os testiculos foram pesados, fotografados e colocados em solugédo
de Bouin para fixagdo (Figura 11 e 12).
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Figura 09: Leontopithecus chrysomelas macho. Fotografia do ato de aprofundamento anestésico oral com
isoflurano e monitoramento de sinais vitais em (A). Em (B) Ap6s a assepsia, a montagem do campo cirlrgico.
Fonte: arquivo pessoal.

Figura 10: Leontopithecus chrysomelas macho. Fotografia do ato de incisdo cirlirgica da bolsa escrotal
para a exposi¢do da gonada (A) e selamento vascular e seccdo do corddo espermatico com o uso de
bisturi ultrassénico (B). Fonte: arquivo pessoal.

Testiculo Esquerdo e Testiculo Direito
CP 4009 =y CP 4009
NA 25 NA 25

UMY

‘muunnum‘:‘]

Figura 11: Leontopithecus chrysomelas. Fotografia da identificacdo de cada testiculo e epidimo ap6s a remocéo cirdrgica. Fonte:
arquivo pessoal.
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Figura 12: Fotografia sobre a pesagem e a distribui¢do dos testiculos no liquido fixador de Bouin.

Fonte: arquivo pessoal.

4.6 Processamento histoldgico e analise microscépica

4.6.1 Amostras de tecidos

Foram realizados dois dias de castracdo, em 30/08/2024 e em 20/12/2024. Imediatamente
apos os procedimentos de castracdo, os testiculos foram pesados e, em seguida, fixados em
solucdo de Bouin (composta por 75 mL de solugdo aquosa saturada de acido picrico, 25 mL de
formol e 5 mL de acido acético) por um periodo de 24 horas. Apos esse periodo, as amostras

foram transferidas para alcool 70% e mantidas nessa solucéo até o processamento histologico.

4.6.2 Processamento Histologico

As amostras (testiculos e epididimos) foram coletadas durante procedimento cirargico e
imediatamente fixadas em solucdo de Bouin. Apds 72 horas de fixacao os tecidos foram clivados
e processados rotineiramente (banhos sequenciais de alcool, xilol e parafina no Setor de
Anatomia Patoldgica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), campus
Seropeédica, RJ. Posteriormente, os tecidos foram incluidos em blocos de parafina histologica,
cortados por micrétomo rotativo manual para se obter cortes histoldgicos de 5 pum de espessura.
Todas as laminas foram coradas com Hematoxilina e Eosina (HE) e montadas com laminulas
coladas com Entellan® (Merck KGaA, Darmstadt, Germany). Os tecidos foram examinados

histologicamente com o uso de um microscépio éptico.
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4.6.3 Anélise Microscopica

Foram analisadas laminas dos testiculos direito e esquerdo utilizando Microscépio Olympus
BX53, acoplado a cdmera Moticam A8 com sistema de captura de imagem, medicdo e escalas,
operado pelo software Motic images plus 3.1. Durante o exame histoldgico, foram mensurados
os didametros das seccdes testiculares e epididimarias, com o objetivo de realizar comparacoes
e estabelecer correlagdes entre os primatas jovens e adultos em fase de maturidade sexual.

5. Resultados

5.1  Ultrassonografia

Todos os animais participantes deste estudo passaram por exame ultrassonografico a fim de
compreender mais sobre arquitetura testicular e epididimaria higida. Com sucesso, foi possivel
verificar padronizacgdo de todos os testiculos e epididimos analisados, salvo o testiculo esquerdo
do individuo CP 4014 (Figura 13). Este apresentou tamanho reduzido na imagem, sugerindo
degeneracdo da gbnada, mais tarde confirmada através da analise histologica. Nao foram
identificadas alteracdes em imagem quanto a diferenca de idade ou posicdo social dentro do
grupo familiar (Figuras 14, 15 e 16). Em animais muito jovens, com testiculos e epididios muito
pequenos, ndo foi possivel definir um padrdo de imagem. Acredita-se que o tamanho era
incompativel com o equipamento disponivel, inviabilizando a analise de forma satisfatoria
(Tabela 02).
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Lab VIDALLTECH BIOTECNOLOGIA E REP ANIMAL

4014 CP 39AMOSTRA , NINo, ,
B F 10 MHZ G
D

2 cm
PRC 10-2-H PRS
PST 4 MY

TEST. ESQ

Figura 13: Leontopithecus chrysomelas CP 4014 macho. Individuo juvenil, sem
posicdo hierarquica definida no grupo. Fotografia do exame ultassonogréafico

evidenciando arquitetura testicular direita sem alteracdo e esquerda com alteracdes

compativeis com degeneragdo testicular. Fonte: Dra Marcelline Luz

Lab VIDALLTECH BIOTECNOLOGIA E REP ANIMAL @Y Lab VIDALLTECH BIOTECNOLOGIA E REP ANIMAL

s NiNo, , 3 + NiNG, 5 5
BF 6.6MHz G 97% CFM F__ 5.0 MHz G 41% BF 6.6MHz G 97% CFM F
D 3 ecm XV C PRF _i.7kHz D cm [ PRF
PRC 10-2-H PRS 6 PRC 3-[-H  PRS 4 PRC 10-2-H PRS 6 PRC
PST 4 WF M e [

LA332 i e~ —7 TEI LA332
1.18 cm DI 0.81 cm

0.66 cm D2  1.24 cm

e

Figura 14: Leontopithecus chrysomelas CP 4005 macho. Individuo juvenil, sem posi¢do hierdrquica definida

no grupo. Fotografia do exame ultassonogréfico evidenciando arquitetura testicular direita e esquerda sem
alteracdo na imagem ultrassonografica. Fonte: Dra Marcelline Luz



(&) Lab VIDALLTECH BIOTECNOLOGIA E REP ANIMAL

TEST DIR TES ESQ

Figura 15: Leontopithecus chrysomelas CP 4010 macho. Individuo adulto,
dominante. Fotografia do exame ultassonografico evidenciando arquitetura
testicular direita e esquerda sem alteracdo na imagem ultrassonogréfica. Fonte: Dra

Marcelline Luz
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Figura 16: Leontopithecus chrysomelas CP 4009 macho. Individuo adulto, satélite.

Lab
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PST 4
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3 3
z G 70%
C
6

TES‘DIWST . ESQ
C—

ANTMAL

Fotografia do exame ultassonografico evidenciando arquitetura testicular direita e esquerda

sem alteragdo na imagem ultrassonogréfica. Fonte: Dra Marcelline Luz

Resultados das mensuracdes das gbnadas obtidas pela ultrassonografia

] . Largura .
Faixa o . Comprimento : Comprimento Largura
Ne° de o ] Posicdo Peso vivo i testiculo . o )
etaria Origem . testiculo esquerdo testiculo direito testiculo
CP ] hierarquica (9 esquerdo o
estimada (cm) (cm) direito (cm)
(cm)
3914 Adulto Vida livre dominante 590 0,83 0,62 0,80 0,70
3915 Adulto Vida livre satélite 550 0,89 0,55 0,76 0,75
3934 Adulto Vida livre satélite 532 1,05 0,89 0,90 0,67
Nao
3939 Juvenil  Vida livre ] 496 1,06 0,69 1,13 0,67
determinado
Nao
3991 Juvenil  Vida livre ] 672 0,87 0,71 0,85 0,71
determinado
3994 Adulto Vida livre dominate 650 0,94 0,82 0,90 0,80
Nao
4005 Juvenil  Vida livre ] 580 1,24 0,81 1,18 0,66
determinado
4007 Adulto Vida livre dominante 600 1,31 0,82
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4009 Adulto  Vida livre satélite 596 0,89 0,67 0,84 0,72

4010 Adulto  Vida livre dominante 560 0,87 0,55 0,80 0,57
4014 Adulto  Vidalivre  dominante 540 0,58 0,42 0,74 0,52
) o Néo . L
4093 Juvenil Cativeiro ) N&o mensurado / Animal muito jovem
determinado
) o Néo . L
4100 Juvenil Cativeiro ) N&o mensurado / Animal muito jovem
determinado
) o Néo . L
4124 Juvenil Cativeiro N&o mensurado / Animal muito jovem

determinado

Quadro 2: Leontopithecus chrysomelas. Relagdo dos dados dos animais com a morfometria visualizada no exame de ultrassonografia, correlacionando

origem, faixa etaria, posicéo hierarquica e peso corporeo de cada individuo.

5.2  Morfometria testicular

Foram analisados 14 pares de testiculos de mico-ledo-de-cara-dourada (Leontopithecus
chrysomelas). Com base nos achados histolégicos, seis individuos foram classificados como
juvenis (pré-puberes) e oito individuos adultos em fase reprodutiva, sendo que um individuo
apresentou testiculo hipoplasico (LUZ, M, 2025, comunicacdo pessoal). Os testiculos foram
analisados em pares (direito e esquerdo), esses apresentavam formato ovoide, envoltos por tecido
conjuntivo. Os resultados da morfometria testicular e calculos dos volumes estdo apresentados na
Tabela 03.N&o foi possivel avaliar a morfometria testicular dos individuos CP 4093, CP4100 e CP
4124, pois 0s mesmos apresentavam testiculos muito pequenos, por serem individuos muito jovens.

Na andlise de regressao linear para investigar a relacdo entre o peso corporeo (kg) e o peso
testicular total (g), os resultados indicaram uma correlacdo positiva e estatisticamente significativa
entre as variaveis (R = 0,711; p = 0,014), com o modelo explicando aproximadamente 50,5% da
variacdo observada no peso testicular (R2 = 0,505) (N = 11, Figura 17) (Tabela 04).

O valor do ICC encontrado foi de 0,302, indicando uma baixa concordancia entre os
métodos de mensuracdo testicular. O teste F apresentou valor de 2,75 com graus de liberdade de
10,0 e 6,07, resultando em um valor-p de 0,113.

A analise de Bland-Altman indicou um viés médio de 0,206, sugerindo que, em média, 0
método da balanca mede valores 0,206 unidades maiores do que a massa testicular estimada pelas
formulas. O intervalo de confianca de 95% para esse viés foi de 0,0748 a 0,3379, ndo incluindo

zero, 0 que indica que essa diferenca € estatisticamente significativa. A amplitude dos limites de
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confianca (aproximadamente 0,77) revela uma variacdo consideravel entre as medi¢des, sugerindo
que os métodos ndo sdo perfeitamente intercambidveis sem ajustes. O viés positivo reforca a
tendéncia da balanga em superestimar os valores em comparagdo com a massa testicular estimada
(Figura 18).
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Testiculo direito Testiculo esquerdo

Comprimento Largura Espessura  VolumeTD Comprimento Largura Espessura  Volume TE

ID animal (cm) (cm) (cm) (cm3) Peso () (cm) (cm) (cm) (cm3) Peso (9)
CP 3939 0,93 0,7 0,62 0,29 0,44 1,12 0,69 0,8 0,44 0,50
CP 4005 1,04 0,69 0,57 0,29 0,50 1,33 0,84 0,82 0,65 0,53
CP 4014 1,09 0,66 0,73 0,37 0,51 0,78 0,6 0,58 0,19 0,29
CP 3934 1,03 0,72 0,64 0,34 0,56 1,15 0,63 0,42 0,22 0,52
CP 4009 1,16 1,04 0,6 0,51 0,45 1,21 0,68 0,73 0,43 0,58
CP 4010 1,04 0,68 0,68 0,34 0,44 1,01 0,6 0,55 0,24 0,42
CP 3914 1,11 0,63 0,73 0,36 0,55 1,29 0,73 0,66 0,44 0,51
CP 3915 1,27 0,96 0,71 0,61 0,53 1,21 0,68 0,71 0,41 0,60
CP 3994 1,14 0,78 0,6 0,38 0,65 1,29 0,78 0,78 0,56 0,71
CP 3991 1,19 0,78 0,6 0,40 0,60 1,14 0,88 0,83 0,59 0,62
CP 4007 1,33 0,1 0,8 0,08 0,60 1,11 0,83 0,73 0,48 0,62
CP 4093 NAO FOI POSSIVEL AVALIAR

CP 4100 NAO FOI POSSIVEL AVALIAR

CP 4124 NAO FOI POSSIVEL AVALIAR

Quadro 3: Leontopithecus chrysomelas. Dados da morfometria testicular. TD —testiculo direito; TE —testiculo esquerdo.
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Dados Gerais _ volume Pgso Tamanho
| - Izlehg(])ltsetrso(?l"e Peso Circunferéncia USG testicular %tS;IC(lg ;ar tel\gﬁsjg . relativo
ID animal Idade Nivel hierarquico corpoéreo escrotal (cm) total (cm3) - dos
de - peso total (g) z
individuos) (Kg) el balanca EETenes
CP 3939 jovem nado determinado 0 0,496 5,00 Sem alteracdo 0,73 0,94 0,80 1,61
CP 4005 jovem nado determinado 0 0,58 4,50 Sem alteracdo 0,94 1,03 1,03 1,78
Degeneracdo em
testiculo

CP 4014 adulto dominante 2 0,54 4,00 esquerdo? 0,57 0,8 0,62 1,15
CP 3934 adulto satélite 0 0,532 5,00 Sem alteracdo 0,55 1,08 0,61 1,14
CP 4009 adulto satélite 0 0,596 5,00 Sem alteracdo 0,94 1,03 1,03 1,74
CP 4010 adulto dominante 3 0,56 4,50 Sem alteracdo 0,58 0,86 0,64 1,14
CP 3914 adulto dominante 1 0,59 4,50 Sem alteracdo 0,80 1,06 0,88 1,50
CP 3915 adulto satélite 0 0,55 4,40 Sem alteracdo 1,03 1,13 1,13 2,06
CP 3994 adulto dominante 4 0,65 5,00 Sem alteracdo 0,94 1,36 1,03 1,58
CP 3991 jovem nao determinado 0 0,672 5,50 Sem alteracdo 0,99 1,22 1,09 1,61
CP 4007 adulto dominante 0 0,6 5,00 Sem alteracao 0,55 1,22 0,61 1,01
CP 4093 jovem n&o determinado 0 NAO FOI POSSIVEL AVALIAR

CP 4100 jovem n&o determinado 0 NAO FOI POSSIVEL AVALIAR

CP 4124 jovem n&o determinado 0 NAO FOI POSSIVEL AVALIAR

Quadro 04: Leontopithecus chrysomelas. Correlagdo das caracteristicas de cada individuo, com dados coletados na ultrassonografia e valores dos calculos de volume testicular total inferido pela formula, o

peso testicular total aferido pela pesagem na balanca, e valores calculados da massa testicular total e tamanho relativo dos testiculos.
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Peso Testicular (g) =
—0,250+2,274xPeso Corpéreo (kg) ¢
S 12+
I
=
I
=
2
»
2
S 1.0 1
[<b]
a
[ ]
0.8 1 °
O.I50 O.::'>5 0.;30 O.I65

Peso corporeo (kg)

Figura 17: Regressdo linear entre o peso corpéreo (kg) e peso testicular total (g) de 11 individuosde
Leontopithecus chrysomelas. O coeficiente de regressdo mostrou que, para cada aumento de 1 kg no
peso corporal, 0 peso testicular total aumentou, em média, 2,274 g.
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Bland-Altman plot
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Figura 18: Analise de Bland-Altman, comparando as diferencas entre os métodos de afericdo de massa testicular (pesagem
na balanca e estimativa pelas formulas a partir da morfometria testicular) de 11 individuos de Leontopithecus chrysomelas.
Quando avaliados pelo método da balanca os valores encontrados foram, em média, 0,206 unidades maiores do que a massa
testicular estimada pelas formulas.

5.2.1 Exame histologico dos testiculos de individuos juvenis (N=6)

Os testiculos apresentaram-se envolvidos por uma tunica albuginea composta por tecido
conjuntivo denso modelado. Nos individuos juvenis (pré-puberes), os tubulos seminiferos
apresentaram-se bem definidos, contendo células de Sertoli (ndcleo em formato oval e palido) em
menor quantidade em relacdo as espermatogénias (Figura 19). Em alguns segmentos dos tabulos,
observaram-se células em processo de divisdo meidtica. Essas células foram localizadas na regido
medial do epitélio seminifero, apresentando didmetro um pouco maior em relacdo as espermatogdnias

da area mais basal, nicleo sem delimitacdo evidente e aparéncia vesicular (Figura 20).
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Figura 19: Leontopithecus chrysomelas, CP 4110 macho. Testiculo e epididimo de animal juvenil
(pré-pubere). Fotomicrografia do testiculo e do epididimo de pré pubere: (*) Tubulos seminiferos com
auséncia de limen no testiculo e (**) Ductos epididimarios com diametro reduzido. Epididimo
apresentando diferencas morfoldgicas em relagdo ao didmetro dos segmetos do ducto epididimario e

epitélio de revestimento em area medial da fotomicrografia. HE. Barra de 500 pum.
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Figura 20: Leontopithecus chrysomelas. Testiculo de animal pré-pubere (CP 4110). Fotomicrografia do Testiculo e
Epididimo esquerdo em corte transversal (A - D); Testiculo esquerdo em corte transversal (A e B); Epididimo direito em
corte transversal (C e D). Segmentos dos tibulos seminiferos com células de Sertoli, espermatogonias e a presenca de poucos
espermatdcitos (representados pelas células em divisdo celular). Em maior aumento, observa-se o surgimento de pequenos espagos
na regido central de varios segmentos dos tlbulos seminiferos, que tem em média 8,56 mm de diametro. Os segmentos do ducto
epididimario sdo revestidos por epitélio pseudoestratificado cilindrico (ou colunar) com estereocilios. As células mioides
encontram-se ao redor do ducto. Sdo observados poucos segmentos do ducto epididimario, esses se mostram envoltos por uma
quantidade moderada de estroma. S&o observados segmentos do ducto epididimario em diferentes diametros (os ductos da area mais
desenvolvida mediram em média 15,9mm de diametro). Te: testiculo; Ep: Epididimo; TuSem_j: tabulo seminifero juvenil; Esp_c:
espermatécitos; Esp_g: espermatogdnias; I: intersticio; C_l: células intersticiais; C_M: células mioides; L: Limen; Estr: Estroma;
Cél_d: células em diviséo celular (espermatdcitos em divisdo celular); Ep_g: Epitélio Germinativo; Duc_Ep: Ducto Epididimario;
Duc_Ep: Epitélio Pseudoestratificado do Ducto Epididimario; Célula de Sertoli. Bar: 500 pm. HE

Nesses individuos ndo foram observadas espermatides e espermatozoides. Nesta fase, o limen
ndo foi evidenciado. No intersticio, as células intersticiais (células de Leydig) foram observadas em
pequena quantidade, distribuidas de forma difusa entre os tubulos seminiferos. Essas células
apresentaram morfologia tipica de células produtoras de horménios esteroides, com grande volume
citoplasmatico, palido contendo inclusdes intracitoplasmaticas claras e com limites bem definidos e
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nlcleo esférico.
Dentre os primatas examinados, foi identificado um individuo (CP 4093) com hipoplasia

testicular, caracterizada por tdbulos seminiferos de formato irregular e pela auséncia parcial de

estratificacdo do epitélio germinativo. No epitélio seminifero observou-se apenas a presenca de células
de Sertoli e de espermatogdnias, ambas em quantidade reduzida.

5.2.2 Exame histoldgico dos ductos epididimarios de individuos juvenis (N=6)

Os ductos epididimarios apresentaram variagdes morfoldgicas significativas quanto ao diametro
(em cortes transversais) dos ductos, limen e ao tipo de epitélio de revestimento, permitindo a
identificacdo de trés regides distintas. Algumas areas apresentaram segmentos dos ductos menos
desenvolvidos, com lumen de didmetro reduzido. Nesses segmentos, 0 epitélio de revestimento
mostrou-se do tipo simples cubico ou colunar baixo, com ndcleos esféricos e citoplasma palido. Em
contraste, as regibes mais desenvolvidas do epididimo apresentaram morfologia condizente com a
literatura, com segmentos dos ductos de diametro e lamen amplos, revestidos por epitélio
pseudoestratificado colunar estereociliado. Observou-se que 0s segmentos menos desenvolvidos
estavam envoltos por quantidade moderada a abundante de estroma fibrocolagenoso, enquanto os
segmentos mais desenvolvidos ocuparam maior espaco de parénquima e estavam associados a uma
quantidade reduzida de estroma. Essa diferenca morfologica entre os segmentos do ducto epididimario

foi observada em 11 individuos, incluindo juvenis (pré-puberes) e adultos (puberes) (Figura 21).
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Flgura 21: Leontoplthecus chrysomelas. A-D. Test|culo pré- pubere (cP 3939) Fotomlcrografla de Epldldlmo e testiculo

em corte transversal. A: Os segmentos do ducto epididimario apresentam lGmen (L) e revestimento por epitélio
pseudoestratificado cilindrico ou colunar com estereocilios, mostrando diferengas no diametro dos segmentos (em média 6,1 mm
a 15,9 mm de didmetro). Os segmentos do ducto (Duc) mostram-se envoltos por uma quantidade moderada de estroma (Estr). B:
Testiculo em menor aumento, com tabulos seminiferos juvenis (TuSem_j) apresentando poucas células formando o epitélio
germinativo e aparente auséncia de limen. O intersticio (I) contém apenas células intersticiais. C e D: Testiculo em maior
aumento, com observacdo da tnica albuginea (Tun_A); Segmentos dos tdbulos seminiferos juvenis (TuSem_j) mostrando
pequenas aberturas na regido central que ddo inicio a formacdo do limen (L). Na periferia dos t(bulos, sdo observadas
espermatogdnias (Esp_g), células de Sertoli (Cél_Ser) e espermatécitos (Sp_c) representados pelas células em diviséo celular
(Cél_D) naregido central dos tubulos.

5.2.3 Analise dos Testiculos de Individuos Adultos (N=8)

Nos individuos adultos, os tubulos seminiferos apresentaram-se com epitélio espesso,
caracterizado por alta celularidade, composto por duas linhagens celulares: as células de Sertoli e as
células da linhagem espermatogénica, incluindo espermatogénias, espermatocitos, espermatides e
espermatozoides (Figura 22). As células em divisdo celular foram observadas em maior nimero na

regido medial e no inicio da regido adluminal do epitélio seminifero. As espermatides sdo observadas
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por seu tamanho reduzido, ndcleos de formato oval, localizados na regido apical do epitélio

germinativo, com flagelos voltados para o limen (Figura 23 — A e B).

Figura 22: Leontopithecus chrysomelas. Fotomicrografia de Testiculo e epididimo de animal adulto (CP
3994): *Tubulos seminiferos com limen definido, ** Assim como no epididimo dos animais pré-puberes, 0s
ductos epididimarios apresentam diametro reduzido; Epididimo.apresentando com diferencas morfoldgicas em
relagdo ao didmetro dos segmentos do ducto epididimario e epitélio de revestimento em area medial* da
fotomicrografia. HE. Barra de 500 pm.

5.2.4 Analise do Ducto Epididimario de Individuos Adultos (N=8)

Os segmentos do ducto epididimario apresentaram diferencas morfoldgicas significativas entre
as diversas regides analisadas (Figura 23 — C e D). Com base nas caracteristicas morfoldgicas de
tamanho e revestimento epitelial, foram identificadas trés regides distintas com base no calibre dos
segmentos do ducto epididimario. Duas dessas regifes apresentaram ductos menores, com diametro
médio de 7,7 um, revestidos por epitélio simples, variando entre cubico e cilindrico (ou colunar). A
regido medial, localizada entre as duas areas com ductos menos desenvolvidos, revelou segmentos de

ducto significativamente maiores, com diametro médio de 17,43 pm. Nessa regido medial, o0s
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segmentos do ducto epididimario estavam revestidos por epitélio pseudoestratificado colunar
estereociliado, o que estd de acordo com o descrito na literatura. Todos os individuos adultos
apresentaram areas com diferengas morfolégicas no tamanho do ducto, limen e revestimento epitelial.
Adicionalmente, foram observadas células mioides fusiformes, caracterizadas por nicleo achatado
e citoplasma escasso e acidofilo, distribuidas ao redor dos segmentos ductais, sobretudo nas regies
onde os ductos apresentavam maior grau de desenvolvimento. Em comparagdo com a regido medial,
0s segmentos do ducto epididimario nas regides proximal e distal, onde os ductos eram menores,
apresentaram maior quantidade de estroma. Observa-se uma relacdo inversa entre a quantidade
de estroma fibrocolagenoso e o diametro dos ductos, de modo que ductos de maior diametro estdo
associados a uma reducdo proporcional na quantidade de estroma circundante. Nesses individuos foram
identificados tubulos retos e ductos epididimarios contendo espermatozoides no lumen,

indicando espermatogénese ativa.
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Figura 23: Leontopithecus chrysomelas. Fotomicrografia de Individuo Adulto (CP 3934). Testiculo e epididimo em
corte transversal. A e B: Observam-se segmentos dos tibulos seminiferos adultos (TuSem_a) com epitélio germinativo (Ep_G)
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espesso com alta celularidade. As espermatogonias (Esp_g) e células de Sertoli (Cél_Ser) estdo localizadas na periferia dos tubulos;
Os espermatdcitos séo representados pelas células em divisdo celular (Cel_d), visiveis da segunda camada epitelial até a regido
adluminal; O limen (L) é evidente; Sao observadas espermatides (Esp_t) com nucleos ovais inseridos no epitélio e flagelos voltados
para o limen. O tamanho médio dos tubulos seminiferos foi de 20,28 mm de diametro. No intersticio (Ic), células intersticiais,
estroma e células de Leydig (Cél_L). C e D: No epididimo, observa-se ainda heterogeneidade no diametro dos segmentos do ducto
(Duc_Epi) e no revestimento. Lamen (L) bem definido contendo espermatozoides. Algumas regides contém segmentos com
diametro menores, revestidos por epitélio simples variando de ctbico a cilindrico (ou colunar) (diametro médio de 7,77 mm); outras
regides mais desenvolvidas apresentam segmentos revestidos por epitélio pseudoestratificado cilindrico (colunar) com estereocilios
(Ep_Epi) (diametro médio de 17,43 mm). Nas regides com ductos menores (menos desenvolvidos), hd uma quantidade maior de
estroma (Estr) em relago a regiGes mais desenvolvidas. Bar: 500 um. HE

5.2.5 Achados da Ultrassonografia, Histologia e Fen6tipo
O individuo CP 4014, adulto, foi laudado na ultrassonografia com atrofia/degeneracdo testicular
esquerda. Fenotipicamente apresentava pleno desenvolvimento dos caracteres sexuais secundarios,
possui registro de paternidade, posicdo hierarquica familiar determinada como dominante.
Histologicamente foi confirmada a espermatogénese ativa com desenvolvimento de tdbulos
seminiferos e ductos epididimarios morfologicamente normais (Figuras 24, 25 e 26).
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Figura 24: Leontopithecus chrysomelas. Testiculo na macro. E possivel ver que o testiculo direito é maior que o testiculo esquerdo.
Fonte: arquivo pessoal.
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Figura 25: Leontopithecus chrysomelas CP 4014, macho. Fotomicrografia de Testiculo e epididimo direito em corte
transversal. A e B: Observam-se segmentos de tubulos seminiferos revestidos por epitélio germinativo (Ep_G). Esse epitélio
é constituido por diferentes tipos celulares: células de Sertoli (Cél_Ser) e células da linhagem germinativa, incluindo
espermatogonias (Sp_g), localizadas na regido basal; espermatécitos (Sp_c), identificados como células em diviséo; e
espermatides (Sp_t), posicionadas com seus flagelos voltados para o limen (L). No intersticio (1), destacam-se as células de
Leydig (Cél_L) ou intersticiais (IC). Bar: 500 um. HE

Figura 26: Leontopithecus chrysomelas CP 4014, macho. Fotomicrografia de Testiculo e epididimo
esquerdo em corte transversal. A e B: Observam-se tdbulos seminiferos com acentuado processo
degenerativo, caracterizados por desorganizacéao do epitélio germinativo (Ep_G), rarefagdo ou auséncia
de células da linhagem espermatogénica e aumento do limen tubular (L). O intersticio apresenta relativa
preservagdo, com presenca de células de Leydig (Cél_L) dispersas. Bar: 500 um. HE

Os individuos CP 4100, CP 4093 e CP 4124 eram muito jovens, o que dificultou a analise
ultrassonografica, ndo sendo possivel tracar um padrdo para esses animais. Observou-se que em
animais jovens havia o mesmo padréo citado para os individuos CP 4100 e CP 4124. J4 o individuo CP
4093, apresentou padrdo compativel com hipoplasia de testiculos e epididimos, possivelmente pela

idade do animal. Histologicamente, verificou-se hipoplasia testicular, tabulos com formato irregular,
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auséncia parcial de células epitélio germinativo, células com citoplasma péalido e ndcleo picnético, total
auséncia de espermatdcitos e espermatozoides (Figura 27). Néo foi possivel definir posicdo hierarquica
dos animais juvenis no grupo familiar devido seu estagio de vida.

Figura 27: Leontopithecus chrysomelas. Individuo pré-pubere (CP 4093). Fotomicrografia de Testiculo
esquerdo em corte transversal. A e B: Observa-se hipoplasia testicular, caracterizada por tibulos seminiferos de
formato irregular, com auséncia parcial de estratificagdo do epitélio germinativo. com predominio de células de
Sertoli e presenca reduzida de espermatogdnias. Auséncia de espermatdcitos I, 11, espermétides e espermatogdnias.
Bar 500 pm.

Ja nos animais adultos foi identificada atividade espermatogénica presente, com
desenvolvimento adequado dos tubulos seminiferos e dos ductos epididimarios, ambos com morfologia
preservada. Foi possivel ver espermatdcitos, espermatides e espermatozoides no limen dos tabulos
seminiferos.

Dos 14 animais estudados, 11 individuos apresentavam epididimo com segmentos heterogéneos
e trés animais apresentaram algum grau de atrofia testicular: CP 4093 com atrofia total de testiculo; CP
4014 com atrofia parcial principalmente na periferia de testiculo esquerdo; CP 4009 com raros focos

de atrofia na periferia.

6. Discussao

Os dados avaliados neste projeto foram obtidos durante as estagBes seca e chuvosa para que
entender a influéncia da sazonalidade durante o ano de 2024. O tamanho relativo dos testiculos
apresentou uma média de 1,58 + 0,31, valores semelhantes aos encontrados na mesma espécie por
Arakaki et al., 2020. A relacdo entre 0 peso corporeo (kg) e o peso testicular total (g) nesta espécie,

estimada pela analise de regressdo linear mostrou uma correlacao positiva entre as variaveis, sugerindo
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que 0 peso corporeo é um bom preditor do peso testicular em individuos da amostra analisada.

Neste trabalho, tivemos a disponibilidade de mensurar os testiculos ap0s a castracao, ou seja,
fora da bolsa escrotal. Embora tivéssemos um namero reduzido de amostras (11 individuos),
comparamos a massa testicular de Leontopithecus chrysomelas obtida diretamente pela pesagem na
balanca pos-castracdo, e a massa testicular inferida pela formula empirica de Lambert (Hsieh et al.,
2009) e posterior uso do fator de conversdo (Moller, 1991) com os testiculos ainda na bolsa escrotal,
como ¢é usualmente feito nos exames androldgicos de animais que ndo serdo submetidos a castracao.

A comparacdo dos dois métodos utilizados para verificacdo da massa testicular (pesagem e
formula pds morfometria testicular) pela aplicacdo do Coeficiente de Correlacdo Intraclasse (ICC) e da
analise de Bland-Altman mostrou uma baixa concordancia entre eles, sendo que a Ultima apresentou
um viés para obtencdo de valores menores quando aplicada a férmula. A amplitude do intervalo de
confianca e a presenca de valores negativos sugerem incerteza nos dados na comparacdo dos métodos
de mensuracdo testicular. Tais resultados podem, possivelmente, estar relacionados ao tamanho
amostral reduzido e a variabilidade nas medicGes. Estas limitacdes do presente projeto se devem a
dificuldade de acesso aos testiculos de animais silvestres pds-castracdo, sobretudo tratando-se de
espécies ameacadas de extincao, e pela incluséo de jovens e adultos de diferentes posicdes hierarquicas.
A fim de obter resultados mais robustos, propomos um trabalho com maior prazo e maior nimero de
animais.

A caracterizacdo morfofuncional do sistema reprodutor masculino do L. chrysomelas através
do estudo histolégico e ultrassonografico mostrou-se eficaz para diferenciar a maturidade entre
individuos adultos e juvenis, onde animais pré-puberes apresentavam tibulos seminiferos com camada
celular proliferativa e limen sem definicdo quando comparado aos animais adultos, e diagnosticar
possiveis patologias, por exemplo a atrofia/degeneracao testicular observada em um dos individuos
estudado.

A padronizacdo das imagens ultrassonograficas corrobora o uso desta técnica como ferramenta
complementar segura e ndo invasiva na avaliacdo testicular em primatas neotropicais, como
demonstrado em outros estudos com mamiferos silvestres e domésticos (De Oliveira et al., 2023).
Avaliou-se que a arquitetura testicular e epididiméaria péde ser visualizada com clareza nos adultos,
porém ndao em animais muito jovens. Tal fato pode estar associado a resolucdo do equipamento
disponivel para o presente estudo, como também a imaturidade tecidual. Este achado é coerente com
descricBes anteriores que indicam que estruturas testiculares imaturas, com baixo volume e densidade

celular reduzida, dificultam a interpretacéo ultrassonografica (Andrade et al., 2017). A correlagéo entre
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a imagem ultrassonogréfica alterada e a confirmacdo histoldgica de atrofia/degeneracéo do individuo
CP 4014 reforca a importéncia do uso conjunto de ambas as técnicas, quando da disponibilidade de
material para a realizacdo da histologia.

A presenca de espermatogénese ativa, com visualizacdo de espermatocitos e espermatozoides

no lumen dos tlbulos seminiferos dos adultos, indica maturidade funcional e esta de acordo com os

padrdes descritos para primatas de habitos semelhantes. Ja os juvenis apresentam tubulos seminiferos
com apenas células de Sertoli e espermatogdnias, sem limen evidente, sendo esses achados tipicos em
fase pré-pubere. A espermatogénese ocorre dentro dos tubulos seminiferos nos testiculos. E um
processo dindmico e continuo de producdo de espermatozoides haploides altamente diferenciados a
partir de espermatogénias de células-tronco diploides indiferenciadas. A espermatogénese ocorre em
trés etapas principais: a fase proliferativa, a fase meidtica e a fase espermatogénica. A fase proliferativa
é responsavel pela manutencdo do nimero de espermatogonias, que sdo células mitoticamente ativas
localizadas sobre a membrana basal na periferia dos tibulos seminiferos. A segunda fase, a fase
meidtica, envolve a formacgéo dos espermatdcitos, que passam por duas divisdes meidticas, resultando
em espermatocitos de primeira e segunda ordem. Na fase espermatogénica, ocorre a diferenciacdo das
espermatides em espermatozoides, completando o processo de espermatogénese (Dreff, Van Esch &
De Rijk, 2007).

Com base nas analises histologicas, os individuos avaliados fenotipicamente jovens,
classificados como imaturos, apresentaram células do epitélio germinativo em divisao celular,
sugerindo que a presenca dessas células possa indicar a fase proliferativa na regido mais basal do tubulo
seminifero e, também inicio da fase meidtica, representado pelas células localizadas na regido central.
A presenca dessas células pode estar associada a necessidade de aumentar a populacdo de
espermatogonias (fase proliferativa) e marcar o inicio da diferenciacdo celular para formar
espermatocitos (fase de transicdo pré-pubere para pubere com inicio da fase meiotica), considerando
que esses individuos estivessem entrando ou se preparando para entrada na puberdade.

A presenca de células em divisdo e auséncia de células da linhagem espermatogénica de fases
mais maduras (como espermatides e espermatozoides) indica que esses individuos ainda ndo
apresentam a fase espermatogénica. Assim, acredita-se que provavelmente este seja um momento de
transicdo final da fase de pré-plbere e inicio da fase reprodutiva. Os tubulos seminiferos nessa fase
ainda se mostram com o limen aparentemente fechado. No entanto, em analises microscépicas com
objetivas de maior aumento, € possivel observar pequenas aberturas na regido central dos tubulos

seminiferos. Considerando que os tubulos dos individuos imaturos apresentam auséncia de lIimen, esse

57



achado histologico sugere que, posteriormente, ocorrera a coalescéncia dessas aberturas, culminando
na formagdo do lumen. Haruyama e colaboradores (2012) afirmam que, em macacos Cynomolgus, o
limen dos tubulos seminiferos se desenvolve conforme a maturidade do individuo. O tubulo sem limen
é comumente observado em mamiferos antes da puberdade, a presenca do limen € vista em individuos
apos a puberdade pela fase espermatogénica.

A morfologia dos ductos epididiméarios também seguiu um padrdo compativel com o grau de
maturacdo sexual, com maior complexidade epitelial e presenca de espermatozoides nos adultos. As
observacdes histoldgicas vistas neste estudo sobre o ducto epididimario de Leontopithecus chrysomelas

classificados como juvenis, sugerem que o desenvolvimento do ducto pode ndo depender

exclusivamente da a¢do hormonal sistémica de androgenos, mas também de estimulos intrinsecos
locais, relacionados a presenca, passagem e movimentacdo dos espermatozoides no limen do ducto.
Essa hipotese é corroborada pelas variagdes estruturais observadas entre os diferentes segmentos do
epididimo, principalmente no que se refere ao didametro do lumen, ao tipo de epitélio de revestimento
e a proporcgdo de estroma intersticial. Tais diferencas morfologicas parecem refletir estagios distintos
de maturacdo do 6rgdo e podem estar associadas ao periodo de transicdo da fase pre-pubere para a
puberdade. A presenca de ductos com epitélio simples cubico ou colunar baixo, limen reduzido e maior
quantidade de estroma em individuos juvenis, em contraste com ductos amplos e revestimento epitélio
pseudoestratificado cilindrico estereociliado nos individuos adultos, reforca essa interpretacdo. A
diferenciacdo em trés regides morfoldgicas do epididimo (cabega, corpo e cauda) é coerente com o
descrito por Junqueira (2013) tanto em primatas quanto em outras espécies de mamiferos.

Os individuos avaliados fenotipicamente como adultos e com historico de prole, também
demonstraram células em divisdo celular em varios segmentos dos tubulos seminiferos. A presenca
dessas células em divisdo e a presenca das demais células da linhagem espermatogénica compondo o
epitélio seminifero, como espermatides e espermatozoides, indicam a fase espermatogénica ativa.
Além desses achados, os ductos seminiferos desses individuos estavam repletos de espermatozoides, o
que corrobora esse resultado.

Animais tidos como adultos apresentaram todos os segmentos do ducto epididimario revestido
por epitélio pseudoestratificado cilindrico estereociliado. Além disso, a auséncia de alteracdes
compativeis com processos regressivos e membrana basal ondulada, reforca a hipotese de que as
variacOes identificadas representam fases fisioldgicas do desenvolvimento epididimario e néo
processos patoldgicos. Esses achados sdo corroborados por estudos em primatas e mamiferos

domésticos, que indicam a relacdo da passagem espermatica para a manutencdo da estrutura e funcéo
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do epitélio epididimario (Santos, 20212; Franca, 2025). As diferencas também refletiram na quantidade
de estroma entre os segmentos do ducto epididimério. Nesse caso, sugerimos que com 0O
desenvolvimento dos segmentos, o estroma seja reduzido de acordo com a maturagdo e ocupacgéo dos
segmentos mais desenvolvidos.

Constasta-se que machos satélites fenotipicamente maduros e sexualmente ativos apresentam
atividade espermatogénica confirmada pelas analises histolégicas, sugere que a hierarquia social em L.
chrysomelas pode ndo inibir completamente a funcdo reprodutiva, como ja foi sugerido por estudos
comportamentais em outros calitriquideos (Saltzman et al., 2009). Tal fato possui implicacdes
importantes para a conservagdo da espécie, pois reforca o papel dos machos satélites na diversidade
genética dos grupos. A auséncia de criptorquidia nos individuos analisados pode indicar baixa
incidéncia dessa condigdo na populacdo estudada, embora sua prevaléncia ainda seja pouco
conhecida em primatas neotropicais. Essa informacdo é valiosa para protocolos reprodutivos e
programas de manejo, especialmente em cativeiros ou reintroducdo. Assim, os dados obtidos neste
estudo contribuem significativamente para a compreensdo da morfologia testicular e epididimaria de
L. chrysomelas, oferecendo subsidios para futuras a¢des entre métodos de imagem e anélise histoldgica

no estudo da biologia reprodutiva de primatas ameacados.

7. Consideracdes finais

O presente estudo traz achados inéditos sobre a morfologia testicular e epididiméaria do
Leontopithecus chrysomelas, com base na analise combinada de exames ultrassonograficos,
mensuracdo e avaliacdo histologica dos testiculos obtidos por orquiectomia. A associacdo entre essas
metodologias demonstrou-se eficaz para caracterizar a maturidade sexual e identificar alteracdes
funcionais no sistema reprodutor masculino da espécie.

Foi possivel estabelecer um padrdo histolégico compativel com a maturidade reprodutiva em
individuos adultos, caracterizado por espermatogénese ativa, presenca de espermatozoides nos tubulos
seminiferos e ductos epididimarios desenvolvidos. Em contraste, os individuos juvenis apresentaram
estruturas imaturas, com auséncia de células espermatogénicas em estagios avancados e morfologia
epididimaria condizente com a fase pré-pubere.

A anélise ultrassonografica demonstrou eficacia na deteccdo de alteracdes testiculares, como a

atrofia/degeneracdo de testiculo esquerdo no individuo CP 4014, posteriormente confirmada por
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exames histologicos. Contudo, observou-se limitacéo técnica na ultrassonografia em individuos muito
jovens, acredita-se que devido ao tamanho das gbnadas reduzido e & resolugdo do equipamento
disponivel para o estudo (10 MHz). Probes com maior frequencia (12-18 MHz) devem ser consideradas
para estudos futuros.

Os testiculos desempenham um papel importante na reproducéo e na manutencdo da homeostase
hormonal dos machos. Sua estrutura altamente especializada permite a producdo continua de
espermatozoides e a secre¢do de testosterona, regulando diversos processos fisioldgicos. O epididimo,
por sua vez, é 6rgao essencial para a maturacdo, armazenamento e transporte dos espermatozoides,
com uma arquitetura histolégica que facilita a absorcdo de fluidos, secrecdo de proteinas e
movimentacdo espermatica. Alteracbes no desenvolvimento, na morfologia ou na funcdo dessas
estruturas podem resultar em distarbios reprodutivos e enddcrinos, 0 que destaca a importancia do
conhecimento detalhado de sua anatomia e histologia para o diagnéstico e tratamento de patologias
associadas a fertilidade.

A orquiectomia, utilizada na medicina veterinaria e humana, apresenta beneficios significativos
como tratamento, comportamento e controle de populagdo dos animais. Em programas de manejo de

fauna silvestre ex-situ, especialmente em espécies sociais como o L. chysomelas, a castracdo pode ser

uma alternativa viavel em casos de agressividade ou superpopula¢do. Quando indicada e realizada de
maneira adequada, essa intervencdo contribui para o bem-estar e longevidade dos individuos que ndo
podem retornar ao seu local de origem.

A comparacdo entre dados histologicos, ultrassonograficos e fenotipicos revelou que a
maturidade reprodutiva em L. chysomelas pode ndo estar rigidamente associada a hierarquia social no
grupo familiar. Tal achado evidencia uma possivel flexibilidade no desenvolvimento reprodutivo dos
machos satélites, o que pode representar uma vantagem adaptativa para a manutencdo da diversidade
genética dentro de populacdes mantidas sob cuidados humanosou in-situ.

A analise de regressao linear evidenciou que o peso corpéreo apresenta influéncia direta sobre
0 peso testicular total, indicando que animais mais pesados tendem a possuir testiculos
proporcionalmente mais pesados. A correlacdo observada foi positiva e estatisticamente significativa
(R=0,711; p = 0,014), demonstrando que a relacdo entre as variaveis ndo ocorreu ao acaso. O modelo
explicou aproximadamente 50,5% da variagdo no peso testicular (R? = 0,505), sugerindo que, embora
0 peso corpdreo seja um fator importante, quase metade da variacdo permanece associada a outros
aspectos ndo contemplados nesta analise, possivelmente relacionados a fatores individuais, hormonais

ou ambientais. Entretanto, a analise da concordancia entre os métodos de mensuragdo testicular revelou
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limitacGes importantes: o baixo valor de ICC e a auséncia de significancia estatistica sugerem que as
estimativas obtidas por formulas ndo apresentam plena confiabilidade quando comparadas a pesagem
direta em balanca. A andlise de Bland-Altman confirmou a existéncia de um viés sistematico,
evidenciando que a balanca tende a superestimar os valores em relagdo as estimativas, além de indicar
ampla variagdo entre as medidas.

Dessa forma, embora o peso corpdreo possa ser considerado um bom preditor do peso testicular,
0s métodos indiretos de estimativa requerem cautela em sua aplicacdo, visto que ndo se mostraram
plenamente intercambidveis com a pesagem direta. Tais achados ressaltam a importancia de se
considerar as particularidades de cada método, bem como a necessidade de ajustes ou padronizacfes
que garantam maior confiabilidade na avaliacdo testicular de Leontopithecus chrysomelas.

Este trabalho reforca a relevancia da integracdo entre técnicas anatdmicas, histoldgicas e de
imagem no estudo da biologia reprodutiva de primatas neotropicais ameagados, oferecendo subsidios
para estratégias de conservacéo e manejo da espécie.

Conclui-se que, independente da hierarquia no grupo familiar, os animais mantém niveis de
desenvolvimento similares. O que explica os machos satélites com proles, importante para

variabilidade genética do grupo. Nenhum dos animais analisados tinham historico de criptorquidia.
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Anexo |

Fundagéo Educacional Serra dos Orgéaos

Centro Universitdrio Serra dos Orgéos

Reitoria

Diregdo de Pés-Graduacgdo, Pesquisa e Extensdo
Comissé&o de Etica no Uso de Animais

CERTIFICADO
PROTOCOLO DE PESQUISA N° 566/23
Anexo |

Certificamos, conforme a Orientagdo Técnica do CONCEA n° 5, de 27 de abril de 2015, que a
proposta intitulada “ORQUIECTOMIA BILATERAL E OOFORECTOMIA
LAPAROSCOPICA EM Leontopithecus chrysomelas (Kuhl,1820) A FIM DE
CONTROLE POPULACIONAL, ALIADO A AVALIACAO HISTOLOGICA E
1 ULTRASSONOGRAFICA DE TESTICULOS E OVARIOS E DO EXAME
OFTALMOLOGICO”, recebida em 13/12/2023, como protocolo de entrega
1212.2342.034/2023, registrada com o n® 566/23, sob a responsabilidade de Fernando
Luis Fernandes Mendes que envolve a produ¢do, manuteng¢de ou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa
cientifica —encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto n°6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela
COMISSAQO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA-UNIFESO), na 103* REUNIAO
ORDINARIA, no dia 15/12/2023. De acordo com a Resolugdo Normativa n® 22, de 25 de
junho de 2015, anexo item 8 e baseado no pardgrafo 4° do artigo 22 do Regimento Interno
desta Comissao registramos que E OBRIGATORIO a cada seis meses e ao final da
pesquisa o envio de relatério consolidado impresso @ CEUA que o autorizou.

Finalidade () Ensino (X) Pesquisa cientifica

Vigéncia da autorizacdo 15/12/2025

Leontopithecus chrysomelas: 30 machos e 30
fémeas; L. rosalia: 03 machos e 03 fémeas;
L. chrysopygus: 03 machos e 03 fémeas.

Espécie /Linhagem/ Raca
N° de animais /Sexo
|

| Peso Varidvel

| Numero total de animais 72

‘ dode Varidvel

Origem o - CPRJ-INEA

Teresépolis, 15 de dezembro de 2023.

(“)JM‘ BT MR K A e
Professor Alcides Pissinatti
Coortlencder CEUA - UNIFESO
PO/GRIAL0/23

Av. Alberto Torres, 111 — Aito — CEP 25.964-000 — Teresdpolis-R] - Brosil - Tel.: (21) 2641-7000 - Fax {21) 2741-5270
CNPJ/MF N° 32.180.092/0001-06 - Inscrigdo Estodual Isento
Est. Wenceslau José de Medeiros s/n® - Vale do Paraiso - Teresopolis-R) CEP:25.976-340
Tel.: (21) 2743-5342 - 2743-5301 . Fax: (21)2743-5321



Anexo 11

Ministério do Meio Ambients - MMA

) Institute Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade - ICMBio

Icmid Sistema de Autorizagio e Informagio em Bicdiversidade - SISBIO
FMIMA

Autorizacio para atividades com finalidade cientifica

Numero: 358271 | Data da Emiasdo: 080172025 11:35:08 | Valldade*: D&M01/202E6

De acorde com o art. 31 da Poriarla ICMBlo n° T48R2022, esta auterizagdo possul viginela eguivalenis ao previsie ne cronograma
de aflvidades do projsto s valldads de um ane, devendo ser revalldada anualments, afraves da apresentagdo do relatério anual de
atividades, no prazo de até 30 dias apde o anlversdrio de sua emissdo.

Dados do titular

Mome: Michelle Moguera Lundstiadt | CPF. D57.960.217-50

THua do Projetsc Avallagio WiTREE0N0grANGE 2 Nistaldgica de testicwos 4 mico-edo-de-cars-doUrada, Leontopihacus chrysamelas
(Kuhl, 1820)

Mome da Instiulgio; Fundagio Universidade Federal o2 S3o Carlos | CHNPJ: 45356 .058/D001-40

Cronograma de atividades

£ |Dascripio da atlvidads Inlcio (midslano) Flrm {rméelana)

1 D:lrr'l:-::q.ﬁu:- £ analise e laminas histokgicas Qo024 D2/2025

2 | Analise de dados & defesa de mesirado a3enas D4/2025

3 | Coleta de materials 052024 D2r2025

Equipe

# | Nomg Fungao CPF Hacionalidads
1 |Pakma Rocha Arakakl Crieniadora do programa de mestrado 325.927.175-38 Braslieira

2 | Slivia Bahadlan Morela Colaboradora 0&1.7584.907-00 Braslieira

3 |DANIEL GUIMARAES UBIALL Colaborador 329 552 DB3-54 Braslieira

4 |ALCIDES PISSINATTI Colaboragor 208.501.317-15 Braslieira
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identificacdo do animak
IdadedTit:

Posigio social no grupo:
Data de castragio;
Peso do arimal:

Circunferancia do testiculo na bolsa escrotal jom):

Testiculo direito (mmj Testicube asguendo {mm)
Compeimenta Comprimento:

Largura: Langura

Espessura: Espessira:

Peso: Peso:

Identificacio do animak
IdadedDM:

Paosicio social no grupo:
Data de costragio;
Peso do animal:

Circunferencia do testiculo na bolsa escrotal jcm):

Tosticulo direito (mmj Testicubo asquendo {mm)
Compeimenta Comprimenta:

Largura: Largura

Espe=siira: Expessira

Pesno: Peso

Identificacdo do mnimal.
ldad e TiM:

Posigio social no grupo:
Data de camiragio:
Peso do aremal:

Circunferencia do testiculo ma bolsa e=crotal [emj:

Testiculo direfto (mmj Tosticulo o squendo {mm)
Comprimenba; Comprimenba:

Largusa Langira

Espessura: Espessura;

Peso: Paso

Identificagdo do animak
idadedTi:

Posigio social no grupa:
Data de castracio:
Peso do arimal:

Circunferencia do testiculo na bol=a escrotal {cmj:

Testiculo direflo {mmj Testicube asquerdo {mm]
Comprimenta! Comprimenta:
Largura: Lamira

Espeszura: Espessira:
Paso: Paso:
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