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RESUMO

INTRODUGCAO: O sagui-de-tufos-brancos (Callithrix jacchus) destaca-se como um modelo
animal versatil para estudos biomédicos. A semelhanca genética e fisiolégica com humanos,
aliada a facilidade de manejo em laboratério, torna essa espécie ideal para explorar os efeitos
do envelhecimento sobre a funcdo de degluticdo (presbhifagia). Ao contrario dos estudos em
humanos, onde a influéncia de multiplos fatores afetam a neurobiologia do envelhecimento, o
uso de animais permite um controle maior das variaveis, possibilitando uma caracterizagdo mais
precisa das alteraces fisiologicas associadas ao envelhecimento saudavel.

OBJETIVOS: Descrever as caracteristicas da fisiologia mastigatdria e de degluticdo em saguis
saudaveis de cativeiro, e elucidar como essas func¢des se modificam com a idade.

METODOS: 25 saguis (0 — 19 anos de idade) foram avaliados quanto as funcdes de mastigacao
e degluticdo por gravacdes cineradiogréficas. Os animais foram divididos nos seguintes grupos
etarios: infantil (1 — 4 meses), jovem (>1 ano), idoso (>10 anos) e muito idoso (>14 anos). No
procedimento experimental utilizamos um aparelho de fonte de raios X microfocal e um
intensificador de imagem de resposta rapida de berilio. A analise de imagem foi realizada
usando o software ImageJ.

RESULTADOS: Em nossa andlise de 44 gravacdes, abrangendo 80 eventos alimentares e 784
degluticdes, identificamos diferencas significativas na fisiologia da mastigacdo e degluticéo
entre 0s grupos etarios. Os animais senis demonstraram um padréo alimentar caracterizado por
bolos alimentares maiores, maior velocidade de ingestdo e menor nimero de mastigagdes e
degluticdes por bolo alimentar, em comparagdo com os animais infantis e jovens. Além disso,
descrevemos alteracBes anatémicas relacionadas a idade. A retencao esofagica esteve presente
em todos os individuos.

CONCLUSAO: A fisiologia da alimentagio dos saguis demonstrou notavel plasticidade ao
longo da vida, adaptando-se as mudancas relacionadas ao envelhecimento de forma semelhante
ao observado em humanos. Os animais senis desenvolveram estratégias compensatorias para
manter a eficiéncia alimentar, mesmo diante de alteracdes anatdmicas e funcionais associadas
a idade. A retencdo esofagica, presente em todos os individuos, sugere uma caracteristica
fisioldgica intrinseca da espécie. A cineradiografia revelou-se uma ferramenta indispensavel de
avaliacdo néo-invasiva e detalhada da deglutigéo, garantindo o bem-estar animal. Os resultados
obtidos neste estudo consolidam o sagui como um modelo promissor para investigar 0 processo
de envelhecimento e mecanismos envolvidos na degluticdo. Além de enriquecer o
conhecimento sobre a espécie, nossas descobertas abrem novas perspectivas para a
compreensdo das adaptacdes naturais do organismo ao longo da vida, podendo ter implicacdes
relevantes para a saide humana em um futuro préximo.

PALAVRAS-CHAVE: Callithrix, cineradiografia, mastigacéo, degluticdo, envelhecimento
saudavel, modelos animais.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: The common marmoset (Callithrix jacchus) stands out as a versatile
animal model for biomedical research. The genetic and physiological similarities between
marmosets and humans, coupled with their ease of laboratory management, make this species
ideal for exploring the effects of aging on swallowing function, a process known as
presbyphagia. Unlike studies in humans, where the influence of multiple factors affects the
neurobiology of aging, the use of marmosets allows for greater control of variables, enabling a
more precise characterization of the physiological changes associated with healthy aging.

OBJECTIVE: To describe the characteristics of masticatory and swallowing physiology in
healthy captive marmosets, and to elucidate how these functions transform with age.

METHODS: Twenty-five marmosets (0 — 19 years old) were evaluated for mastication and
swallowing functions through cineradiographic recordings. The animals were divided into the
following age groups: infant (1 — 4 months), young (>1 year), old (>10 years), and very old
(>14 years). For the experimental procedure, we used a microfocal X-ray source apparatus and
a beryllium fast-response image intensifier. Image analysis was performed using ImageJ
software.

RESULTS: In our analysis of 44 recordings, encompassing 80 feeding events and 784 visible
swallows, we identified significant differences in the physiology of mastication and swallowing
among the age groups. Older animals demonstrated a feeding pattern characterized by larger
portions, faster ingestion rates, and fewer mastications and swallows per bolus, compared to
adults and young individuals. Additionally, age-related anatomical changes were described.
Esophageal retention was present in all individuals.

CONCLUSION: The feeding physiology of marmosets demonstrated remarkable plasticity
throughout life, adapting to age-related changes in a manner similar to that observed in humans.
Older animals developed compensatory strategies to maintain feeding efficiency, even in the
face of age-related anatomical and functional changes. Esophageal retention, present in all
individuals, suggests an intrinsic physiological characteristic of the species. Cineradiography
proved to be an indispensable tool for the non-invasive and detailed evaluation of swallowing
in marmosets, ensuring animal welfare. The results obtained in this study consolidate the
marmoset as a promising model for investigating the aging process and the mechanisms
involved in swallowing. In addition to enriching our knowledge of the species, our findings
open new perspectives for understanding the natural adaptations of the organism throughout
life and may have relevant implications for human health in the near future.

KEYWORDS: Callithrix, cineradiography, mastication, swallowing, healthy aging, animal
model.
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1 INTRODUCAO

O aumento da populagéo idosa levou a um crescimento significativo na prevaléncia de disfagia,
ou dificuldade de degluticdo (1-7). Embora frequentemente associadas a doengas, as mudancas
na degluticdo relacionadas a idade, conhecidas como presbifagia, sdo prevalentes (1-8). Esta
condicdo abrange uma ampla gama de alteracBes estomatognaticas, incluindo alteracdes
dentarias, enfraguecimento da musculatura orofacial e comprometimento na capacidade de
engolir o bolo alimentar. Essas mudangas contribuem para dificuldades de degluticéo

caracterizadas por fases de degluticdo alteradas e maior risco de aspiracao.

Para abordar efetivamente a crescente prevaléncia de disfagia, torna-se essencial diferenciar as
mudancas relacionadas a idade das condi¢des patologicas. Enquanto os estudos em humanos
séo desafiadores por vieses causados por fatores ambientais, como por exemplo a exposicao a
agentes fisicos, quimicos, biologicos ao longo da vida, ou o proprio estilo de vida, 0os modelos
animais translacionais oferecem um ambiente controlado para isolar os efeitos do
envelhecimento em uma perspectiva translacional (9-16). Eles tém sido instrumentais no
avanco da pesquisa no campo da disfagia, caracterizando a degluticdo normal e patoldgica,
desenvolvendo intervengdes e gerando hipoteses para estudos em humanos (17,18,27-34,19—
26). Os saguis, com suas estreitas similaridades genéticas e fisioldgicas aos humanos (35-39),
oferecem uma plataforma com valioso potencial translacional para investigar mudancas

relacionadas a idade na funcdo de degluticdo.

O sagui-de-tufos-brancos (Callithrix jacchus) tem sido valorizado na pesquisa biomédica,
incluindo pesquisas sobre envelhecimento (10,11,45,46,12,37,39-44) devido ao seu pequeno
tamanho corporal, curto tempo de gestacdo, estrutura social e fecundidade (40), baixo risco
zoondtico comparado a roedores, e custo relativamente baixo (42). A espécie é afetada por
patologias relacionadas a idade, como céncer, diabetes, artrite, doencas cardiovasculares e
declinio neurolégico. No entanto, seu processo de envelhecimento necessita de mais descricdo

(40), especialmente em relacdo as fungdes mastigatorias e de degluticéo.

O sagui-de-tufos-brancos (Callithrix jacchus) é um pequeno primata platirrino pertencente a
familia Callitrichidae (38,47-50). Nativo do nordeste do Brasil, esses primatas habitam diversos
ecossistemas em grupos familiares de 5 a 17 individuos. Os saguis adultos geralmente medem
cerca de 20 cm de comprimento corporal e pesam aproximadamente 300 g. Os saguis atingem

a maturidade sexual por volta dos 18 meses (51,52). Em cativeiro, sua expectativa média de
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vida estimada € de 13 e 16 anos (51,53,54). No entanto, nosso grupo de pesquisa documentou
individuos vivendo consideravelmente mais. Em artigo publicado recentemente, o sagui mais
velho da nossa amostra tinha 22 anos (55), a maior longevidade registrada para esta espécie em
cativeiro (37,52).

Os saguis sdo classificados como primatas gumivoros-insetivoros que possuem adaptacdes
dentarias e digestivas que permitem, através da mordida, a perfuracdo ativa de troncos de
arvores para o consumo de goma. Este exsudato resultante destas escarificacfes €
frequentemente consumido pelos saguis e pode representar cerca de 70% de sua dieta alimentar
em estacdes de escassez de frutas e insetos (56-59). Com uma mecanica muscular mandibular
particular, os saguis geram intensa forca muscular durante uma mordida (43,57), criando
amplas aberturas mandibulares ao perfurar arvores com seus dentes anteriores para estimular o
fluxo de exsudato (58). Vérias adaptacfes podem ser atribuidas ao habito de perfuracdo de
arvores dos saguis, incluindo coroas de incisivos inferiores labiolingualmente mais espessas e

maior volume radicular dos incisivos em relacdo ao volume da sinfise (59,60).

Pesquisas anteriores no campo da degluticdo envolvendo animais tém empregado
predominantemente modelos translacionais como porcos (18,19,29-34,61-64,20,65-69,21—
26,28), camundongos (8,70-74), ratos (75-81), coelhos (82-85), cdes (86—89) e gatos (90-96)
para investigar a fisiologia e disfun¢bes de degluticdo. Embora esses estudos tenham
contribuido com insights valiosos, eles frequentemente dependem de técnicas invasivas e se
concentram em condicdes patoldgicas. Para compreender de forma abrangente a fisiologia da
degluticdo normal e suas mudancas relacionadas a idade, modelos animais que exibam funcgéo

de degluticdo saudavel e semelhante aos humanos s&o essenciais.

Até agora, apenas dois trabalhos utilizaram primatas nao-humanos (PNH) para estudos
relacionados a funcdo de degluticdo, envolvendo somente espécies de catarrinos. O primeiro,
em 1992, pela Dra. Rebecca German e seu grupo de pesquisa pioneiro em degluticdo, com a
espécie Macaca fascicularis (97). O segundo trabalho, de 2015, utilizou a espécie Macaca
mulatta como modelo (9). Ambos os estudos utilizaram apenas um individuo na amostra.
Outros trés estudos do mesmo grupo de pesquisa utilizaram dois animais da espécie Macaca
mulatta para explorar a neurofisiologia do cortex sensério-motor orofacial (98-101). Pelo nosso

conhecimento, nenhum outro estudo usou calitriquideos neste campo de pesquisa.

Ja a funcdo mastigatoria e anatomofisiologia do aparelho envolvido na mastigacdo tem sido

estudada em PNH desde os anos 1970, com estudos seminais conduzidos principalmente por
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Luschei e Goodwin (1974 a 1983) (102-111). A maioria das pesquisas mais recentes também
tém se concentrado em PNH catarrinos, com estudos de Ravosa et al. (112), no ano 2000,
Vinyard et al. (113), em 2006, Wall et al. (114), em 2006, Ross et al. (115), em 2009 e Feilich
etal. (116), em 2021. Estes estudos representaram progressos cientificos no estudo das funcdes
de alimentacdo em PNH, oferecendo avango na pesquisa translacional para aprimorar questoes
clinicas em humanos. Para abordar essa lacuna de conhecimento da fisiologia de alimentacéo
dos calitriquideos, recentemente publicamos a primeira investigacdo detalhada da funcéo
mastigatdria na espécie Callithrix jacchus (117). Nosso estudo empregou uma abordagem
multifacetada, combinando analises anatémicas, comportamentais e fisioldgicas utilizando
imagens cineradiogréficas para examinar o desenvolvimento craniofacial e a funcdo de

mastigacdo em saguis no inicio da vida (de recém-nascidos até os 4 meses de idade).

A cineradiografia é uma técnica radioldgica dindmica minimamente invasiva adaptada para
pequenos animais, desenvolvida e refinada pelo nosso grupo de pesquisa (70,117-120). Este
método emprega um aparelho de tamanho reduzido, a prova de radiacéo, que permite gravacoes
em video em multiplos angulos, com baixa taxa de quadros (aproximadamente 30 frames por
segundo, fps), minimizando efetivamente a exposi¢do dos pesquisadores aos raios-X. Esta
técnica permite o registro longitudinal do crescimento corporal, desenvolvimento, fisiologia e
comportamento animal em vistas horizontais e verticais. As principais vantagens desta técnica
incluem: ndo-necessidade de imobilizacdo ou sedacgdo, permitindo gravacdes sucessivas no
mesmo animal com minimo estresse; ajuste remoto pelo pesquisador da posi¢do do animal
durante a gravacdo via joystick. Este conjunto de condi¢fes permite a captura do
comportamento alimentar dos animais de forma mais natural em comparacdo a
videofluoroscopia da degluticdo, o exame padrdo-ouro para estudos desta funcdo (121). Até o
momento, empregamos a cineradiografia com sucesso em pequenos animais como roedores
(70,118-120) e saguis, gerando importantes avangos cientificos sobre o desenvolvimento e

comportamento destes animais.

Para melhor compreender como a fisiologia mastigatoria e de degluticdo se modificam em
diferentes estagios da vida, fortalecendo o uso do sagui como modelo animal para este campo
de pesquisa, este estudo se concentra em saguis na infancia (1 a 4 meses), primeira juventude
(1 a 2 anos) e na senescéncia (a partir de 10 anos). Também analisaremos dados de saguis
excepcionalmente longevos (14 a 19 anos) para uma compreensdo mais abrangente das
possiveis mudancas relacionadas a idade muito avangada. Nossa hip6tese é que 0s mecanismos
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de mastigacdo e degluticdo dos saguis apresentardo diferencas significativas entre esses
estagios.

2 OBJETIVOS

Este estudo utiliza cineradiografia para alcancar dois objetivos principais: 1) descrever as
caracteristicas da fisiologia mastigatdria e de degluticdo de saguis saudaveis de cativeiro, e 2)

elucidar como essas fungdes se modificam com a idade.

3 METODOS

Este estudo transversal foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da CLEA Japan, Inc

(Gifu, Japéo) (1652-012CJ) (Anexo A), onde a fase experimental desta pesquisa foi realizada.

3.1 Animais e condi¢des de acomodacéo

Vinte e cinco saguis-de-tufos-brancos saudaveis (Callithrix jacchus, doze machos e treze
fémeas) com idades entre 0 e 19 anos completos foram obtidos da CLEA Japan. Estes animais
nasceram e viveram neste local, e nunca haviam sido utilizados em projetos de pesquisa
anteriormente. Para detalhes mais abrangentes sobre a colonia de saguis da CLEA Japan,
consultar Nishijima et al. (52). Dados como identificacdo do animal, sexo e data de nascimento
foram coletados. Os saguis foram alojados em gaiolas de grade de aco inoxidavel, com dois
lados em chapa de aco inoxidavel (lado esquerdo e traseiro), com dimensdes de 75 x 39 x 55
cm (altura x largura x profundidade), com agua disponivel livremente ao longo do dia. O
alimento solido (racdo especifica para a espécie, CMS-1M, Feed One Co.) era ofertado pela
manha e retirado a noite. Nos dias dos experimentos, a alimentacdo dos animais ocorria somente
apos o término das gravacBes, no momento do retorno ao viveiro. Os saguis foram mantidos
em uma sala com temperatura controlada (28+1°C) e em um ciclo de 12 horas de escuro/luz.
Todos os procedimentos realizados nos animais foram minimamente invasivos e tiveram efeito
transitdrio. Ao final do projeto de pesquisa, os animais foram devolvidos aos seus viveiros de

origem, permanecendo nas instalacées da CLEA Japan.

Para fins de andlise, os animais foram divididos em grupos etérios da seguinte forma: infantil
(1 a 4 meses de idade), jovem (>1 ano de idade), idoso (>10 anos de idade) e muito idoso (>14

anos de idade) (52). Os saguis do grupo infantil (Figura 1) foram inicialmente alojados em
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contato completo continuo com seu par reprodutor até os 3 meses de idade para minimizar o
estresse social. Posteriormente, foram transicionados para alojamento individual ou em pares.
Os animais jovens, idosos e muito idosos foram mantidos em alojamento individual durante
todo o periodo do estudo. Como parte dos check-ups regulares de salde, o vivario priorizou a
salde animal através de avaliacbes comportamentais e testes microbiologicos frequentes
(Tabela 1).

Figura 1. Sagui do grupo infantil

Fonte: Foto por Jorge Zeredo e arte grafica por Max Sarmet. Notas: Esta figura mostra um sagui de um més de
idade posicionado em cima de um urso de pelicia (aproximadamente 12 cm de altura) para comparacdo de
tamanho.

3.2 Exame oral

Todos os saguis passaram por um exame oral padrdo realizado por um cirurgido dentista.
Durante o exame, coletamos dados sobre o numero de dentes, bem como a presenca de
sangramentos espontaneos ou induzidos. O sangramento espontaneo foi definido como
qualquer sangramento das gengivas observado durante o exame oral. O sangramento induzido
foi definido como sangramento gengival induzido pela friccdo de um cotonete na superficie
gengival. Durante 0 exame, a equipe veterinéria conteve os saguis manualmente. As bocas dos
animais foram mantidas abertas posicionando-se um palito de madeira entre os dentes

posteriores. Maiores detalhes sobre o exame oral podem ser consultados em Sarmet et al. (55).
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Tabela 1. Cronograma de exames médicos veterinarios

Teste/avaliacao Descricao Frequéncia
Avaliagao de saude Sinais como letargia, comportamentos Mensal
comportamental incomuns (como coceira excessiva) e

flutuacdes significativas de peso

Parasitologia Protozoarios e helmintos Mensal
gastrointestinal

Parasitologia da superficie ~ Acaros Mensal
corporal

Analise microbiana de Shigella e Salmonella Trimestral

bactérias intestinais

Teste de tuberculose Mycobacterium tuberculosis Anual
Teste de anticorpos virais ~ Herpes simples e sarampo Anual
Teste de multiplos virus Bunyavirus, Filovirus, Turkey Herpesvirus, Bianual

Virus da imunodeficiéncia simia, virus
sincicial respiratorio, Epstein-Barr virus,
Senecavirus, Hepatite B e herpes simples

Fonte: Autor. Notas: Esta tabela descreve as avaliagdes médicas veterinarias realizadas rotineiramente na coldnia

de saguis da CLEA Japan.

3.3 Aparato experimental

Uma descricdo abrangente do uso da cineradiografia pode ser encontrada em De Oliveira et
al. (117) e Kawamura et al. (70). Em resumo, a cineradiografia ¢ uma técnica de exploragdo
radiologica dindmica montada em um aparato de tamanho reduzido adaptado para pequenos
animais (70,117-120). O aparato cineradiografico (Micro X-movie, NIC) transmite um feixe
de raios-X emitido verticalmente para o sagui por um tubo de raios-X de micro-foco (7oshiba
Electron Tubes and Devices Co. Ltd.) (Figura 2). As configuragdes de poténcia no tubo de
raios-X foram mantidas constantes em 70 kV e 0.3 mA para obter emissao estavel de raios-X.
Os fotons de raios-X que passavam pelo sagui foram convertidos em luz visivel por um

intensificador de imagem de berilio de resposta rapida (Toshiba Electron Tubes and Devices
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Co., Ltd., E5889BP-P1K) (70,117,118,120). Esta imagem (Figura 3) foi entdo capturada por
uma camera de video digital posicionada abaixo do intensificador de imagem, que também
gravava o audio dos experimentos. Uma camera secundaria de controle foi posicionada dentro

do aparato para gravar o comportamento do animal. As gravacgdes de video foram feitas a 29.97

fps e 1920 x 1080 pixels.

Figura 2. Fotografias do aparelho cineradiografico

A

-
S
-
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Fonte: Jorge Zeredo (foto) e Max Sarmet (arte gréafica). Notas: Esta figura mostra os componentes do aparelho
cineradiografico utilizado para avaliagdo da mastigacdo e degluticdo. O painel A mostra a visdo lateral com a fonte
de raio-X microfocal, escotilhas e intensificador de imagem. O painel B mostra o layout interno contendo a gaiola
de acrilico do animal, o intensificador de imagem, cAmeras, um urso de peltcia para referéncia de tamanho na foto
ilustrativa, e um espelho em um angulo de 45° para captura das imagens resultantes. O painel C apresenta a visao
externa da cadmara de teste. O painel D mostra um sagui posicionado dentro da gaiola de acrilico. O painel E mostra
uma central de monitoramento de controle de raios-X com monitores com diferentes vistas e joysticks para

manipulacdo remota do posicionamento da gaiola do animal durante as gravacoes.
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Figura 3. Exemplo de imagem cineradiogréafica

Fonte: Autor. Notas: Imagem cineradiogréfica recortada de um sagui fémea de 13 anos de idade (M8). A - porcéo
de alimento; B - bolo alimentar na orofaringe; C - bolo alimentar na parte distal do es6fago. A imagem original
tinha resolugéo de 1920 x 1080 pixels.

3.4 Procedimento experimental

As gravac0es cineradiogréficas foram realizadas ao longo de cinco meses. Para cada sesséo de
gravacgdo, os animais foram capturados individualmente em seus viveiros, colocados em uma
caixa de transporte e levados para uma sala de experimentos. Para minimizar o estresse dos
animais, eles foram manipulados com o minimo de contencdo possivel. Apo6s a captura, 0s
animais foram posicionados dentro do aparato experimental, especificamente na gaiola de teste
de acrilico. Em seguida, uma pequena porcao esférica (~1.5cm de didametro) de bolo Castella
(122,123) (tambem conhecido como péo de 16) misturada com sulfato de bario em pé (Figura
4) foi colocada no assoalho da gaiola. De acordo com o International Dysphagia Diet
Standardisation Initiative (IDDSI), esta por¢do de bolo Castella tinha a consisténcia nivel 6
(soft & bite-sized, Level 6) (124). Este alimento foi selecionado para o experimento baseado na
longa experiéncia dos técnicos do criatério (52), por ser um dos alimentos favoritos dos saguis

em atividades de enriquecimento.

Todos os saguis receberam uma porc¢do de alimento do mesmo tamanho. Todavia, durante a
analise das gravacdes, alguns desafios impediram a inclusdo de todos os eventos alimentares

gue compunham a ingesta de uma porcdo completa. Fatores como varia¢es na posicao de
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alimentacéo (por exemplo, falta de visdo lateral) ou visibilidade limitada da porcéo de alimento
em determinados frames impediram a medicdo exata da porcdo de alimento inicial na analise
de imagens. Para resolver isso, analisamos apenas as sequéncias de alimentacdo em que a
porcdo alimentar inteira estava visivel no comego do comportamento alimentar, e nas
sequéncias em que o animal estava em uma visdo lateral, para visualizar corretamente a
mastigacdo e degluticdo. As gravagdes que ndo preencheram estes critérios foram excluidas

(fluxograma na Figura 5).

Para as sequéncias incluidas e selecionadas para analise, foram medidas nas imagens
cineradiograficas a area da se¢do transversal da porcao de alimento (mm?) utilizando o software
ImageJ v. 1.53e (National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA) para saber a real
quantidade de alimento ingerida no total de tempo do comportamento alimentar analisado. As
medidas foram feitas no primeiro frame, antes da mordida inicial (detalhes na Tabela 2).

Figura 4. Exemplo de alimento ofertado aos animais

Fonte: Jorge Zeredo. Notas: A - Bolo Castella inteiro em sua forma original; B - Bolo Castella amassado e
misturado com sulfato de bario preparado para ser porcionado; C - Uma por¢éo alocada para o consumo dos saguis
(seta vermelha).

3.5 Gravacdes cineradiogréaficas

Apos a oferta da porcdo de alimento, o aparato cineradiografico foi totalmente fechado e as
gravagdes foram iniciadas, com os animais sendo filmados por cinco minutos. Cada gravagéo

foi interrompida aos cinco minutos, mesmo que o animal ndo tivesse comido o alimento. Ap6s
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0 experimento, os saguis foram devolvidos ao seu viveiro de origem. Todos 0s comportamentos
alimentares ininterruptos foram tratados como uma amostra representativa dentro das
gravagdes. Consequentemente, dentro de uma Unica sessdo de gravagdo, multiplas amostras
puderam ser obtidas de animais engajados em atividades alimentares (fluxograma na Figura
5). A analise persistiu enquanto o animal demonstrou interesse sustentado no alimento, indicado
por a¢des como segurar o alimento, mastigar ou engolir. O tempo de distragéo foi calculado
durante esses periodos de interesse sustentado, e 0 tempo de alimentagdo liquido de cada
amostra foi calculado. Quando o animal perdia o interesse no engajamento com o alimento, a
andlise para aquela amostra especifica era concluida. Posteriormente, se 0 animal recuperasse
0 interesse e retomasse a alimentagdo, uma nova amostra era iniciada e analisada. Gravacoes

sem presenca de comportamento alimentar foram excluidas da analise.

Figura 5. Fluxograma das analises cineradiograficas

Descartar
Falhap- gravacao
cineradiografica

Analise de
qualidade da
gravagao

Abrir a gravagao
cineradiogréfica

Pa

Y

s Adicionar 5 y s
Adicionar novo v Definir frames Calibracéao
caso (animal i do software
( ) p s de interesse

}

Andlises cineradiograficas

Fim do comportamento de
alimentagéo (o animal comeu toda a
comida ou perdeu o interesse)

J

Andlises Medicées (ex: Andlises

T bolo alimentar, G
dindmicas PIA, es6fago) qualitativas

Sim {

Préximo
comportamento
alimentar? (ex:

retomou o
interesse)

Concluir analise
da amostra

Ir para a préoxima
gravacao
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Fonte: Autor. Notas: Fluxograma demonstrando como, a partir de uma Unica sessdo de gravagdo para um Unico
animal, maltiplas amostras de comportamento alimentar podem ser extraidas para analise.

Os animais do grupo infantil foram registrados nas idades de 1, 2, 3 e 4 meses completos, exceto
pelo sagui F1, também filmado aos 1 e 2 anos de idade e neste caso tambem considerado parte
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do grupo jovem. O animal F2 foi filmado aos 1 e 2 anos de idade, com todos os dados tendo
sido considerados para 0 grupo jovem. Os outros animais dos grupos idoso e muito idoso foram
filmados uma Unica vez em um Unico ponto etario. Antes da analise de cada imagem, foi
realizada uma revisdo de qualidade para garantir os requisitos minimos: a presenca de
comportamento alimentar, animal em vista lateral, com uma porcéo visivel e mensuravel de
alimento dentro da area da tela. Experimentos que ndo atenderam a esses requisitos minimos
foram descartados e arquivados. Os experimentos selecionados para analise cineradiografica
foram submetidos a analises dinamicas, estaticas (medices de tamanho) e
comportamentais/qualitativas, descritas abaixo nos itens 3.6 a 3.8. As principais varidveis
consideradas na analise estdo listadas na Tabela 2.

Um pesquisador treinado (Max Sarmet) analisou todas as gravacdes de video com o software
VLC Media Player 3.0.16 (VideoLAN, Franca) (125,126). A extensdo VLC Time v3.2 (Mederi,
Eslovaquia) foi usada para exibir o tempo de execucdo e o frame atual na tela. Os frames de
interesse foram identificados e exportados para o ImageJ. A calibracdo do ImageJ foi realizada
usando um colar com pequenas esferas de aco inoxidavel (2.5 mm cada) no pescoco de cada
animal (117) (Figura 6). Apo6s a calibracdo do software, cada medicdo foi repetida trés vezes
para garantir precisdo, e o valor médio entre as medicdes foi considerado. As imagens
cineradiograficas foram analisadas quanto a fisiologia de mastigacéo e degluticdo (descritas em
3.6 a 3.9). Identificamos e documentamos os quadros de interesse inicial e final para analises
dindmicas das gravacgdes de video. Considerando a taxa de quadros de video de 29.97 fps, todos
os célculos temporais foram realizados usando a seguinte formula: (quadro final — quadro

inicial) / 29.97, e os resultados foram registrados em segundos.

Figura 6. Configuracéo de calibragéo.

Fonte: Jorge Zeredo (foto) e Max Sarmet (arte grafica). Notas: Configuracdo de calibragdo de imagens para o
experimento. Do lado esquerdo, a coleira de corrente de esferas de aco inoxidavel usada para fins de calibracéo.
Do lado direito, a gaiola de teste de acrilico com o sagui F6 (fémea, 3 meses) usando o colar de calibracéo.
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Tabela 2. Detalhes da definicio, medicio e ajustes de qualidade das analises cineradiograficas

Variavel (unidade)

Momento

Definicao

Ajustes de qualidade

Calibre esofagico
(mm)

No inicio do
comportamento
alimentar

Largura méaxima do esd6fago quando estava distendido
com alimento

O frame era selecionado quando o animal estava em
vista lateral, para uma medigdo precisa

Tamanho da por¢ao
alimentar (mm?)

Antes do primeiro ciclo
mastigatorio

Area da secdo transversal da por¢ao de alimento medida
imediatamente antes do primeiro ciclo mastigatorio

Se a vista inicial da por¢ao nao era perfeita,
descartamos todo o comportamento alimentar até que
uma por¢ao mensuravel completa fosse alcangada

Ciclos
mastigatorios (n)

Inicio do comportamento
alimentar

Numero de mastiga¢des. Um ciclo mastigatorio foi
definido como (1) abertura mandibular inicial, (2)
abertura mandibular maxima e (3) fechamento da
mandibula (117)

A contagem foi realizada ao final de cada ciclo

Duragio da fase

No inicio do

Tempo desde a primeira mordida até a primeira

Calculado a partir da diferenca de frames entre estes

até o esvaziamento
esofagico

degluti¢do, quando o bolo entrava na parte proximal do
esofago, até o frame que captura a passagem completa
do bolo alimentar para o estomago (127)

preparatéria oral (s) comportamento degluticdo dois frames de interesse
alimentar
Deglutigdes (n) Durante o O inicio da degluti¢do foi identificado quando o bolo A contagem total de deglutigoes foi calculada para
comportamento alimentar se consolidava nas valéculas antes de passar cada amostra
alimentar pela epiglote, terminando quando a epiglote retornava a
sua posi¢ao neutra ap6s o bolo alimentar entrar no
esofago (19,27)
TTE (s) Ap6s a ultima degluti¢do O inicio do TTE foi definido do momento da ultima Para esta analise, a posi¢do do animal na tela era

irrelevante desde que o transito do bolo alimentar
pelo esofago fosse observavel

Fonte: Autor. Notas: TTE - Tempo de transito esofagico.
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3.6 Avaliacdo da funcdo mastigatoria

Para quantificar os ciclos mastigatorios, identificamos trechos relevantes de video que
continham comportamento alimentar constante (sem interrupgdes), tendo sido definidos os
quadros inicial e final deste comportamento. Para a andlise, estes trechos foram entdo
reproduzidos em velocidade reduzida em 50% para melhor precisdo. Um pesquisador treinado
(Max Sarmet) utilizou o aplicativo Tap Counter 2.4 (Android) para realizar as contagens de
ciclos mastigatdrios. Os ciclos foram quantificados com base em numeros absolutos. Cada
ciclo abrangeu trés fases distintas de movimento mandibular: (1) abertura inicial, (2) alcance
da abertura maxima e (3) fechamento da mandibula (117).

A frequéncia mastigatoria, expressa em ciclos por segundo (ciclos/s), foi calculada para cada
animal dividindo o numero total de ciclos mastigatérios pelo tempo total ininterrupto de
mastigacdo com base nos quadros inicial e final (117). O valor medio de todas as amostras para
cada animal foi entdo considerado. O numero absoluto de ciclos mastigatérios foi entdo usado
para calcular a razdo entre a quantidade de alimento ingerida (area da por¢éo) e os ciclos
mastigatdrios (porcao/mastigacdo). Uma razdo mais alta indica que foram necessarios menos
ciclos mastigatorios para processar uma porcdo maior de alimento, potencialmente refletindo

diferencas nas estratégias alimentares entre cada animal (Tabela 3).

3.7 Avaliacdo da funcdo de degluticéo

O método usado para contar os ciclos mastigatorios também foi empregado para quantificar os
ciclos de degluticdo. Os eventos de degluticdo foram identificados com base no transito do bolo
alimentar. O inicio da degluticéo foi identificado quando o bolo alimentar se consolidava nas
valéculas antes de passar pela epiglote, e o término foi determinado quando a epiglote retornava
a sua posicdo neutra apds o bolo alimentar entrar na parte proximal do es6fago (19,21).
Quantificamos as degluti¢cfes contando o nimero absoluto de degluti¢cbes para cada amostra
de comportamento alimentar. As caracteristicas da degluticdo foram analisadas posteriormente,
e 0s valores médios de todas as amostras foram considerados (Tabela 2). Considerando que
cada gravacdo teve uma duracdo distinta do comportamento alimentar, e para facilitar a
comparacao entre grupos etarios, calculamos as razGes de mastigacao e degluticdo com base
nas contagens coletadas (detalhes na Tabela 3).



Tabela 3. Variaveis de razao resultantes das analises dinAmicas
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Variavel Dominio Defini¢ao Interpretacao clinica
Porgao
Porg¢do/segundo Razao entre a area da por¢ao (mm?) e o tempo Valores mais altos indicam taxa de alimenta¢do mais rapida
liquido de alimentagdo. Reflete a velocidade de
processamento da porg¢ao.
Mastigagao
Frequéncia Ciclos mastigatérios por tempo liquido de Medida de velocidade de mastigacao; mais alto significa
mastigatoria alimentagdo mastigacdes mais rapidas
(ciclos/segundo)
Porgao/mastigacoes Razao entre a area da porgao e os ciclos Uma razao mais alta significa que menos mastigagoes foram
mastigatorios necessarias
Degluticao
Porgao/degluti¢oes Razao entre o tamanho da por¢ao e o nimero de ~ Uma razao mais alta significa que menos degluticdes foram

degluticdes

necessarias

Frequéncia de
degluticao
(degluti¢des/segundo)

Degluti¢gdes por tempo liquido de alimentacao

Medida de velocidade de degluticao; mais alto significa
degluti¢cdes mais rapidas

Fonte: Autor.
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3.7.1 Avaliacdo da area do bolo alimentar

Para estimar o tamanho do bolo alimentar durante a degluticdo e outros parametros associados,
analisamos individualmente todas as degluticGes visiveis nas gravacGes. Um pesquisador
treinado (Max Sarmet) identificou os frames em que o bolo alimentar estava claramente visivel
na faringe, imediatamente antes de entrar no eséfago. Esses quadros foram salvos em formato
JPEG para anélise posterior usando o software ImageJ. Trés pesquisadores independentes (Max
Sarmet, Kendal Steer, Luana Borges) tracaram entdo os contornos do bolo alimentar usando a
ferramenta de méo livre (free-hand tool), e o ImageJ calculou a area delimitada como medida
do tamanho do bolo (Figura 7). O valor médio das trés marcacdes independentes foi utilizado
para representar o tamanho do bolo para cada degluticdo. O tamanho do bolo alimentar para
cada animal foi definido considerando sua média durante toda a sequéncia alimentar. Essa
abordagem esta alinhada com protocolos estabelecidos para estimativa do tamanho do bolo
alimentar (18,21,23,24,27,67). A consisténcia das medi¢des foi garantida usando o coeficiente
de correlagéo intraclasse (ICC) (128) (detalhes em 3.10).

Figura 7. Medicéo do tamanho do bolo alimentar.

M9, male, 10 years old M5, male, 15 years old

37 mm?

10 mm

F9, female, 3 months old F6, female, 1 month old

Fonte: Autor. Notas: Esta figura mostra o método utilizado para medir o tamanho do bolo alimentar nas
degluti¢des visiveis. Os contornos amarelos claros destacam a area da secéo transversal de cada bolo, que foi
convertida em mm? ap6s calibragdo com o colar de esferas de aco inoxidavel. Os comprimentos dos bolos
alimentares fornecem uma referéncia visual para o tamanho, mas esta medi¢do nao foi realizada neste estudo.
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3.7.2 Avaliacéo do angulo de entrada faringea

Além do tamanho do bolo alimentar, também medimos o angulo entre uma linha de referéncia
(linha de McGregor) e outra linha conectando pontos anatdmicos na coluna cervical para cada
quadro de degluticdo (129,130) (Figura 8). Esta medida é conhecida como angulo de entrada
faringea, ou pharyngeal inlet angle (PI1A) e fornece uma avaliacdo indireta da posicdo da
cabeca e da mandibula durante a degluticdo. Um pesquisador treinado (Max Sarmet) realizou
trés medicdes do PIA em todos os quadros de degluticGes visiveis e o valor médio foi
considerado para cada frame. O PIA para cada animal foi definido considerando sua média

durante toda a sequéncia alimentar, ou seja, a média dos PIAs de todos os frames observaveis.

Figura 8. Medicao do &ngulo de entrada faringea

F4, male, 4 months old F6, female, 3 months old

PIA 122°

PIA 123°

N

3¢

M13, male, 13 years old M11, male, 11 years old

Fonte: Autor. Notas: Esta figura ilustra o método para medir o angulo de entrada faringea (PIA) em todas as
deglutices visiveis. As setas amarelas apontam para o0s bolos alimentares dentro do espago faringeo,
imediatamente antes de entrarem no es6fago.
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3.7.3 Avaliacdo do intervalo entre as degluticdes

Também calculamos o intervalo entre deglutices para todas as degluti¢des visiveis nos videos
de alimentacgdo. Esta medida representa o tempo entre as degluti¢cdes, medido em segundos. Os
intervalos entre deglutices foram determinados calculando a diferenca de quadros entre
degluticdes consecutivas usando a taxa de quadros de video (19,72). O intervalo entre
degluticbes para cada animal foi definido considerando sua média durante toda a sequéncia

alimentar.

3.7.4 Avaliacdo da funcao esofagica

A funcdo esofagica dos saguis (Tabela 2) foi avaliada por um pesquisador treinado (Max

Sarmet) usando os seguintes parametros:

1. Calibre esofagico: medida estatica do didametro do esdfago quando estava cheio de
alimento.

2. Tempo de transito esofagico (TTE): medida dindmica do tempo necessario para o
alimento percorrer o esdfago até o estbmago, apés a ultima degluticdo (131,132).

3. Clareamento esofagico: avaliagdo qualitativa da presenca de residuos alimentares apos
a degluticdo foi realizada usando o sistema de pontuacdo do Modified Barium
Swallowing Impairment Profile (MBSImP) (131). Trata-se de uma escala de 0 a 4, onde
0 representa esdéfago completamente limpo, e 4 representa limpeza esofagica minima

ou nula.

3.8 Analises comportamentais e qualitativas

Com o objetivo de expandir a investigacao, realizamos analises qualitativas e controlamos a
presenca de alguns comportamentos listados na Tabela 4, que potencialmente poderiam estar
associados ao comportamento alimentar. Este etograma foi pré-definido durante observagéo

prévia de todos as gravacdes disponiveis.
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Tabela 4. Codificacao de dados do comportamento alimentar e analise

Comportamento

Definicao

Preferéncia de
comportamento

alimentar (mao/chao)

A forma como o animal consumiu o alimento durante a maior
parte do tempo de alimentagdo (usando as maos ou diretamente

do chao)

Escape anterior de

alimentos

Considerado positivo em caso de escape de alimento durante a
alimentacdo, ainda que minimo. E um indicador de potencial

ineficiéncia do controle motor oral.

Distragao durante a

alimentacao

Considerado positivo se o animal parasse de mastigar e/ou
engolir durante a alimentagdo, com a atengdo voltada para outro

estimulo (ex: auditivo e/ou visual)

Vocalizagao durante a

alimentacao

Considerado positivo se o animal produziu vocalizagao durante

0 comportamento alimentar

Fonte: Autor.

3.9 Analise postural

A coluna vertebral do sagui, conforme descrita por Casteleyn & Bakker (60), compreende

tipicamente 7 vértebras cervicais, 12 ou 13 vértebras toracicas, 6 ou 7 vértebras lombares, 2

ou 3 vértebras sacrais ¢ 26 a 29 vértebras caudais. Como alteragdes posturais no

envelhecimento saudavel de humanos e PNH sao esperados (133), investigamos sua possivel

influéncia no tamanho do bolo alimentar, PIA e intervalo entre deglutigdes. Imagens

cineradiograficas laterais de saguis em posi¢ao de descanso foram utilizadas para esta analise

postural (detalhes na Tabela 5, Figura 9). A posi¢ao de descanso considerada para a analise

era quando o animal estava com as quatro patas apoiadas no solo, concentrando o peso

majoritariamente no quadril.



Figura 9. Analise postural

A

Fonte: Autor. Notas: A. Medidas dos angulos cervicotoracico (C-T) e toracolombar (T-L) em um sagui fémea de

C-T angle
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3 meses. B Calculo da razdo de sinuosidade da coluna em um sagui fémea de 13 anos. A linha amarela curva
mostra o comprimento real da coluna, enquanto a linha vermelha representa a distancia em linha reta entre suas
extremidades. A razdo de sinuosidade ¢ calculada dividindo-se o comprimento da linha amarela pelo

comprimento da linha vermelha, indicando o quanto a coluna desvia de ser perfeitamente reta (consultar Tabela

5).

Tabela 5. Lista de medicoes da analise postural

Tipo Definicao Medida

Angulo Angulo cervicotoracico Angulo entre os segmentos cervical e toracico da
coluna vertebral

Angulo Angulo toracolombar Angulo entre os segmentos toracico e lombar da
coluna vertebral

Comprimento Comprimento linear da Comprimento real da coluna, seguindo a

coluna sinuosidade natural

Comprimento Disténcia da coluna Distancia em linha reta entre cada extremidade da
coluna

Razao Razao de sinuosidade da  Calculado dividindo-se o comprimento real da

coluna

coluna pela distancia em linha reta do inicio e fim
da coluna, indicando o quanto a coluna se desvia
de ser perfeitamente reta

Fonte: Autor.
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3.10 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram processadas por meio do Statistical Package for Social Sciences
(SPSS) para Windows, versdo 29.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, EUA). O teste de Kolmogorov-
Smirnov foi usado para verificar a normalidade das variaveis. Uma ANOVA de uma via das
variaveis com distribuicdo normal foi realizada entre os grupos etarios. O teste post-hoc de
Bonferroni de multiplas comparacGes foi realizado com intervalo de confianca definido em
95%. A analise de variancia unidirecional de Kruskal-Wallis foi usada para comparar variaveis
com distribui¢do ndo-normal entre grupos etarios. O teste post-hoc foi realizado, neste caso,
com comparagdes pareadas entre grupos. Para comparacdes intersexo das variaveis
cineradiograficas, o teste U de Mann-Whitney foi utilizado. As correla¢fes foram analisadas
usando o coeficiente de correlacdo de Pearson entre idade, dentes presentes, calibre esofagico,
tamanho da porcdo, variaveis envolvidas na degluticdo e variaveis de razdo. A consisténcia da
medicdo do tamanho do bolo foi avaliada usando o ICC (128) com intervalo de confianca (IC)
de 95%, seguindo um modelo de efeitos mistos de duas vias, com classificagdo Unica e
concordancia absoluta. A confiabilidade foi considerada excelente se o limite inferior do I1C de
95% excedesse 0.90, boa entre 0.75-0.90, moderada entre 0.50-0.75 e ruim abaixo de 0.50.
Para verificar possivel associacdo entre as variaveis categoricas, utilizamos o teste Qui-

quadrado. A significancia estatistica foi definida em p < 0.05.

4 RESULTADOS

4.1 Animais

Este estudo incluiu 25 saguis saudaveis (12 machos, 13 fémeas), com idades entre 0 e 19 anos.
O grupo infantil compreendeu 9 individuos — 5 fémeas e 4 machos. O grupo jovem teve 2
individuos — todas fémeas. O grupo idoso incluiu 11 individuos — 7 fémeas e 4 machos,
enquanto o grupo muito idoso consistiu em 4 individuos, todos machos. Um unico sagui (F1)
foi incluido em ambos os grupos infantil (1-4 meses) e jovem (1-2 anos) por ter sido filmado
em varias idades diferentes (ver Tabelas 6 e 7). Todos os saguis foram submetidos a uma

avaliacdo de salde veterinaria (Tabela 1) e foram considerados saudaveis.

O peso dos saguis variou de 54 a 378g (média + DP, desvio-padrdo: 220 + 57g). O grupo
infantil apresentou peso significativamente menor (132 + 47g) em comparacao aos demais
grupos (jovem: 306 + 32¢, idoso: 294 + 59¢g, muito idoso: 296 + 37g; ANOVA, p<0.001). A
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analise post-hoc ndo revelou diferencas significativas de peso entre os animais adultos

(conjunto dos grupos jovem, idoso e muito idoso; teste de Bonferroni, p<0.001).

4.2 Exame oral

A contagem de dentes variou de 0 a 32, com média de 24.7 dentes + 10.4, com dentes com
sangramento variando de 0 a 10 (mediana 0). Especificamente, todos 0s animais do grupo
infantil tinham 32 dentes, e 0s do grupo jovem tinham 28 dentes. O grupo idoso apresentou
média de 12.4 dentes + 1.4 e o0 grupo muito idoso apresentou média de 9.7 dentes + 5.7 (teste
de Kruskal-Wallis, p<0.001). Notavelmente, ndo foram observados casos de dentes com
sangramento no grupo jovem. Por outro lado, dentro do grupo idoso, 0s animais apresentaram
uma mediana de 2.0 dentes com sangramento, enquanto 0 grupo muito idoso apresentou uma
mediana de 3.5 (teste de Kruskal-Wallis, p<0.001). Além disso, o calibre esofagico dos
saguis variou de 2.0 a 6.1 mm, com média de 4.4 mm * 1.1 (teste de Kruskal-Wallis,
p<0.001). A analise post-hoc indicou que o calibre esofagico dos saguis do grupo infantil era
menor do que o dos animais adultos (p<0.001), que nédo apresentaram diferencas entre si
(p=0.49 a2 0.77).

4.3 GravagOes e amostras

Ao todo, 44 gravagdes foram realizadas, sendo analisadas 80 amostras dos saguis incluidos
neste estudo. Destas, 42 amostras foram de saguis infantis (52.5%), 5 amostras do grupo jovem
(6.25%), 25 do grupo idoso (31.2%) e 9 de saguis muito idosos (11.2%). A quantidade de
gravacOes e amostras para cada individuo, juntamente com o tempo médio de alimentacéo, é
apresentada na Tabela 6 (para o grupo infantil) e na Tabela 7 (para o restante dos grupos).
Vinte e quatro gravacdes foram excluidas devido a: falta de comportamento alimentar (n=18)

ou visualizacdo lateral inadequada (n=6).

A duracdo mediana do comportamento alimentar por amostra foi de 47 segundos (intervalo
interquartil, 11Q=44), variando de 3 a 193 segundos. Concomitantemente, o tempo de distracao
durante a alimentacdo teve uma mediana de 4 segundos (11Q=18), variando de 0 a 96 segundos.
A duracéo liquida mediana do comportamento alimentar foi de 35 segundos (11Q=27), variando

entre 3 e 126 segundos.
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Tabela 6. Numero de amostras coletadas e duracio da alimentacio no grupo infantil
(n=9)

ID Niamero de Amostras por idade
gravagoes
1 més 2 meses 3 meses 4 meses
F19 4 2 1 1 1
F3Jd 3 4 - 1 2
F44 4 2 1 1 2
F58 3 2 - 1 2
F69 3 3 - 2 1
F79 3 4 - 2 1
F8J 1 - - 1 -
F9¢Q 3 2 1 1 -
F109 1 - - 1 -
Total 25 19 3 11 9

Mediana do tempo liquido ~ 31.00 (56) 7.26 37.36 (27) 28.95 (27)
de alimentagao, segundos

11Q)

Fonte: Autor. Notas: Embora todos os animais do grupo infantil tenham sido registrados entre 1 ¢ 4 meses de
idade, ocorreram casos ocasionais em que eles ndo apresentaram comportamento alimentar ou interesse pela
comida. Consequentemente, essas gravagdes foram excluidas. Notavelmente, apenas F1 foi registrado também
aos 12 e 24 meses de idade.  macho, @ fémea. ID - identificagdo; IIQ - Intervalo interquartil.



Tabela 7. Amostras coletadas e duracio da alimentacio - grupos jovem (n=2), idoso (n=11) e muito idoso (n=4)

1D Numero de gravacdes Amostras por idade
lano 2 anos 10 anos 11 anos 12 anos 13 anos 15 anos 16 anos 19 anos

F19 1 1 2 - - - - - - -
F2Q 1 1 1 - - - - - - -
M9J 1 - - 1 - - - - - -
S3Q 1 - - - 2 - - - - -
M13J3 1 - - - 5 - - - - -
Mi1d 1 - - - 1 - - - - -
M113 1 - - - 2 - - - - -
M109 1 - - - - 2 - - - -

S19 1 - - - - - 3 - - -

S29Q 1 - - - - - 2 - - -
M8¢Q 1 - - - - - 3 - - -
M7¢9 1 - - - - - 1 - - -
M6€9 1 - - - - - 3 - - -
M5J 1 - - - - - - 2 - -
M124 1 - . - - - - - 5 .
M43 1 - - - - - - - 1 -
Mm24 1 - - - - - - - - 1
Total 19 1 3 1 10 2 12 2 6 1

Tempo liquido de alimentacéo (s) Mediana 92.95 17.00 41.7 48.85 (14) 26.0 33.67 (27) 42.0 28.20 55.0

11Q)
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Fonte da Tabela 7: Autor. Notas: O animal F1, inicialmente categorizado no grupo infantil, também foi registrado
com 1 e 2 anos de idade. Para contabilizar essa transi¢éo de desenvolvimento, incluimos seus dados de 1 a 4 meses
na andlise do grupo infantil e seus dados de 1 e 2 anos na analise do grupo jovem. O sagui F2 foi registrado com
1 e 2 anos de idade; ID - identificacdo; & macho, @ fémea; s - segundos; 11Q - Intervalo interquartil.

4.4 Comportamento alimentar

Nossa analise revelou um tempo médio de alimentacdo de 35.57 segundos com uma faixa
ampla de tempo de distracdo (mediana: 4.50 segundos, Tabela 8). A fase de preparacdo oral
foi breve (mediana: 1.91 segundos), seguida por uma frequéncia mastigatéria de 2.30 ciclos/s
e uma frequéncia média de degluticdo de 0.37 degluticdes/s. O TTE teve uma mediana de 14.31
segundos. Os saguis senis (idosos e muito idosos) consumiram porcdes de alimento maiores
em compara¢do com 0s animais mais jovens. Especificamente, o tamanho médio da porc¢édo
para saguis idosos e muito idosos foi de 172 mmz2 e 181 mm?, respectivamente, enquanto os
animais infantis e jovens consumiram por¢es menores, com média de 96 mm?2 e 142 mm?,

respectivamente (Tabela 9).

A dindmica mastigatoria e de degluticdo diferiu entre os grupos etarios, exceto pela frequéncia
mastigatoria e de degluticdo (Tabela 10). Apesar de frequéncias mastigatorias e de degluticéo
semelhantes, os animais mais jovens levaram mais tempo para consumir por¢cdes menores em
comparagdo com o0s animais senis (varidvel porcdo/segundo) (teste de Kruskal-Wallis,
p<0.001). Em direcdo oposta, 0s animais senis precisaram de menos mastigacoes e degluticdes
para consumir porcdes maiores de alimento (referir-se as variaveis por¢do/mastigacéo e

porcgédo/degluticbes) (p<0.001).

Embora alguns comportamentos alimentares tenham diferido entre os grupos etarios (conforme
relatado na Tabela 10), outros ndo apresentaram variacdes significativas de acordo com o teste
de Kruskal-Wallis. O nimero de ciclos mastigatorios analisados para cada grupo de animais
apresentou alta variabilidade, impedindo diferencas etarias estatisticamente significativas
(p=0.22, teste de Kruskal-Wallis). Embora a mediana de ciclos tenha aumentado ligeiramente
com a idade (infantil: 65, jovem: 121, idoso: 77, muito idoso: 83), esses valores ndo foram
estatisticamente diferentes. Similarmente a variacdo observada nos ciclos de mastigacdo, o
namero de degluticdes entre os grupos etarios apresentou alta variabilidade (mediana de
degluticdes por gravacdo: infantil: 13, jovem: 18, idoso: 11, muito idoso: 9). Embora o teste de
Kruskal-Wallis ndo tenha revelado diferencas estatisticamente significativas (p=0.66), n0ssos
dados sugerem uma possivel tendéncia de diminuicao da frequéncia de degluticdo com a idade.

Notavelmente, as anélises estatisticas confirmaram que nem a frequéncia mastigatoria nem a
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frequéncia total de degluticdo variaram significativamente entre os grupos etarios (p=0.46 e

0.82, respectivamente).

Outras variaveis ndo apresentaram variagdo significativa entre os grupos. Por exemplo, o tempo
de distracdo (tempo médio ndo dedicado a alimentacdo) ndo apresentou diferencas
significativas (p=0.34) entre os grupos: infantil (5 segundos, 11Q=23), jovem (12 segundos,
11Q=52), idoso (2 segundos, 11Q=16) e muito idoso (9 segundos, 11Q=12). Da mesma forma, o
tempo liquido gasto consumindo cada porcéo de alimento (excluindo o tempo de distracao)
também ndo apresentou diferencas estatisticamente significativas (p=0.11) entre 0s grupos
infantil (32 segundos, 11Q=30), jovem (58 segundos, 11Q=86), idoso (41 segundos, 11Q=23) e
muito idoso (41 segundos, 11Q=29).

4.5 Tamanho do bolo alimentar, &ngulo de entrada faringea e tempo entre degluticdes

Durante as gravacdes, analisamos individualmente 784 degluti¢des visiveis, sendo 460 (58.6%)
do grupo infantil, 61 do grupo jovem (7.78%), 215 do grupo idoso (27.4%) e 48 do grupo muito
idoso (6.1%). A concordancia entre os trés avaliadores na medicdo do tamanho do bolo
alimentar foi excelente, com pontuacédo de 0.96 para o ICC (IC de 95%: 0.95 - 0.96, p<0.001).
A confiabilidade foi confirmada pelo alfa de Cronbach de 0.98, destacando a consisténcia das
medidas. Os tamanhos dos bolos alimentares variaram de 2.99 a 46.04 mm?2 (mediana 16.14,
11Q 18.48). O PIA variou de 82.63 a 116.15° (mediana 96.11, 11Q 11.37). O intervalo entre
degluti¢des variou de 1.20 a 8.25 segundos (mediana 2.89, 11Q 1.23). A Tabela 11 fornece um
resumo abrangente do resultado destas medidas, estratificado por grupo etério. Os testes de
Kruskal-Wallis revelaram diferencas significativas nos grupos etarios para o tamanho do bolo
alimentar (p<0.001), com animais senis apresentando bolos alimentares maiores (sem diferenca
entre idoso e muito idoso, p=0.24), intervalos entre degluticbes mais longos (p<0.001; os
infantis tiveram intervalos mais curtos que todos os outros grupos) e PIA mais amplos

(p<0.001; sendo todos os grupos estatisticamente diferentes na analise post-hoc).

4.6 Correlacbes

As correlacfes entre a idade, o nimero de dentes presentes e as variaveis relacionadas a
mastigacdo e degluticdes podem ser vistas nas Tabelas 12 e 13. Além das correlacGes
observadas nesta tabela, a idade também foi correlacionada positivamente (p<0.001) com o

numero de dentes com sangramento (R=0.71) e o calibre esofagico (R=0.60).
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Tabela 8. Resumo dos resultados das analises dinimicas durante o comportamento alimentar (n=25)

Variavel Intervalo Média/mediana DP/11IQ
Tamanho da porcao (area da se¢ao 6.54 — 268.80 127.46 69.47+
transversal, mm?)
Duragao da fase preparatoéria oral (s) 0.04 —10.26 1.91 4.23%
Ciclos mastigatorios (n) 7—269 73.00 55.00%
Frequéncia mastigatéria (ciclos/segundo) 1.22 -3.07 2.30 0.37F
Degluti¢des (n) 1-42 13.00 7.00%
Frequéncia de degluti¢ao 0.08 - 0.67 0.37 0.15F
(deglutigdes/segundo)
Tempo de transito esofagico (s) 5.13-114.89 14.31 12.05%
Distragao (s) 0-96.00 4.50 18.00%
Tempo liquido de alimentacao (s) 3.00 - 126.00 35.57 27.00%

Fonte: Autor. Notas: Esta tabela mostra as frequéncias de cada variavel observada nas gravagdes (n=44) ¢ nas amostras subsequentes (n=80), abrangendo dados dos 25
animais incluidos no estudo. As variaveis marcadas com T (distribuicdo normal) sdo apresentadas como média = desvio padrdo (DP). As variaveis marcadas com I
(distribui¢do ndo normal) sdo apresentadas como mediana e intervalo interquartil (I1Q).
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Tabela 9. Resumo da porcio de alimento analisada para cada grupo etario e comparacdes entre grupos

Grupo n Porcao média DP p-valor Post-hoc (Bonferroni)
(mm?)
Todos 25 127.46 69.47
Infantil® 9 96.34 60.91
<0.01 infantil e jovem < idoso e muito idoso (p=0.01)
Jovem’ 2 142.92 101.82
Idoso 11 172.72 50.53
Muito-idoso 4 181.99 27.47

Fonte: Autor. Notas: * O sagui F1 foi incluido em ambos os grupos infantil (1-4 meses) e jovem (1-2 anos) devido a gravacdes obtidas em varias idades (ver Tabelas 6 e 7
para detalhes). Observamos diferengas claras no comportamento alimentar entre saguis jovens e idosos. Animais mais jovens apresentaram niveis mais baixos de interesse
alimentar sustentado, resultando em interrupgdes frequentes e mais amostras analisadas em uma Unica gravagdo (ver Tabelas 6 e 7). Inversamente, os saguis mais velhos
apresentaram um padrdo alimentar mais consistente e consumiram por¢des maiores de alimento durante a analise. O tamanho da por¢ao foi determinado medindo-se a area da
secdo transversal da por¢do de alimento na visao lateral de raios-X. DP - desvio padrao 1 - ANOVA.
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Infantil (n=9, 42 amostras)

Jovem (n=2, 5 amostras)

Idoso (n=11, 25 amostras)

Muito idoso (n=4, 9 amostras)

Variavel Intervalo TC DP/ Intervalo TC DP/ Intervalo TC DP/ Intervalo TC DP/ p
11Q 11Q 1HQ 11Q

Porgédo de alimento  6.54-205.00 96.34 6091 11.00-252.00 142.92 101.82 88.40-268.80 172.72 50.53 142.00-204.70 181.99 2747
(mm?)
Duragdo da fase 0.04-10.26 1.41 3.57 1.08-8.65 1.48 5.83 1.17-9.72 2.37 5.60 2.35-8.80 6.40 5.56 1
preparatoria oral
(s)
Frequéncia 1.22-2.87 2.33 0.59 2.27-3.07 2.46 0.63 1.60-2.77 2.13 0.47 2.07-2.67 243 0.54 i
mastigatoria
(ciclos/s)
Frequéncia de 0.08-0.67 0.40 0.27 0.23-0.67 0.40 0.18 0.20-0.47 0.37 0.16 0.13-0.57 0.30 0.38 i
degluticao
(degluticdes/s)
Porgao/segundo 0.39-7.42 2.19 2.11 1.84-4.51 3.54 2.33 2.92-7.54 4.48 1.32 3.72-20.75 6.86 13.67 1~
Porgao/ 0.21-3.16 1.23 1.04 0.89-1.81 1.55 0.70 1.17-3.45 241 0.69 2.20-3.84 2.76 0.74 17
mastigacdes
Porcao/deglutigdes 0.90-15.78 7.33 4.34 5.50-19.69 7.28 11.35 10.18-19.20 15.80 3.98 12.40-28.40 20.85 12.19 7
TTE(s) 5.13-39.06 1426 1031 8.17-12.71 9.65 3.58 6.88-114.89 14.44 18.87 11.38-67.43 20.39 43.13 i

Fonte: Autor. Notas: O sagui F1, inicialmente categorizado no grupo infantil, também foi filmado aos 1 e 2 anos de idade. Para contabilizar essa transigdo de

desenvolvimento, incluimos seus dados de 1 a 4 meses na analise do grupo infantil e seus dados de 1 e 2 anos na andlise do grupo jovem.

" - p<0,01; ™ - p<0,001; t -

ANOVA; 1 - Kruskal-Wallis. s- segundos; TC - tendéncia central, as varidveis marcadas com t (distribui¢do normal) sdo apresentadas como média + desvio padrdo (DP). As
varidveis marcadas com J (distribui¢do ndo-normal) sdo apresentadas como mediana e intervalo interquartil (IIQ); TTE - Tempo de transito esofagico.
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Tabela 11. Tamanho do bolo alimentar, intervalo entre degluti¢fes e medidas de PIA estratificados por grupo etario (n=784 bolos

alimentares)

Tamanho do bolo alimentar (mm2)™  Intervalo entre degluticdes (s)™ PIA (°)
Grupo Mediana 11Q Intervalo Mediana  11Q Intervalo Mediana 1HQ Intervalo
Infantil 12.51 6.57 4.85-20.21 2.54 1.00 1.20-4.84 93.76 5.29 82.63-103.63
(n=460 bolos)
Jovem 17.66 14.67 2.99-34.61 3.21 0.23 2.98-4.33 96.11 1.47 94.57-102.59
(n=61 bolos)
Idoso 31.12 1.76 14.72-46.06 3.07 1.76 2.14-8.25 111.09 4.86 97.95-116.15
(n=215 bolos)
Muito idoso 25.86 7.28 11.06-34.32 2.97 2.53 2.97-5.78 101.06 9.53  101.06-111.60
(n=48 bolos)

Fonte: Autor. Notas: As comparag@es intergrupos foram realizadas com o teste de Kruskal-Wallis. 11Q — Intervalo interquartil; PIA — Angulo de entrada faringea; s - segundos;
™ - p<0.001; Post hoc: Tamanho do bolo alimentar — todos os grupos diferiram, exceto idoso vs. muito idoso; Intervalo entre degluticdes: todos os grupos diferiram, exceto

jovem vs. muito idoso; PIA: todos os grupos foram diferentes.
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Idade Peso Dentes Dentescom Intervalo entre Tamanho PIA  Angulo C-T  Angulo T-L Razao de
sangramento  degluticdes do bolo sinuosidade

Idade - 0.77°  -0.90™ 0.71" 0.22™ 0.80" 0.75™ -0.33" -0.50" 0.53™

Peso 0.77" — -0.68" 0.61" 0.26 0.82" 0.77" -0.04 -0.26 0.33

Dentes -0.90"  -0.68" - -0.59™ -0.24" -0.77" - 0.29" 0.45™ -0.49"
0.64"™

Dentes com 0.71"  0.617 -0.59" - 0.34" 0.58" 0.60™ -0.17" -0.15™ 0.25"

sangramento

Intervalo entre  0.22" 026 -0.24" 0.34™ - 0.58" 0.12" 0.39" 0.13" -0.22"

degluticdes

Tamanho do 0.80"  0.82" -0.77" 0.58™ 0.58" — 0.76™ -0.22" -0.40" 0.36"

bolo

PIA 0.75" 0777 -0.64" 0.60™ 0.12" 0.76" - -0.38" -0.47" 0.46™

Angulo C-T -0.33"  -0.04 029" -0.17" 0.39" -0.22" - - 0.35 -0.46™
0.38"

Angulo T-L -0.50"  -0.26 045" -0.15" 0.13" -0.40™ - 0.35° - -0.59"
0.47"

Razdo de 0.53™ 033 -0.49” 0.25™ -0.22" 0.36" 0.46™ -0.46" -0.59" -

sinuosidade

Fonte: Autor. Notas: A unidade de medida para idade estd em meses completos, o peso em gramas, o numero de dentes sdo em valores absolutos, o intervalo entre
degluti¢des em segundos, o tamanho do bolo alimentar em mm?, € os dngulos em °. C-T — cervicotoracico; T-C — toracolombar;™ p<0.01; " p<=0.05.
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Idade  Dentes Frequéncia Frequénciade Porcdo/segundo Porcdo/mastigacdes Por¢do/degluticdes TTE
mastigator degluticao
ia

Idade — -0.90™ -0.05 -0.15 0.54™ 0.62" 0.77" 0.24
Dentes -0.90™ — 0.10 0.16 -0.48"™ -0.59" -0.717 -0.15
Frequéncia -0.03 0.12 — 0.24 0.19 -0.04 -0.04 -0.34°
mastigatdria
Frequéncia de -0.15 0.16 0.24 — 0.21 0.28 -0.09 -0.20
degluticao
Por¢do/segundo  0.54"  -0.48" 0.19 0.21 — 0.59™ 0.47" 0.07
Porgao/ 0.62"  -0.59" -0.04 0.28 0.59™ - 0.80™ 0.25
mastigagoes
Porg¢ao/ 077  -0.71" -0.04 -0.09 0.47" 0.80™ — 0.417
degluticdes
TTE 0.24 -0.15 -0.34* -0.20 0.07 0.25 0.417 —

Fonte: Autor. Notas: A idade foi medida em meses, o nimero de dentes presentes em niimeros absolutos, a frequéncia mastigatéria em ciclos/segundo, a frequéncia de
degluticio em degluti¢des/segundo e o tempo de transito esofagico em segundos. TTE - Tempo de transito esofagico; ™ p<0.01; * p<=0.05.
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4.7 Andlise qualitativa

De um total de 44 gravacdes, a distracdo foi observada em pelo menos uma amostra durante a
alimentacdo em 77.3% (n=34) dos casos, enquanto a vocalizagdo ocorreu em 38.6% (n=17).
Os animais se alimentaram principalmente com as méaos em 63.6% (n=28) dos casos, enquanto
em 36.4% (n=16) das vezes os animais se alimentaram diretamente do chdo. O escape anterior

de alimentos foi observado em 25.0% (n=11) dos casos.

Os saguis do grupo infantil preferiram comer diretamente do chao, enquanto os adultos usaram
as maos predominantemente (teste qui-quadrado, ¥*>=14.35, p<0.001). No entanto, ndo foram
observadas diferencas significativas entre os grupos etdrios para distragdo (y*>=0.17, p=0.91),
vocalizagdo (¥*=5.31, p=0.15) e escape anterior de alimentos (¥*=6.10, p=0.11). Em todas as
gravacgdes observamos falta de clareamento esoféagico instantaneo, transito esoféagico lento e
constante, com presenca de retencdo esofagica (pontuacdo MBSImP 1) (Figura 10). No

entanto, ainda que lentamente, todos os animais realizaram adequado clareamento esofagico.

Figura 10. Retencé&o esofégica nos saguis

Fonte: Autor. Notas: Esta figura mostra um exemplo da fungdo esofagica observada nos saguis ap6s a ingestao de
alimentos. Este recorte da imagem cineradiografica é um frame extraido da gravacdo do sagui M4 (16 anos,
macho, grupo muito-idoso), logo ap6s o término do comportamento alimentar, imediatamente ap6s a Gltima
degluticdo. A seta vermelha mostra a retengéo esofagica, evidenciada pela presenca de alimento retido no eséfago,
0 que corresponde a pontuagdo MBSImP 1.
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4.8 Diferencas entre sexos

A maioria das variaveis cineradiograficas ndo apresentou diferencas significativas entre saguis
de ambos os sexos de acordo com o teste U de Mann-Whitney: duragéo da fase preparatdria
oral (p=0.26), frequéncia mastigatéria (p=0.76), tamanho do bolo alimentar (p=0.96),
frequéncia de degluticdo (p=0.42), porcdo/mastigacao (p=0.49) e porcao/degluticdes (p=0.11)
e porgdo/segundo (p=0.80). Todavia, foram observadas diferengas na duracdo da fase
preparatoria oral (p=0.03) e TTE (p<0.01), com as fémeas apresentando uma mediana de 11.76
segundos (de 5.13 a 39.06) e os machos 20.21 (de 8.09 a 114.89).

4.9 Analise postural

Encontramos variacdo significativa na curvatura da coluna vertebral entre os grupos etarios
(Tabela 14). Isso incluiu diferencas nos angulos cervicotoracico e toracolombar, bem como na
razdo de sinuosidade da coluna. Como esperado, a idade foi correlacionada com todas essas
medidas posturais. Animais senis geralmente apresentaram angulos cervicotorcicos e
toracolombares menores, indicando uma postura mais flexionada. Eles tenderam a ter maiores
razBes de sinuosidade da coluna e presenca de alteracdes degenerativas visiveis do disco

intervertebral (Figura 11).

Figura 11. Diferencgas relacionadas a idade no disco intervertebral dos saguis

Fonte: Autor. Notas: Esta figura ilustra uma diferenca fundamental entre saguis jovens e idosos: a degeneracao
do disco intervertebral. A imagem a esquerda mostra um sagui de 2 meses, enquanto a imagem a direita mostra
um sagui de 11 anos. Apesar de haver uma diferenca visivel, o espaco intervertebral ndo foi medido neste
estudo. Nesta figura também € possivel observar a retencdo esofagica ocorrendo em ambos o0s animais.

O teste de Kruskal-Wallis revelou diferenca significativa nos grupos etarios para os angulos
cervicotoracicos (p<0.001), com animais mais velhos apresentando angulos menores. Na
andlise post hoc, ndo foram encontradas diferencas entre os grupos idoso e muito idoso

(p=0.81); e jovem e infantil (p=0.09). Os angulos toracolombares também diferiram entre 0s
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grupos etarios (p<0.001). Nas analises post hoc, o grupo idoso diferiu dos demais, 0 grupo
infantil diferiu dos grupos jovem e idoso (p<0.01), o grupo jovem diferiu do infantil e idoso
(p<0.001) e o grupo muito idoso diferiu dos demais (p<0.01), exceto o infantil (p=0.53).
Quanto a razdo de sinuosidade, 0s grupos etarios foram estatisticamente diferentes (Kruskall-

Wallis, p<0.001) com saguis senis apresentando colunas mais sinuosas (p<0,001).

Nossa andlise revelou ainda relagdes entre a postura e a funcdo de degluticdo nos saguis.
Animais com angulos cervicotoracicos e toracolombares estreitos tenderam a apresentar bolos
alimentares maiores, angulos de PIA mais amplos e intervalos mais longos entre as degluticdes
(Tabela 12). Colunas mais sinuosas (maior razdo de sinuosidade) foram associadas a bolos

alimentares maiores, PIAs mais amplos, mas com intervalos entre degluti¢des mais curtos.



Tabela 14. Analise postural
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Angulo cervicotoracico (°)"

Angulo toracolombar (°)”

Razao de sinuosidade da coluna™

Grupo Mediana 11Q Intervalo Mediana 11Q Intervalo Mediana 11Q Intervalo
Infantil (n=9) 81.98 26.61 66.00-101.76 126.38 17.69  98.20-153.95 1.18 0.06 1.09-1.39
Jovem (n=4) 80.79 6.75 74.04-106.00 115.86 29.98  99.00-145.84 1.15 0.01 1.16-1.19
Idoso (n=11) 78.42 13.49  66.86-88.35 104.04 3691 72.61-118.45 1.26 0.29  1.18-1.53
Muito idoso (n=4) 73.70 742  73.70-99.77 121.02 10.04 114.26-134.40 1.26 0.01 1.23-1.27

Fonte: Autor. Notas: Anélises intergrupos realizadas com o teste de Kruskal-Wallis. ** - p<0,001; IIQ - intervalo interquartil. Post hoc: Diferengas significativas: Angulo
cervicotoracico: infantil vs. (idoso e muito idoso), jovem vs. idoso, idoso vs. (infantil e jovem), muito idoso vs. infantil. Angulo toracolombar: infantil vs. (jovem e idoso),
jovem vs. (infantil e idoso), idoso vs. todos, muito idoso vs. idoso. Razdo de sinuosidade: todos os grupos diferem, exceto idoso vs. muito idoso.
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5 DISCUSSAO

Este estudo investigou as mudancas relacionadas a idade no comportamento alimentar de 25
saguis em uma ampla faixa etéria, da primeira infancia a senilidade. Usando 44 gravacdes
cineradiograficas, analisamos um total de 80 eventos alimentares contendo 784 degluticGes
visiveis. Estas analises revelaram vérias diferencas importantes na anatomia, postura, e

fisiologia da mastigacdo e degluticdo entre os diferentes grupos etarios.

5.1 Definicao de idoso e envelhecimento em humanos e saguis

Idosos sdo definidos como individuos com 60 anos ou mais pela Organizacdo Mundial da
Saude (134), enquanto a Organizacao das Nac¢des Unidas estabelece o limite em 65 anos (135).
Individuos com 80 anos ou mais sdo tipicamente categorizados como muito idosos, ou super-
idosos (136-138). J& nos saguis, as mudancas relacionadas a idade geralmente se tornam
evidentes por volta dos 7 a 8 anos de idade, momento em que esses animais sdo frequentemente
classificados como idosos (10,11,37,52). Uma segunda transicéo significativa ocorre entre 14
e 16 anos, marcando o inicio do estagio de senescéncia, que caracterizamos aqui como muito
idoso. Este ultimo estagio representa um periodo de envelhecimento avancado caracterizado
por mudancas fisiolégicas mais pronunciadas (37,44,52,139,140). Ao contrario da nossa
hipotese inicial, ndo encontramos diferencas significativas na fisiologia da mastigacéo e
degluticéo entre saguis senis (idosos e muito idosos), sugerindo um efeito platd nas mudancgas

relacionadas a idade.

No entanto, saguis senis apresentaram mudancas importantes relacionadas a idade. A salde
bucal estava deteriorada, com perda dentaria e sangramento gengival prevalentes.
Modificagbes posturais incluiram uma postura mais flexionada, caracterizada por angulos

espinhais reduzidos e aumento da curvatura da coluna.

5.2 Caracteristicas dentarias e fase preparatoria oral

A maioria dos animais mais jovens (grupos infantil e jovem) tinha todos os dentes, enquanto
0s animais senis apresentaram diferentes graus de perda dentéria e gengivas com sangramento.
Os saguis tém 32 dentes, com a denticdo decidua (sem molares) totalmente desenvolvida ao
primeiro més de idade (51) (Figura 12 e 13). O conjunto permanente comeca a erupcionar por
volta dos 3—4 meses, com 0s molares rostrais aparecendo primeiro e 0s caninos permanentes

completando o conjunto aos 11-12 meses (51).
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Figura 12. llustracdo da vista lateral esquerda do cranio de um sagui-de-tufos-brancos
adulto

Fonte: Autor. Notas: llustracdo de Max Sarmet baseada na fotografia do capitulo "The Anatomy of the Common
Marmoset" de Casteleyn & Bakker (2019) que retrata a vista lateral esquerda do cranio de um sagui adulto. A
ilustracdo destaca as seguintes caracteristicas anatdmicas: Orbita (1), crista supraciliar (2), canal lacrimal (3),
forame infraorbital (4), processo corondide (5), arco zigomatico (6), crista nucal (7), meato acUstico externo (8),
processo condilar (9), mandibula (10), processo angular (11) e forame mentual (12).

Os PNH tém sido modelos valiosos para o estudo da doenca periodontal ha mais de 25 anos
devido a sua ocorréncia natural e progressdo relacionada a idade dessa condicao (141). Uma
grande prevaléncia e severidade de periodontite com o envelhecimento ja foi observada em
espécies de catarrinos (M. fascicularis, M. mulatta, M. nemestrina, P. anubis) e de platirrinos
(S. scuireus) (142). Além disso, estudos mostraram que mesmo o tecido gengival saudavel em
individuos mais velhos apresenta caracteristicas mucosas distintas em comparacdo com

individuos mais jovens (143).

Nossos achados em saguis estdo alinhados com essas observagdes. Um estudo recente com
saguis-de-tufos-pretos (Callithrix penicillata) de cativeiro de 1 a 7 anos revelou que, embora a
maioria dos animais tivesse todos os dentes, alguns apresentaram perda dentaria e gengivas
com sangramento (143). Dos 256 dentes potenciais, apenas 3 estavam faltando, provavelmente
devido a exfoliagdo por periodontite severa em um individuo. A gengivite estava presente em

todos os animais e a periodontite afetou 19.4% dos dentes em trés individuos. Esses achados
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sugerem que 0s saguis, como outros PNH, desenvolvem doenca periodontal relacionada a

idade, apoiando seu uso como modelos para essa condicéo.

Figura 13. Denticdo do sagui-de-tufos-brancos
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Fonte: Autor. Notas: llustragdo de Max Sarmet baseada nas fotografias do capitulo "The Anatomy of the Common
Marmoset" de Casteleyn & Bakker (2019) que retrata a denticdo da mandibula superior (esquerda) e inferior
(direita) do sagui-de-tufos-brancos. O painel inferior ilustra os dentes extraidos do lado esquerdo da mandibula
superior e inferior. A legenda é a seguinte: C, dente canino; |1, primeiro incisivo; 12, segundo incisivo; M1,
primeiro molar; M2, segundo molar; P1, primeiro pré-molar; P2, segundo pré-molar; P3, terceiro pré-molar.

Embora todos os saguis do nosso estudo tenham recebido por¢des de alimento iguais, a coleta
completa de dados de consumo alimentar apresentou alguns desafios devido as variagdes no
comportamento alimentar de cada animal. Animais do grupo infantil, ainda no periodo de
desmame (lactagcdo com duracdo aproximada de 75 dias e introducdo de alimentos solidos por
volta do 30° dia) (144-146), frequentemente interrompiam a alimenta¢do ou demonstravam
desinteresse, dificultando a captura de todo o seu comportamento alimentar. Por este motivo,
tivemos maior dificuldade em obter dados completos de alimentacdo dos animais mais jovens

(1 a 3 meses de idade). Em contraste, saguis do grupo jovem e 0s senis apresentaram
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comportamento alimentar mais consistente, com menos interrupcfes. Diferentemente dos
recém-nascidos que frequentemente interrompiam a alimentagdo (32 segundos de tempo
liguido de alimentacdo), saguis jovens e senis (58 e 41 segundos de tempo liquido de
alimentacéo, respectivamente) apresentaram comportamento consistente, permitindo analise
detalhada da mastigacdo e degluticdo. Isso foi facilitado por seus periodos de consumo mais

longos e ininterruptos.

A alimentacdo comeca com a sua primeira etapa na boca, a fase preparatoria oral, que envolve
a quebra das particulas de alimento através da mastigacdo (147). A saliva é crucial nesse
processo, pois se mistura com o alimento para criar uma massa lubrificada chamada de bolo
alimentar. Uma vez que o bolo alimentar atinge uma consisténcia adequada para a degluticéo,
ele é posicionado na base da lingua, prxima ao palato. Para evitar que o bolo alimentar entre
prematuramente na faringe antes da degluticdo, a lingua e a musculatura do palato mole
formam uma vedacéo na parte posterior da lingua, mantendo o bolo alimentar no lugar até que
o reflexo de degluticdo seja desencadeado (147). Nossas observacGes revelaram uma tendéncia
relacionada a idade no processamento oral de alimentos dos saguis. A duracdo da fase
preparatoria oral apresentou um aumento significativo entre os grupos etarios. Os grupos de
infantis e jovens apresentaram um tempo de processamento semelhante (1.41 e 1.48 segundos,
respectivamente). Essa duragcdo aumentou para 2.37 segundos e 6.40 segundos para 0s grupos

idosos e muito idosos, respectivamente.

Esse tempo de processamento prolongado em saguis mais velhos provavelmente reflete uma
estratégia compensatdria devido sua denticdo reduzida e possivel alteracdo na musculatura
orofacial relacionada ao envelhecimento. Observamos que animais mais velhos
frequentemente consumiam porc¢Bes maiores de alimento, as vezes até mesmo a porgéo inteira
de uma sé vez. A auséncia de um conjunto completo de dentes requer uma fase de
processamento oral mais longa para reduzir as particulas de alimento a uma consisténcia que

permita a degluticéo.

Nossa hipdtese inicial era que que animais senis apresentariam mais eventos de escape anterior
de alimentos, um sintoma caracteristico da disfagia observada em humanos idosos (148,149).
Essa expectativa surgiu pela possibilidade de declinio da funcdo de degluticdo com a idade que
era esperada em nosso modelo. Para abordar essa possibilidade, monitoramos a presenca de
escape anterior de alimentos durante os testes de alimentacdo. Os escapes anteriores

caracterizam-se por escapes de alimento pela boca ou comissuras orais durante a alimentagéo
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(150,151). Embora os escapes tenham ocorrido em aproximadamente metade (46%) dos saguis
idosos, em comparagdo com 7% e 25% em infantis e jovens, respectivamente, ndo houve
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos etarios. No entanto, o tamanho
relativamente pequeno da amostra no grupo jovem pode ter limitado nossa capacidade de

detectar variacdes sutis relacionadas a idade neste aspecto.

Em mamiferos, a disfagia geralmente deriva de problemas nas fases preparatéria e propulsora
oral, principalmente devido ao comprometimento de controle da lingua e problemas dentarios
(152). Por isso, a fase preparatdria oral é especialmente vulneravel ao declinio relacionado a

idade, tornando os problemas de degluticdo mais provaveis em individuos idosos (153).

Nossa hipétese inicial era que, devido a esses fatores, saguis senis apresentariam tempos de
alimentacdo mais longos (154). No entanto, nossas observagdes revelaram o contrario: animais
mais velhos consumiram as porcOes de alimento oferecidas significativamente mais rapido do
que individuos mais jovens. Quantificamos a taxa de alimentacdo como a razdo entre o tamanho
da porcdo e o tempo de consumo (porgdo/segundo), com valores mais altos indicando
alimentacdo mais rapida. O grupo de recém-nascidos apresentou uma taxa de alimentacao de
2.1, o grupo jovem de 3.5, enquanto os grupos idoso e muito idoso alcangaram taxas de 4.4 e
6.8, respectivamente. Notavelmente, a taxa de velocidade de alimentacdo quase quadruplicou
entre 0s saguis mais jovens e 0s muito idosos. Essa diferenca significativa sugere possiveis

adaptacdes relacionadas a idade no comportamento alimentar destes animais.

A eficiéncia alimentar, medida pela razdo ‘por¢do/mastigacao’ (mastigacdes necessarias por
porc¢do de alimento - valores mais altos indicam menos mastigacdes necessarias), foi mais alta
nos saguis com maior idade. Recém-nascidos (1.23) exigiram mais mastigacdes por por¢do em
comparagdo com jovens (1.55), idosos (2.49) e saguis muito idosos (2.50). Notavelmente,
individuos muito idosos alcancaram o dobro da ingestdo de alimentos com metade dos ciclos

de mastigacdo em comparagdo com os saguis infantis.

No entanto, curiosamente nao encontramos diferencas significativas na frequéncia mastigatoria
entre 0s grupos etarios de saguis. Esse achado é particularmente interessante porque o nimero
de dentes presentes também ndo esteve correlacionado significativamente com a frequéncia de
mastigacdo ou degluticdo. Em uma perspectiva evolutiva, manter um processamento (ingesta)

eficiente de alimentos pode ser crucial para saguis idosos. Eles podem ter adotado estratégias
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alternativas para compensar possiveis limitacfes na capacidade de mastigacdo devido a perda

de dentes, além de visar minimizar o tempo total de alimentagéo.

Estudos prévios em humanos (155) documentaram varias mudancas relacionadas a idade na
forma como as pessoas mastigam. Os autores sugeriram que adultos mais velhos podem adotar
varias adaptacdes para compensar essas mudancas. Em linha com nossos achados, a frequéncia
mastigatoria também foi constante durante o envelhecimento normal, ndo apresentando

alteracdes significativas (155-157).

Curiosamente, o estudo de Peyron et al. (155) também relatou que a eficiéncia da mastigagéo
diminuiu em humanos idosos totalmente dentados com menos contatos oclusais, apesar da
diminui¢do da forca de mordida e da massa muscular. No entanto, a atividade elétrica do
masseter e do temporal permaneceu inalterada. 1sso sugere que adultos mais velhos podem
empregar padrdes alternativos de ativacdo muscular para alcancar uma quebra de alimentos

suficiente, apesar de terem mordidas mais fracas.

Um estudo (158) comparou o comportamento mastigatorio de humanos idosos e adultos,
constatando que individuos mais velhos passaram mais tempo mastigando e realizaram mais
ciclos, apesar de ter uma pontuacéo geral de funcdo mastigatoria mais baixa. 1sso esta alinhado
com o conhecimento estabelecido de que a perda de dentes, comum em individuos mais velhos
(159), afeta significativamente o desempenho da mastigacdo mais do que a prépria idade.
Apesar da perda frequente de dentes em saguis idosos, 0 numero de dentes restantes nao esteve
correlacionado com o nimero de ciclos de mastigagdo ou frequéncia mastigatdria, novamente
sugerindo possiveis mecanismos compensatorios para manter uma funcdo mastigatéria
adequada. Outro fator que pode ter afetado a mastigacdo dos saguis idosos em nosso estudo
pode ter sido a xerostomia (155), ou seja, a ressecamento da boca causado pela reducdo da

producdo de saliva, uma gqueixa comum entre humanos idosos.

5.3 Degluticao

Observamos uma tendéncia na eficiéncia da degluticdo similar a eficiéncia mastigatéria entre
0s grupos etarios. A razdo porgdo/deglutices reflete quantas degluticdes foram necessarias
para consumir a porcéo inteira de alimento. Uma raz&o mais alta indica que foram necessarias
menos degluticdes. Curiosamente, essa razdo também tendeu a ser maior nos saguis mais
velhos: recém-nascidos (7.33), jovens (7.28), idosos (15.80) e muito idosos (20.85). Em
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resumo, 0s saguis muito idosos precisaram de quase trés vezes menos degluticdes para
consumir a mesma quantidade de alimento em comparagdo com 0s animais mais jovens. 1sso
sugere que os saguis mais velhos podem ter desenvolvido estratégias para engolir de forma
mais eficiente, potencialmente compensando quaisquer limitagdes em sua capacidade de

mastigacao.

Quanto a frequéncia de degluticdo, embora a analise estatistica ndo tenha revelado diferencas
significativas entre os grupos etarios (p=0.82), nossos dados indicaram uma possivel tendéncia
de diminuicédo da frequéncia de degluticdo com o aumento da idade. Os saguis recém-nascidos
e jovens apresentaram uma frequéncia mediana de degluticdo de 0.40 degluticdes/segundo,
enguanto esse valor diminuiu para 0.37 no grupo idoso e 0.30 no grupo muito idoso. Colocando
em perspectiva, a frequéncia de degluticdo observada no grupo muito idoso (0.30
degluticdes/segundo) corresponde a aproximadamente 18 degluticdes por minuto. 1sso sugere
um possivel desaceleramento relacionado a idade na taxa de degluticdo, embora sejam

necessarias investigagdes adicionais para confirmar essa tendéncia.

Nossas observagdes em saguis mais velhos revelaram varios sinais sugestivos de presbifagia
(1,3,149), semelhante as dificuldades de degluticdo relacionadas a idade observadas em
humanos. Um estudo que investigou mudancgas relacionadas a idade na funcdo de degluticao
em adultos saudaveis revelou que, embora algumas mudancgas fisiolégicas ocorram com 0
envelhecimento, como aumento do tempo de reacdo de degluticdo e aumento da area faringea,
essas parecem ser compensadas por outros mecanismos, preservando a eficiéncia geral da
degluticéo (3). Notavelmente, em uma revisdo recente (3), o numero de degluti¢bes por bolo
alimentar ndo aumentou com a idade, e 0 aumento previsto de penetracao, multiplas degluticdes
e presenca de residuos faringeos ndo foram observados na populacdo idosa saudavel. Esses
achados corroboram a distingdo entre presbifagia, uma consequéncia natural do

envelhecimento, e disfagia, um disturbio patologico da deglutigéo.

Bardan e colaboradores (160) investigaram o impacto do envelhecimento no movimento do
bolo alimentar durante a fase faringea da degluticdo usando videofluoroscopia combinada com
manometria faringoesofagica. Eles compararam adultos saudaveis (18-40 anos) e individuos
idosos (70-85 anos). A cinematica e a dinamica do bolo alimentar estavam significativamente
alteradas entre os idosos em comparagdo com os adultos. No entanto, além do transito do bolo
alimentar apresentar uma zona de aceleragdo semelhante sobre a base da lingua em ambos 0s

grupos, a dindmica de pressao da faringe e do eséfago foi bastante diferente. No entanto, nossa
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analise ndo incluiu medidas de pressao do trato aerodigestivo (97,161), o que seria um valioso

incremento para futuras pesquisas neste campo.

Outro fator que pode contribuir para as diferencas observadas na taxa de alimentacdao é a funcéo
sensorio-motora orofaringea (100,101). O feedback somatossensorial das estruturas das vias
aéreas superiores é essencial para a degluticdo e para protecdo das vias aéreas inferiores (162).
Nossa hipotese é que mudancas relacionadas a idade nessa fungdo possam estar presentes nos
saguis idosos. Estudos anteriores mostraram declinio relacionado a idade no nimero de papilas
gustativas presentes na lingua e na epiglote (162—-164). Outro fator que pode contribuir para a
maior prevaléncia de disfuncdo da degluticdo em populacdes idosas pode ser relacionado ao
declinio na inervacdo faringea e supraglética relacionado a idade, potencialmente levando a
uma percepgdo mecanossensorial reduzida do bolo alimentar (162,165,166). Além disso,
outros fatores além daqueles relacionados diretamente a alimentacdo podem afetar a taxa de
alimentacdo, uma vez que declinios relacionados a idade nos sistemas visual e auditivo foram
previamente associados a declinios na fungdo alimentar (167). Esses padrfes sugerem que
saguis mais velhos possam ter apresentado diferengas em sua capacidade de sentir/perceber
textura, posicdo e movimento dos alimentos dentro da cavidade oral, faringe e laringe,

potencialmente influenciando seu comportamento alimentar e eficiéncia.

Observamos nas filmagens que os saguis mais velhos alcancaram taxas de alimentagcdo mais
rpidas consumindo bolos alimentares maiores. A literatura mostra que em mamiferos bolos
alimentares maiores estdo associados a um maior risco de aspiracdo (entrada de alimentos ou
liquidos nas vias aéreas) (21,24). Porém, como sé testamos 0s animais com comida solida, as
avaliacbes futuras da degluticdo de saguis devem abranger diferentes consisténcias de
alimentos, incluindo liquidos. Isso seria determinante para definir a eficacia com que eles
manejam o tamanho do bolo alimentar e mantém a protecdo das vias aéreas em diferentes
condicdes alimentares. Isso poderia fornecer informacdes valiosas sobre possiveis riscos de
disfagia relacionados a idade em saguis e traduzir-se em melhores intervencdes de cuidados de

salde para degluticdo em populagdes humanas idosas.

5.3.1 Andlise isolada das degluticdes visiveis

Nas filmagens cineradiograficas, fomos capazes de analisar individualmente um elevado
numero de degluticdes, exatamente 784, e analisa-las cuidadosamente quanto ao tamanho do
bolo alimentar, a posic¢do da cabeca em relacdo ao pescogo durante a degluticdo e o tempo entre
as degluticGes. Estas variaveis sdo importantissimas para caracterizar a fisiologia da degluticéo.
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Os padroes de degluticdo foram claramente diferentes entre os grupos etarios, com animais
idosos formando bolos alimentares significativamente maiores, com intervalos de degluticdo
maiores e esticando mais 0 pescog¢o durante a degluticdo em comparagdo com 0s animais mais
jovens. O tamanho do bolo alimentar apresentou uma forte correlagcdo positiva com a idade
(R=0.80), aumentando mais do que o dobro da infancia para a velhice. Apesar de pesos
corporais semelhantes entre saguis adultos (grupos jovem, idoso e muito idoso), individuos
senis consumiram bolos alimentares maiores, potencialmente aumentando seu risco de
aspiracao (21,24,165,168).

Esses achados reforcam que saguis idosos podem empregar mecanismos compensatorios para
manter a eficiéncia da degluticdo, apesar dos multiplos desafios relacionados a idade. Como
citamos anteriormente para o tamanho e velocidade de ingesta das porcbes alimentares, o
aumento observado no tamanho do bolo alimentar pode ser uma estratégia para reduzir o
numero de degluticdes necessarias para o consumo de alimentos, potencialmente devido a
reducdo da capacidade mastigatdria associada ao envelhecimento. Essa hipdtese é apoiada pela

correlacdo observada entre pior satde bucal e tamanhos de bolos alimentares maiores.

Reforcamos que a reducdo do feedback sensorial na orofaringe também pode ter afetado a
modulacdo do reflexo de degluticdo, aumentando os intervalos entre deglutices. Isso esta
alinhado com achados em humanos, onde adultos mais velhos exigiram volumes maiores para

perceber 0 mesmo tamanho de bolo alimentar na regido orofaringea (169).

A associagdo entre tamanhos de bolos alimentares maiores e intervalos entre degluti¢des mais
longos em nosso estudo corrobora com pesquisas anteriores em humanos (132). Esses
intervalos prolongados provavelmente refletem ajustes no comportamento de degluticdo para
compensar bolos alimentares maiores e mastigacao insuficiente. Similarmente aos achados em
humanos (154,170,171), nosso estudo encontrou que saguis idosos tiveram intervalos entre

degluticdes mais longos em comparagdo com animais mais jovens.

A posicdo da cabeca em relacdo ao pescoco durante a degluticdo foi avaliada pela medicao do
angulo de entrada faringeo (P1A). O PIA mais amplo observado nos saguis senis sugere uma
postura do pesco¢o mais estendida durante a degluticdo, o que poderia ser uma estratégia
adaptativa para acomodar bolos maiores na orofaringe. Uma pesquisa recente (172) revelou
que a postura de cabeca mais esticada em adultos idosos estava associada a reducdo da forca

de abertura da mandibula e alteracdo da morfologia do musculo genioglosso, potencialmente
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indicando declinio da forca muscular supra-hidide e impactando a funcdo de degluticao.
Estudos anteriores mostraram que a propria extensao da cabeca isoladamente pode induzir uma
disfagia fisioldgica, resultando em tamanhos de bolos alimentares menores para a consisténcia
liquida (173), prejudicando o fechamento do vestibulo laringeo (174) e causando alteracfes
mecanicas nas estruturas relacionadas a degluticdo (175). Esses achados em conjunto destacam
como a posicdo da cabeca pode alterar a fisiologia da degluticdo, com relevancia

principalmente para idosos humanos.

Nossa analise também revelou diferencas significativas na postura e caracteristicas da coluna
espinhal entre os grupos etarios, alinhando-se com a degeneracéo espinhal relacionada a idade
documentada em saguis e outros PNH (133,176,177). Animais com angulos cervicotoracicos
e toracicos lombares mais estreitos tenderam a ter bolos alimentares maiores, angulos PIA mais
amplos e intervalos entre degluticbes mais longos. Esse achado esta alinhado a pesquisa em
humanos que demonstra a influéncia da postura na fisiologia da degluticdo, particularmente em
adultos mais velhos (178,179).

5.4 Funcao esofagica

Quanto a funcdo esofégica, nossas observacfes sugerem que todos os saguis do estudo
apresentaram um padrao de retencdo esofagica, caracterizado por esvaziamento mais lento em
comparacdo com a fungdo esofagica humana tipica (127,131,180). Diante deste achado, isso
parece ser uma caracteristica natural do processamento alimentar nessa espécie de sagui. Para
quantificar isso, medimos 0 tempo necessario para o es6fago esvaziar-se completamente apos
a ultima degluticéo registrada (tempo de transito esofagico, TTE). N&o encontramos diferenca

significativa entre 0s grupos etarios para o TTE.

A anatomia e fisiologia esofagica variam entre as espécies devido as diferencas na quantidade
de musculatura lisa do es6fago (90). Por exemplo, caes possuem es6fagos de musculo estriado,
onde o desvio do bolo alimentar no nivel cervical durante a degluticdo impede o peristaltismo
de progredir além desse ponto (90). Em contraste, os primatas possuem es6fagos parcialmente
de masculo liso, onde o desvio do bolo alimentar no nivel cervical ndo impede o peristaltismo
priméario de alcancar o segmento distal (90,181). No entanto, Lang e colaboradores (90)
descobriram que em gatos, que também possuem eséfagos parcialmente de musculo liso, a
presenca de um bolo alimentar no eséfago cervical era necessaria para a ocorréncia do

peristaltismo apds a deglutig&o.
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Historicamente, os macacos Rhesus tém sido modelos para distarbios de motilidade esofagica
(182-184). No entanto, ha uma lacuna na literatura sobre a funcdo esofagica em macacos
platirrinos. 1sso destaca a necessidade de estudos adicionais sobre a funcéo esofagica dos saguis
para interpretar totalmente nossos resultados e entender como ela pode diferir de outras

espécies.

Presbies6fago é um termo que refere-se a mudangas relacionadas a idade no eséfago, incluindo
diminuicdo do relaxamento do esfincter esofagico inferior, deslocamento ascendente do
esfincter e esvaziamento esofagico letargico, frequentemente acompanhado por contracdes
ndo-peristalticas (185). Nossa hipotese é que saguis senis apresentariam esvaziamento
esofagico mais lento por este motivo. Curiosamente, outros aspectos que poderiam estar
relacionados ao transito esofagico lento, como o nimero de dentes, ndo afetaram esta fungéo.
Isso indica que, apesar da mastigacdo potencialmente menos eficiente devido a menos dentes,
a funcdo esofagica permanece intacta nesses animais, garantindo o movimento dos alimentos
através do esdfago caracteristico da espécie. Controlamos neste estudo ndo s6 a fungdo do
es6fago, mas seu aspecto anatdbmico. Os saguis recém-nascidos, ainda em desenvolvimento,
apresentaram calibres esofagicos menores, no entanto, nossos resultados ndo encontraram
diferenca no calibre esofagico entre saguis jovens e idosos. E importante ressaltar que o
envelhecimento humano, apesar de causar mudangas estruturais e funcionais no eséfago, néo

leva necessariamente a disfagia clinicamente relevante (186).

5.5 Anélise qualitativa da alimentacao

Todos os saguis, exceto os do grupo jovem, vocalizaram durante a alimentacdo, uma
caracteristica comum na biologia destes animais (51,187-191), conhecida por desempenhar um
papel na presenca de predadores e interagfes sociais. Quanto aos eventos de distracdo, estes
foram bem comuns e ndo diferiram entre os grupos etérios. O ruido ocasional do equipamento
de cineradiografia e as vocaliza¢des de outros animais podem ter sido um fator contribuinte.
Isso levanta questBes sobre a atencdo executiva mais ampla nos saguis, uma vez que pesquisas
anteriores com outros PNH sugerem que eles podem ter dificuldade em ignorar estimulos
irrelevantes (192-195).

Sobre a forma como preferem se alimentar, os saguis infantis preferiram comer diretamente do
chéo, enquanto os outros animais (jovens, idosos e muito idosos) preferiram utilizar as maos

majoritariamente durante a alimentacdo. Este resultado sugere o uso da méo para se alimentar
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como um potencial marcador de desenvolvimento em estudos futuros. Nossos achados estdo
alinhados com observagOes anteriores de alimentagdo utilizando as méos em saguis e outros
Callitrichidae (196-198).

5.6  Implicacdes desta pesquisa

Nosso estudo revelou um claro padrdo de desenvolvimento na mastigacdo e degluticdo da
infancia a idade adulta jovem. Saguis recém-nascidos refinaram progressivamente sua
capacidade de mastigacdo, manipulando porc¢des maiores e engolindo bolos alimentares cada
vez maiores a medida que cresciam. Essas funcbes provavelmente representam marcos de
desenvolvimento importantes em saguis. Os dados do grupo jovem provavelmente refletem o
estado fisiolégico de saguis adultos jovens e pode variar para adultos com maior idade. E
importante ressaltar que essas fungfes continuaram a se transformar ao longo do processo de

envelhecimento saudavel.

As diferencas observadas no comportamento alimentar entre saguis jovens e senis
provavelmente decorrem de uma combinagdo de fatores: 1) eficiéncia aprendida em animais
mais velhos para compensar possiveis limitag6es funcionais, 2) pressdo seletiva para minimizar
a exposicdo a forrageamento devido ao alto risco de predacao enfrentado pelos Callitrichidae,

e 3) possiveis déficits de integracdo sensdrio-motora associados ao envelhecimento.

Nosso estudo apresenta uma analise nova e abrangente da mastigagéo e degluticdo em saguis
saudaveis ao longo de sua vida. Esses dados novos oferecem avancos significativos para a
primatologia, particularmente no entendimento dos PNH platirrinos. As variagdes relacionadas
a idade observadas no processamento de alimentos dos saguis solidificam seu potencial como
um modelo valioso para investigar a disfuncdo mastigatéria e de degluticdo ao longo da vida.
Isso tem implicagdes importantes ndo apenas para entender o desenvolvimento dessas fungdes
em primatas, mas também para guiar possiveis futuras intervencdes para dificuldades
mastigatdrias e de degluticdo em humanos. Além de destacar o potencial dos saguis como um
modelo valioso para pesquisa sobre degluticdo, nosso estudo destacou a eficicia da
cineradiografia na captura da dindmica da degluticdo em pequenos animais, revelando-se um

excelente método para este fim.
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5.7 O potencial dos saguis como um modelo valioso para pesquisa sobre degluticao

Neste estudo os saguis emergiram como um modelo animal promissor inédito para o estudo da
degluticdo devido as suas significativas similaridades anatdmicas, fisioldgicas e
comportamentais com os humanos, particularmente nos sistemas digestivo e respiratorio
(35,60,199). Esses primatas demonstram uma resiliéncia notavel no ambiente experimental,
mantendo a motivagdo alimentar mesmo neste ambiente potencialmente estressante. Essa
caracteristica é particularmente valiosa em estudos basicos de degluticdo, pois ajuda a superar
desafios comuns associados a interrup¢fes do comportamento animal durante os experimentos
(200-204).

Estas caracteristicas tornam-no um modelo valioso para estudos translacionais em mastigacao
e degluticdo (Figura 14). Nos proximos paragrafos, exploraremos as similaridades anatbmicas
e as principais diferencas entre saguis e humanos, baseando-nos no trabalho fundamental de
Beattie em 1927 (205) e na recente atualizacao de Casteleyn & Bakker em 2019 (60).

Figura 14. Vista lateral esquerda de um cranio de sagui-de-tufos-brancos

Fonte: Jorge Zeredo (foto) e Max Sarmet (arte grafica). Notas: Esta fotografia apresenta uma vista lateral esquerda
de um crénio seco de um sagui-de-tufos-brancos adulto.

Comecando pela cavidade oral, o sagui exibe notdveis similaridades anatdmicas com 0s

humanos (60). Assim como 0s humanos, 0s saguis possuem um conjunto completo de 32 dentes
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(deciduos e permanentes) distribuidos nas mandibulas superior e inferior. Eles também
possuem glandulas salivares (submandibular, sublingual e parétida) essenciais para a quebra
inicial dos alimentos e lubrificacdo. A lingua (Figura 15), embora proporcionalmente maior e
mais fina nos saguis, compartilna uma forma geral e funcionalidade semelhantes, equipada
com papilas gustativas e mecanicas para manipulacdo dos alimentos. Os palatos duro e mole
estdo presentes, com o palato duro também espelhando os humanos ao conter papilas

gustativas.

Movendo-se mais abaixo no trato aerodigestivo, a faringe do sagui compartilha uma
impressionante semelhanca estrutural com a faringe humana, consistindo nas mesmas trés
regides: nasofaringe, orofaringe e laringofaringe (60,205). Essas regides sdo suportadas por
arranjos musculares semelhantes (205). Espelhando ainda mais a anatomia humana, 0s saguis
possuem um par de tonsilas palatinas localizadas na orofaringe. A presenca dos arcos
palatoglosso e palatofaringeo, juntamente com a abertura das trompas de Eustaquio nas paredes
laterais da nasofaringe, acrescenta a semelhanca proxima. Adicionalmente, os seios piriformes
(ou recessos piriformes), espacos localizados entre as pregas ariepigldticas e a cartilagem
tireoide, também estdo presente na faringe do sagui, demonstrando uma estrutura homologa
aos humanos (205). Uma diferenca notavel, no entanto, € a auséncia da tonsila faringea,
também conhecida como adenoide, nos saguis (60), mas que ndo desempenha nenhum papel
na fungédo de mastigacdo e degluticdo em si.

O esbfago, medindo cerca de 10 cm de comprimento, embora compartilhe uma estrutura
muscular semelhante com os humanos, demonstra um ligeiro desvio em seu caminho em
compara¢do com nossa propria anatomia (60). Embora compartilne uma estrutura muscular
semelhante com uma camada longitudinal externa e uma camada circular interna (60,206), seu
caminho curva-se para o lado direito do térax antes de retornar para a esquerda para realizar a
perfuracdo diafragmatica. A zona de transicdo do musculo estriado para o0 masculo liso no
esdfago do sagui é semelhante a dos humanos, ocorrendo aproximadamente 2 cm acima do
estdmago (60,206). Embora referéncias-chave sobre a anatomia do sagui caregam de descri¢oes
explicitas dos esfincteres esofagicos superior e inferior (60,205), uma caracteristica marcante
em humanos, a estrutura microscopica do es6fago do sagui parece notavelmente semelhante a
nossa (205). J& o estdmago dos saguis também exibe uma posicdo e area de superficie
proporcionalmente semelhantes as dos humanos, e ambas as espécies possuem um esfincter

pildrico para regular o fluxo géstrico (60,205).
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Seguindo o eséfago, o sistema respiratorio, igualmente importante para a degluticdo, também
revela similaridades anatdbmicas entre saguis e humanos (60). A cavidade laringea, coberta pela
proeminente epiglote, abriga as pregas vocais e as falsas pregas, estruturas essenciais para a
producdo de som. A estrutura cartilaginosa da laringe, incluindo as cartilagens tireoide, cricoide
e aritenoide, juntamente com ligamentos semelhantes, espelha a anatomia humana (60). O 0sso
hioide, outra estrutura-chave na degluticdo dos mamiferos (19,23,27), esta presente em ambas
as espécies, e a musculatura geral da laringe do sagui é comparavel a dos humanos. No entanto,
uma diferenca notavel esta em sua extensdo vocal. Os saguis possuem uma ampla faixa vocal,
abrangendo frequéncias além da audicdo humana (~20 kHz) (207), desde chamadas
infrassdnicas quase inaudiveis até frequéncias ultrassénicas alcangando 80 kHz (60). Em
comparagdo com a nossa faixa de producéo vocal, uma cantora profissional feminina utiliza
em meédia uma faixa vocal entre 113 Hz e 1315 Hz (208,209).

Figura 15. Anatomia da lingua e laringe do sagui-de-tufos-brancos

Fonte: Autor. Notas: llustracdo de Max Sarmet baseada em fotografia do capitulo "The Anatomy of the Common
Marmoset" de Casteleyn & Bakker (2019). A partir de uma visdo craniodorsal, esta imagem mostra a base da
lingua e a laringe de um sagui-de-tufos-brancos. al, apex linguae; ac, cartilagens aritendides; ep, epiglote; es,
esdfago; tc, cartilagem tireoide (corno dorsal); vp, papila valada.
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Apesar do pequeno tamanho em comparagdo com 0s humanos (comprimento corporal médio
de 14-18 cm) (60), os saguis apresentam uma traqueia proporcionalmente mais longa (3—-4 cm
vs. 10-13 cm em humanos) (210) (Figura 16). Além disso, a traqueia do sagui possui mais
anéis cartilaginosos incompletos (30 versus 20 em humanos). Similarmente aos humanos (210),
a traqueia se ramifica em bronquios direito e esquerdo (60,205). Os pulmdes de ambas as
espécies sao divididos em lobos cranial e caudal com uma fissura cardiaca. No entanto,
obviamente a area de superficie alveolar de um sagui adulto (0.76 m?) (60) € significativamente
menor do que em humanos (130 m?), assim como o seu volume pulmonar (18 mL versus 4340
mL) (211).

Figura 16. Vista dorsal dos sistemas respiratorio e digestivo do sagui-de-tufos-brancos

al

Fonte: Autor. Notas: llustragdo de Max Sarmet baseada em fotografia do capitulo "The Anatomy of the Common
Marmoset" de Casteleyn & Bakker (2019). Esta imagem mostra a vista dorsal dos sistemas respiratorio e digestivo
de um sagui-de-tufos-brancos. al, apex linguae; ep, epiglote; h, coracéo; Ical, lobo pulmonar caudal esquerdo; Icrl,
lobo pulmonar cranial esquerdo; ptg, glandula paratireoide; rcal, lobo pulmonar caudal direito; rcrl, lobo pulmonar
cranial direito; rml, lobo pulmonar médio direito; tg, glandula tireGide; tr, traqueia; vp, papila valada lingual.
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Essas similaridades anatdmicas, abrangendo a cavidade oral, faringe, es6fago, laringe, traqueia,
brénquios e pulmdes, solidificam o sagui como um modelo valioso para investigacdes ndo s
de mastigacdo e degluticdo. Propomos que estudos mais amplos de todo o trato aerodigestivo
podem se beneficiar deste modelo translacional. 1sso inclui as vias aéreas (faringe e laringe), o
trato pulmonar (traqueia, bronquios e pulmdes) e o trato digestivo superior (es6fago) (212,213).

5.8 Vantagens e limitacfes da cineradiografia para o estudo da mastigacéo e degluticao

em pequenos animais

A cineradiografia se mostrou uma ferramenta valiosa para investigar a fisiologia da mastigacéao
e degluticdo, e até mesmo da respiracdo em pequenos animais. Em um estudo recente,
empregamos com sucesso essa técnica para uma analise combinada de degluticéo e respiragédo
em um modelo de doenca de Parkinson em camundongos (70). Durante a analise de imagem
do estudo atual com saguis, identificamos vantagens e limitacGes desse método, que

discutiremos agora.

Uma vantagem-chave da cineradiografia estd em sua versatilidade. Além de sua aplicacdo na
degluticdo e mastigacdo, ela também permite a avaliacdo da funcdo respiratoria, especialmente
quanto a funcdo diafragmatica. Nosso grupo empregou anteriormente essa técnica para
monitorar com sucesso 0s movimentos do diafragma em varios cenarios, incluindo durante a
alimentacdo, capturando a presenca e auséncia da apneia fisiologica da degluticdo
(70,118,119). Essa capacidade € uma vantagem significativa em relacdo a videofluoroscopia
tradicional, que carece de tal funcionalidade por conta do angulo Unico de gravacdo. Embora a
funcdo diafragmatica ainda ndo tenha sido avaliada no estudo atual, os dados adquiridos sdo
promissores para futuras investigacGes sobre a funcdo respiratéria dos saguis durante a

alimentacéo.

Nos estudos empregando técnicas de imagem para visualizar a funcdo de degluticdo
normalmente utiliza-se contraste impregnado nos alimentos afim de visualizar o seu trénsito
pelo trato digestivo (19,23,26,27). No nosso caso, optamos pelo sulfato de bario, uma escolha
comum em estudos usando a videofluoroscopia (18,21-23,25,27). Essa selecdo mostrou-se
vantajosa em nossa analise de cineradiografia, pois durante a fase experimental ndo houve
nenhum problema relacionado ao contraste. Ao contrério, o berilio, o elemento quimico

utilizado nos raios-X de cineradiografia, introduz uma forte coloragéo verde ao plano de fundo,
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que melhora a visualizacdo do alimento contrastado na cor preta pelo sulfato de bario,
juntamente com uma boa visualizagdo do alimento no trato aerodigestivo. Por isso, observamos
que o sulfato de béario ofereceu contraste potencialmente superior na cineradiografia em

comparagdo com as imagens em escala de cinza produzidas pela videofluoroscopia.

Pela nossa experiéncia com os dois métodos, podemos citar que a cineradiografia apresenta
varias vantagens em relagcdo a videofluoroscopia para o estudo do comportamento alimentar
em animais. Em primeiro lugar, a gaiola acrilica e o sistema de plataforma giratéria eliminam
a necessidade de contencéo fisica, minimizando o estresse nos animais e simplificando a coleta
de dados. Em segundo lugar, o0 uso de uma camara a prova de radiacdo garantiu a seguranca
dos pesquisadores, minimizando a exposicdo a radiacdo. Além disso, diferentemente da
videofluoroscopia, a cineradiografia permite a coleta de dados sem qualquer interacdo humana
com o animal, que fica dentro da camara, reduzindo ainda mais 0 seu estresse inerente ao
procedimento. Os pesquisadores podem modificar a posicdo ideal do animal de forma remota,
através de joysticks. Este € um aspecto que garante varias camadas de seguranca em diferentes
quesitos do experimento. Tendo estabelecido a viabilidade da cineradiografia para este tipo de
estudo em saguis, exploramos agora as vantagens e limitacOes especificas encontradas durante

a analise de imagem.

Diferentemente dos tipicos estudos de degluticdo utilizando animais como modelo que
geralmente dependem de escolhas menos palataveis, como formula lactea, racdo ou agua
misturados com sulfato de béario (8,61,66), nosso experimento beneficiou-se de uma sele¢do de
alimento muito mais atraente para os animais. Em colaboracdo com a equipe experiente do

vivario da CLEA Japan, nossa escolha de alimento — um dos favoritos dos saguis (122,123),

mostrou-se um ativo valioso no estudo.

O bolo Castella, Kasutera ou ‘bolo japonés esponjoso’ é muito popular no Japao desde sua
introducdo por parte de Portugal em 1500, onde é originalmente conhecido como Péo de 16
(123). E composto por 63% de carboidratos, 25% de umidade, 6% de proteinas, 4% de gorduras
e 0,4% de cinzas (123). Trata-se de um bolo de textura macia e a férmula é muito complexa: o
crescimento do bolo se deve ao ar que é preso pela proteina do ovo durante a mistura (123).
Sua textura macia e alto teor de umidade permitiram facil impregnacao com sulfato de bario,

garantindo clara visualizacdo do bolo alimentar durante todo o processo de degluticéo.
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Recomendamos, portanto, o uso do bolo Castella em futuras pesquisas envolvendo alimentacao
de saguis. Essa énfase na palatabilidade é crucial, pois estudos animais frequentemente
enfrentam desafios devido a interrupg¢des do comportamento alimentar (200-203) causadas por
baixa palatabilidade dos alimentos e também por uso de métodos de contengdo manual, que

ndo foram utilizadas durante as nossas grava¢des do comportamento alimentar.

Embora o bolo Castella tenha fornecido informacdes valiosas sobre mastigacao e degluticéo, o
uso apenas de uma consisténcia sélida limitou a avaliacdo da funcdo de degluticdo em sua
totalidade. Liquidos sdo comumente usados em estudos de degluticdo devido a sua
versatilidade e capacidade de serem espessados para Vvarias consisténcias, permitindo a

avaliacdo do risco de penetracdo e aspiracdo (23,25-27,34,214).

No entanto, também € importante reconhecer os pontos fortes do uso de alimentos sélidos e
semissolidos. A literatura enfatiza a importancia de varias propriedades da textura dos
alimentos para a degluticdo, incluindo coesdo, dureza e capacidade de deslizamento do bolo
alimentar (215). O uso de um alimento semissélido como o bolo Castella trouxe resultados
interessantes sobre caracteristicas clinicamente relevantes da degluticdo, como padrBes de

mastigacdo e controle do bolo alimentar.

Uma limitacdo-chave de nosso método de cineradiografia estd relacionada a taxa de frames
escolhida. Os 29.97 fps empregados ficam aquém da faixa tipica usada em estudos de
degluticdo animal via videofluoroscopia (100 fps ou mais) (18,21,24,61,66). Essa taxa de
quadros mais alta é crucial para analisar movimentos répidos (analise cinemética) como
mastigacdo e degluticdo em pequenos animais, permitindo analise detalhada quadro a quadro

e melhor defini¢do de imagem.

A videofluoroscopia da degluticio com cameras de alta velocidade, comumente usada em
estudos animais, facilita a coleta de dados cinematicos das estruturas orofaringeas. Esses dados,
abrangendo movimento da lingua, excurs@o do 0sso hioide, movimentos da cartilagem tireoide
e seguranca da degluticdo (penetracdo/aspiracdo), fornecem varidveis para analises mais
complexas (18). A baixa taxa de frames em nossa configuracdo de cineradiografia limita a
aplicacdo da andlise cinematica avancada para movimentos de alta frequéncia como os que

ocorrem na degluticdo do sagui.

O pobs-processamento de imagem revelou uma limitacdo relacionada a definicdo da imagem

para analise da degluticdo nos saguis. Seu pequeno tamanho (60,216) criou a necessidade de
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uso de maior gquantidade de zoom no intensificador de imagem, o que pode levou a uma
diminuicdo da qualidade da imagem. Isso, combinado com a baixa taxa de frames, pode ter
dificultado a andlise da anatomia e cinemaética dos tecidos moles durante a degluticdo. Embora
a cineradiografia permita taxas de frames mais altas, priorizamos a melhor resolucdo de
imagem possivel em nosso estudo, baseada em varios testes realizados durante a fase

experimental piloto, levando a sele¢do de uma taxa de gravacgao de 29.97 fps.

5.9 LimitacOes do estudo

Nosso estudo apresenta duas limitagdes principais. Em primeiro lugar, o tamanho da amostra
dentro do grupo jovem foi limitado. Estudos futuros com nimeros maiores de animais por
grupo etario permitirdo andlises estatisticas mais robustas. Em segundo lugar, 0 método de
avaliacdo da degluticdo foi limitado pela auséncia de uma consisténcia liquida fina. 1sso pode
ter reduzido a sensibilidade de nossa avaliacdo para detectar eventos de aspiracdo e penetragdo
laringea. Estudos futuros se beneficiariam da inclusdo de condicdes de alimentacdo mais
desafiadoras para os saguis, como a oferta de liquidos finos juntamente com outras

consisténcias alimentares.

6 CONCLUSAO

A cineradiografia nos permitiu caracterizar o comportamento mastigatério e de degluticdo em
saguis ao longo de toda a sua vida saudavel, desde a infancia até a senescéncia avancada. A
andlise de nossos resultados revelou como essas fungdes se adaptam com a idade, fornecendo
informacdes valiosas sobre os efeitos do envelhecimento nos processos mastigatério e de
degluticdo. Nosso estudo trouxe a caracterizacao inedita para a espéecie de aspectos anatdmicos,
e funcionais da mastigacdo, degluticdo, além de comportamentos relacionados. Contrariamente
as nossas expectativas iniciais, animais idosos e muito idosos apresentaram eficiéncia
mastigatoria e de degluticdo semelhantes. Isso sugere que saguis muito idosos podem empregar
mecanismos compensatorios para manter a funcdo de degluticdo, apesar dos desafios
relacionados a idade e/ou que este padrdo de comportamento alimentar tenha sido determinante

para que estes saguis extremamente longevos tenham conseguido alcancar esta idade.

A cineradiografia emergiu como um método seguro e minimamente invasivo para avaliar a
funcdo de degluticdo em saguis ao longo de toda a sua vida. Essa técnica garantiu o bem-estar

tanto dos animais, que puderam retornar a seus viveiros ap0s 0s experimentos sem
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complicacdes, quanto dos pesquisadores, que ndo foram expostos a nenhum risco desnecessario
durante a fase experimental. A avangada capacidade de geracdo de imagens radiogréaficas

dindmicas deste método, permitiu analises precisas das fun¢des avaliadas.

Nosso estudo apresenta de forma inédita uma analise abrangente da fisiologia da alimentacao
desta espécie com a inclusdo de uma amostra muito rara de animais de idade avancada,
expandindo a base atual de conhecimento sobre os saguis em si e sobre 0 seu processo de
envelhecimento. Nos animais senis, 0 exame oral revelou uma diminui¢do no nimero de dentes
e aumento de dentes com sangramento. Esses animais necessitaram de menos mastigacoes e
degluticdes para deglutir bolos alimentares maiores e consumir por¢es de maiores de alimento
em menor tempo. A retencdo esofagica foi observada em todos os saguis, talvez sendo esta
uma caracteristica fisiologica normal dessa especie documentada pela primeira vez na
literatura. Nosso estudo destaca o potencial do sagui como um valioso modelo comparativo
para investigar mudancas relacionadas a idade na funcdo de mastigacéo e degluticdo. No geral,
nossos achados contribuem significativamente para o conhecimento existente sobre anatomia,
comportamento alimentar e envelhecimento saudavel do sagui. As mudancas relacionadas a
idade observadas na fisiologia alimentar parecem fazer parte das adaptacbes naturais
associadas ao processo de envelhecimento do sagui, e pesquisas futuras sdo necessarias para
entender tanto 0s mecanismos que ddo origem a essas mudangas quanto suas implicacoes

funcionais para a saude humana.
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Abstract Book, Seattle, EUA, 2024. (poster)

Reis, Sara; Coelho, Luis; Sarmet, Max; Araujo, Joana; Corchado, Juan M. The
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APENDICE C. Documentos relacionados ao periodo do doutorado realizado no

exterior

NA NORTHERN ARIZONA
UNIVERSITY

Department of Biological Sciences

2022-12-01

Christopher Mayerl

Assistant Professor

Northern Arizona University

Department of Biological Sciences

617 S Beaver St. #5640

Flagstaff, Arizona 86011

USA

Dear Max Sarmet Moreira Smiderle Mello,

On behalf of The Department of Biological Sciences, | am pleased to invite you to be a visiting scholar in
my laboratory (J-1, Short-term Scholar) at the Northern Arizona University. This invitation is effective for
the period of June 1st to July 15th. During this period, you will be engaged in assisting in experiments on
animal physiology and function, specifically in regards to using infant pigs as a model for validating a
biomimetic nipple to enhance feeding performance. You will assist with animal care, learn sterile
surgical technique, mentor students, and learn data processing skills necessary for publishing this work.

Funding:

It is my understanding that you will provide your own funding to cover all the expenses of your stay at
Northern Arizona University, including health insurance for yourself and your accompanying
dependents, if any. Northern Arizona University will provide you with an office and laboratory space
(which may be shared), as well as the use of a computer and library facilities.

Housing:

It will be your responsibility to find housing for yourself (and your family, if applicable) for the duration
of your stay at the University. Helpful tips for finding off-campus housing can be found at:

nau.edu/isss — International Student & Scholar Services website; https://louieslist.nau.edu/ - NAU off-
campus housing search; graduate_housing@lists.nau.edu — Graduate Student Government housing
listserv; http://www.ihouseflagstaff.com/ (International House Flagstaff); Facebook Group — “NAU
Student Housing-Off/On Campus”; http://www flagstaffapartmentlocator.com/ (Off-campus
apartments).

Health Insurance:

The U.S. Department of State (DOS) require J-1 Exchange Visitors to have medical insurance coverage
during their stay in the U.S. as J-1 Exchange Visitors. The DOS also requires that J-2 dependents have
medical insurance that meets DOS regulatory requirements. Further information about insurance and
regulations affecting J-1 exchange visitors can be found at: https://jlvisa.state.gov/

We are delighted that you will come to our University as a visiting scholar and look forward to meeting
you.

Sincerely,
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NA NORTHERN ARIZONA
UNIVERSITY

Department of Biological Sciences

2023 July 19
To whom it may concern.

This letter is to report on the visit of Max Sarmet Moreira Smiderle Mello to my laboratory from 01 June — 30 June, 2023
at Northern Arizona University. Max was here as a part of his during his doctoral program at the Universidade de
Brasilia, and during his stay, Max performed a variety of activities, detailed below, associated with experiments in my lab
on feeding function in infant mammals (pigs).

The experiments that Max worked with me on involved evaluating how a ducted, biomimetic nipple might improve
feeding performance in infants that must be fed on bottles. To test this, we used a litter of 12 pigs, and separated them
into two groups of six. One group was fed on a ducted nipple, and the other group was fed on a standard, hollow
(cisternic) nipple. Max arrived at my lab the day before the pigs were born, and immediately integrated himself with the
rest of the lab, which consists of a postdoctoral fellow, a laboratory technician, a graduate student, and several
undergraduate students.

Once the pigs arrived, Max was involved in every step of the experiments. He participated in feeding and caring
for the infants, and also helped with data collection throughout the entire month, where we collected intraoral pressure
generation, suck rates, and feeding efficiency longitudinally through infancy. During the last week of the experiment,
when the pigs were equivalent to a 9 = 12 month old human infant, Max scrubbed in for sterile surgery to implant
bipolar fine-wire electrodes into several muscles associated with feeding, as well as radio-opaque marker implantations
to visualize hyoid and thyroid movements. He then helped to collect high-speed (100fps) X-Ray video synchronized with
muscle activity (EMG), pressure generation, and respiratory patterns as the infants fed.

Through all of these, Max performed excellently. He is an incredibly quick and eager learner, and he performed
every task that was asked of him perfectly. Beyond that, Max became a leader in the lab. He really took the students, the
postdoctoral fellow, and the technician under his wing, and helped them with their jobs, as well as mentored them
about how science works, and the importance of understanding feeding physiology in a clinical context. He also
volunteered to discuss his clinical experiences with the lab, as well as giving a presentation about his research to the lab.
Both of these experiences were incredible for the students, as they really provided a framework for them to understand
how our research fits into the bigger picture. He also was actively engaged in troubleshooting, and was always asking
questions. I think | have five more projects to do after talking with him about ideas! As a part of that, | am excited that
Max will be working with the lab through December this year, and possibly beyond. He will be helping to process and
analyzed the data that we collected through June, and beyond that, he has volunteered to help lead an undergraduate
student on a project, and | hope that he will be able to attend this years Dysphagia Research Society Meeting in Puerto
Rico to present this work.

Beyond his specific duties and accomplishments, | also want to mention that Max is an incredible person. He was
always the first person to volunteer to do something, even something as mundane as helping to move equipment
around. He was a light in the lab for the month, and he made an incredibly challenging set of experiments feel so much
easier. | truly appreciate his presence, and look forward to my continued collaboration and interactions with him as he
progresses through his career. If you have any questions, concerns, or need any more information please reach out to
me at Christopher.mayerl@nau.edu

Sincerely,
Christopher Mayerl
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NA NORTHERN ARIZONA
UNIVERSITY
Department of Biological Sciences

2024 September 02
To whom it may concern.

This letter is to report on the continuing collaboration between my laboratory at Northern Arizona University and Max
Sarmet Moreira Smiderle Mello. Max was here as a part of his during his doctoral program at the Universidade de
Brasilia, and actively contributed to data collection and processing.

As a part of this, Max is a part of several manuscripts in various stages of publication. He wrote and submitted a
first-authored manuscript that is currently in review in the preeiminent journal for swallowing dysfunction, Dysphagia. In
this work, Max developed and validated a novel, machine learning pipeline for segmenting out and measuring swallow
volumes in an infant animal model used in my lab, pigs. This was both a logistically and theoretically challenging project,
as it involved coordinating data processing across several people in various career stages, as well as the actual
development and documentation of the pipeline. In all of this, Max has performed remarkably, and | am looking forward
to hearing feedback from reviewers on this work.

Max is also a co-author on several upcoming manuscripts. In the first, we compared feeding function of term
infants when raised on a standard, hollow nipple, compared to those raised on a novel, ducted (biomimetic) nipple. We
found that the ducted nipple structure substantively impacted feeding function, and that being raised on a ducted
nipple, and feeding on a ducted nipple, replicated patterns observed in breastfeeding, suggesting that this nipple design
may provide benefits to parents who are bottle-feeding similar to those provided by breastfeeding. In the second
manuscript in progress, we explored how chronic exposure to milk formula thickened with xanthan gum impacted
feeding physiology and gut microbiome. We found that thickened fluids had drastic negative impacts on feeding
function, as well as that the gut microbiome became over-saturated with microbial communities involved in
methanogenesis, which has been implicated in the development of obesity. We are currently writing these manuscripts
for publication, and Max is continuing to contribute through providing feedback on the writing and design.

Outside of these technical contributions, Max is an actively engaged student, and continues to support students
in my laboratory. | am excited to continue working with him in the future, and look forward to his doctoral defense. If
you have any questions or concerns, please feel free to reach out to me.

Sincerely,
Christopher Mayerl

Assistant Professor, Northern Arizona University
Department of Biological Sciences
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Salivary alpha-amylase stress reactivity in advanced-aged
marmosets (Callithrix jacchus): Impacts of cognitive function
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Abstract

Salivary alpha-amylase (sAA) is an enzyme found in saliva and is considered a
noninvasive biomarker for sympathetic nervous system activity. While a wide range
of sAA activity in response to stress has been reported in nonhuman primates, the
effects of stress on sAA activity in common marmosets are still unknown. We tested
the hypothesis that advanced age and cognitive function may have an impact on
stress-related sAA reactivity in marmosets. Thirteen marmosets (nine males and five
females) had saliva samples collected during a stressful condition (manual restraint
stress) at two different time points, with a 60-min interval. On the next day, the
animals underwent the object recognition test (ORT, a type of cognitive test), and
then oral examinations. The animals were categorized into two age groups: old
(10-13 years), and very old (15-22 years). Irrespective of age, sAA levels showed a
significant difference between T1 (mean 2.07 +0.86 U/mL) and T2 samples (mean
1.03 £0.67 U/mL), with higher values observed at T1 (p < 0.001). The intra-assay
coefficients of variation (CV) for low and high sAA concentrations were 10.79% and
8.17%, respectively, while the interassay CVs for low and high sAA concentrations
were 6.39% and 4.38%, respectively. Oral health issues were common but did not
significantly impact sAA levels. The ORT indicated that the animals could recognize
an object placed in the cage 6 h after familiarization. In conclusion, all marmosets
showed a higher sAA concentration in the first saliva sample as compared to the
second saliva sample collected 1 h later, indicating adaptation to stress. No
significant differences in sAA levels were observed between sexes, ORT perform-
ance, or oral health. Our results indicate that autonomic responsivity and cognitive

(memory) functions were preserved even in very old marmosets.

KEYWORDS
alpha-amylase, animals, biomarker, marmoset, primates, stress

Abbreviations: ORT, object recognition test; sAA, salivary alpha-amylase; SNS, sympathetic nervous system; T1, first restraint; T2, second restraint.

Am. J. Primatol. 2024,e23596.
https://doi.org/10.1002/ajp.23596

wileyonlinelibrary.com/journal/ajp © 2024 Wiley Periodicals LLC, 10of 10
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1 | INTRODUCTION

The study of craniofacial growth and development is of interest
to a variety of research fields and for different reasons. Feeding
is a fundamental behaviour for all animals, and mastication is an

Abstract

Background: Non-human primates are the closest animal models to humans regarding
genetics, physiology and behaviour. Marmoset monkeys in particular are one of the
most versatile species for biomedical research.

Objective: To assess the craniofacial growth and development of the masticatory
function in the common marmoset (Callithrix jacchus), from birth to the fourth month
of life through minimally invasive cineradiographic imaging.

Methods: Ten individuals were followed-up from O to 4 months of age regarding
craniofacial growth and masticatory function assessed by cineradiography. For the
experimental procedure, we used a microfocal X-ray source apparatus and a beryllium
fast-response image-intensifier.

Results: The duration of the masticatory cycles was stable across age groups. Chewing
a very soft Castella cake or the slightly harder Marshmallow did not change the masti-
catory cycle in the time domain. On the other hand, linear and angular measurements
of the jaw-opening movement showed a tendency for bigger movements at the latter
stages of craniofacial growth. Qualitative analysis showed that marmosets had a small
preference for Castella over Marshmallow, that they most often bit off pieces of food
to chew with their posterior teeth, that they manipulated the food with their hands,
and that they chewed the food continuously.

Conclusion: We observed critical developmental events during the first 3 months of
life in marmosets. Cineradiographic imaging in marmosets may provide valuable in-

formation on craniofacial form and function for basic and preclinical research models.

KEYWORDS
callithrix, cephalometry, cineradiography, face, growth & development, mastication, skull

evolutionary strategy to increase digestive efficiency across many
species. Beyond feeding, in humans, craniofacial features are in-
volved important aspects of communication and social interactions.
In addition, the structure of the head is one of the most complex
in the entire body. Different tissues with embriologic origins and

J Oral Rehabil. 2022;49:701-711.
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Apnea behavior in early- and late-stage mouse models of Parkinson’s e
disease: Cineradiographic analysis of spontaneous breathing, acute stress,

and swallowing
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Edited by Dr. M Dutschmann

Keywords:
Parkinson disease
Apnea
Diaphragm
Swallowing
Animal model

This study aimed to evaluate the timing and frequency of spontaneous apneas during breathing and swallowing
by using cineradiography on mouse models of early/initial or late/advanced Parkinson’s disease (PD). C57BL/6 J
mice received either 6-OIDA or vehicle injections into their right striatum, followed by respiratory movement
recordings during spontaneous breathing and swallowing, and a stress challenge, two weeks later. Experimental
group animals showed a significantly lower respiratory rate (158.66 & 32.88 breaths/minute in late PD, 173.16
+ 25.19 in early PD versus 185.27 + 25.36 in controls; p<0.001) and a significantly higher frequency of apneas
(median 1 apnea/minute in both groups versus 0 in controls; p<0.001). Other changes included reduced food

Mice intake and the absence of swallow apneas in experimental mice. 6-OHDA-induced nigrostriatal degeneration in
mice disrupted respiratory control, swallowing, stress responsiveness, and feeding behaviors, potentially hin-
dering airway protection and elevating the risk of aspiration.

1. Introduction

Respiratory dysfunction is a common complication of Parkinson’s
disease (PD), especially in the later stages (van de Wetering-van Dongen
et al., 2020; Baille et al., 2018). In the advanced stages of the disease,
limited lung expansion and chest compliance reduce the effectiveness of
coughing, which is especially important for people with dysphagia.
Dysphagia can cause saliva, liquid, or food to enter the airways (pene-
tration or aspiration), leading to aspiration pneumonia, a leading cause
of death in people with advanced Parkinson’s disease (2020; Wang et al.,
2017).

The progression of PD can be divided into stages based on specific
symptoms and their severity (Tolosa et al., 2021). The most prominent
features of PD are motor symptoms caused by the degeneration of
dopaminergic circuits in the midbrain and basal nuclei (Kalia et al.,
2015). In the early stages of PD, non-motor symptoms are thought to be

caused by disruptions in the medulla, enteric nervous system, and ol-
factory bulb. In the later stages, involvement of the cortex may lead to
cognitive and limbic symptoms (Tolosa et al., 2006). By the time most
people with PD develop motor symptoms and can be diagnosed, they
have lost about 60% of the dopamine neurons in the nigrostriatal
pathway (Jankovic and Sherer, 2014).

Respiratory muscle strength is impaired in very early-stage PD pa-
tients, which can impact respiratory physiology differently (Baille et al.,
2018). We have previously reported respiratory changes in a mouse
model that mimics the early stages of PD (de Campos et al., 2015).
Additionally, in a previous study by our research group, we used a
mouse model of advanced PD to show that severe degeneration of the
nigrostriatal pathway can cause respiratory changes that resemble
obstructive respiratory disorders (de Campos et al., 2018), such as
apnea.

Apnea is a broad term that describes an interruption of airflow

* Correspondence to: Graduate Program in Health Sciences and Technologies, University of Brasilia, Centro Metropolitano, Conjunto A, Lote 1, Brasilia, DF 72220-

900, Brazil.
E-mail address: jllzeredo@unb.br (J.L.L. Zeredo).

https://doi.org/10.1016/j.resp.2024.104239

Received 8 November 2023; Received in revised form 16 February 2024; Accepted 19 February 2024

Available online 22 February 2024
1569-9048/@ 2024 Elsevier B.V. All rights reserved.



I

1569-9048

1569-9048

1569-9048

1569-9048

1569-9048

1569-9048

1569-9048

1569-9048

1569-9048

1569-9048

1569-9048

1569-9048

1569-9048

1569-9048

RESPIRATORY PHYSIOLOGY &
NEUROBIOLOGY

RESPIRATORY PHYSIOLOGY &
NEUROBIOLOGY

RESPIRATORY PHYSIOLOGY &
NEUROBIOLOGY

RESPIRATORY PHYSIOLOGY &
NEUROBIOLOGY

RESPIRATORY PHYSIOLOGY &
NEUROBIOLOGY

RESPIRATORY PHYSIOLOGY &
NEUROQEIOLOGY

RESPIRATORY PHYSIOLOGY &
NEUROBIOLOGY

RESPIRATORY PHYSIOLOGY &
NEUROBIOLOGY

RESPIRATORY PHYSIOLOGY &
NEUROBIOLOGY

RESPIRATORY PHYSIOLOGY &
NEUROBIOLOGY

RESPIRATORY PHYSIOLOGY &
NEUROBIOLOGY

RESPIRATORY PHYSIOLOGY &
NEUROBIOLOGY

RESPIRATORY PHYSIOLOGY &
NEUROBIOLOGY

RESPIRATORY PHYSIOLOGY &
NEUROBIOLOGY

107

Area com publ 0 no quadriénio Classificagao
Ad

BIOTECNOLOGIA

CIENCIAS AMBIENTAIS

CIENCIAS BIOLOGICAS |

CIENCIAS BIOLOGICAS Il

CIENCIAS BIOLOGICAS Ill

EDUCACAO FISICA, FISIOTERAPIA, FONOAUDIOLOGIA E TERAPIA

OCUPACIONAL

ENFERMAGEM

ENGENHARIAS IV

FARMACIA

INTERDISCIPLINAR

MEDICINA I

MEDICINATI

MEDICINA I

MEDICINA VETERINARIA

Ad

Ad

A4

A4

Ad

A4

Ad

A4

Ad

A4

Ad

A4

Ad

CIENCIAS BIOLOGICAS
I

CIENCIAS BIOLOGICAS
I

CIENCIAS BIOLOGICAS
I

CIENCIAS BIOLOGICAS
I

CIENCIAS BIOLOGICAS
I

CIENCIAS BIOLOGICAS
I

CIENCIAS BIOLOGICAS
I

CIENCIAS BIOLOGICAS
I

CIENCIAS BIOLOGICAS
I

CIENCIAS BIOLOGICAS
I

CIENCIAS BIOLOGICAS
I

CIENCIAS BIOLOGICAS
I

CIENCIAS BIOLOGICAS
I

CIENCIAS BIOLOGICAS
I



108

 Clarivate

Journal Citation RepOl'tSTM Journals Categories Publishers Q My favorites Sign In

Home > Journal profile

RESPIRATORY
PHYSIOLOGY &
NEUROBIOLOGY

1569-9048

Q Favorite ¥ Export

RESPIRATORY SYSTEM
PHYSIOLOGY

1878-1519 English NETHERLANDS 2002

Publisher information
RESP PHYSIOL NEUROBI

ELSEVIER RADARWEG 29, 12 issues/year
. N 1043 NX
Respir. PhySIOl. Neuro. AMSTERDAM

NETHERLANDS

Journal’s performance

Journal Impact Factor

The Journal Impact Factor (JIF) is a journal-level metric calculated from data indexed in the Web of Science Core Collection. It
should be used with careful attention to the many factors that influence citation rates, such as the volume of publication and
citations characteristics of the subject area and type of journal. The Journal Impact Factor can complement expert opinion and
informed peer review. In the case of academic evaluation for tenure, it is inappropriate to use a journal-level metric as a proxy
measure for individual researchers, institutions, or articles. Learn more

2023 JOURNAL IMPACT FACTOR JOURNAL IMPACT FACTOR WITHOUT SELF JOUrnal Impact Factor contributing items & Export
CITATIONS -
1.9 1.8 Citable items (257) Citing Sources (290)
View calculation View calculation
TITLE CITATION COUNT
Journal Impact Factor Trend 2023 % Export  pulmonary function and functional capacity 29 v

in COVID-19 survivors with persistent...

Effectiveness of pulmonary rehabilitation in 19 ¥
COVID-19 respiratory failure patients post...



109

Apéndice G - Comprovante de submissao do Artigo 4 na temética do doutorado para

publicacdo na revista cientifica American Journal of Primatology

RESEARCH ARTICLE
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ABSTRACT

Non-human primates are the closest animal models to humans regarding genetics,
physiology, and behavior. Marmosets in particular are one of the most versatile species for
biomedical research. In human research, the separation of the effects of age from other
clinical issues 1s difficult because of a number of environmental factors that affect the
neurobiology of human aging. Marmosets serve as excellent models for human biomedical
research due to their genetic, physiological, and behavioral similarities with humans.
Therefore, the marmoset can be used as a model to explore the changes in the masticatory
and swallowing physiology during healthy aging. To describe the baseline characteristics of
masticatory and swallowing physiology in healthy captive marmosets and to elucidate how
these functions change with age. Twenty-five healthy marmosets (0-19 years old) were
assessed by cineradiography regarding masticatory and swallowing functions. We used a
micro focal X-ray source apparatus and a beryllium fast-response image intensifier for the
experimental procedure. Through 80 observations, we found anatomical, functional, and
behavioral differences in the masticatory and swallowing physiology among the age groups.
Older animals tended to eat larger portions at a time, eat faster, and perform fewer
mastications and swallows compared with the young marmosets. Esophageal retention was
present in all individuals. Age-related modifications in masticatory and swallowing functions
were observed, including fewer teeth and distinct feeding behaviors in older animals. Elderly
marmosets (old and very-old) exhibited similar feeding efficiency. This suggests potential
compensatory mechanisms at play, allowing elderly marmosets to maintain swallowing
function. Furthermore, the study highlights marmosets as a valuable model to study
mechanisms underlying feeding challenges often experienced as humans age. Overall, the
research contributes significantly to our understanding of marmoset anatomy, feeding
behaviors, and healthy aging, with the observed swallowing adaptations likely playing a role
in the natural aging process of these non-human primates.

KEYWORDS: Callithrix, cineradiography, mastication, swallowing, healthy aging, animal

model
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Age-related adaptations in marmoset (Callithrix jacchus) swallowing physiology: A

potential model for dysphagia research

ABSTRACT

Given the growing global elderly population, understanding presbyphagia is increasingly
important. To effectively intervene, it i1s crucial to distinguish between normal age-related
swallowing changes and pathological conditions. While human studies are limited by
environmental factors, marmosets (Callithrix jacchus), with their physiological similarities to
humans, offer a valuable translational model for isolating the effects of aging on swallowing.
This study aimed to investigate how swallowing physiology and spinal characteristics change
in marmosets as they age, and to assess the feasibility of cineradiography for such studies. We
used cineradiography to examine swallowing function and spinal posture in 25 healthy
marmosets aged 0-19 years. The setup employed a high-resolution microfocal X-ray source
coupled with a beryllium fast-response image intensifier. We measured bolus size,
iter-swallow intervals, pharyngeal inlet angle, and spinal angles. Compared to younger
marmosets, elderly individuals exhibited tooth loss, consumed larger boluses, had longer
mter-swallow intervals, and displayed wider pharyngeal inlet angles (p<0.001). Additionally,
spinal features were found to vary with age and correlate with swallowing parameters
(p<0.001). Marmosets, like humans, adapt to swallowing challenges associated with aging by
employing strategies such as increasing bolus size to compensate for tooth loss. These
findings, coupled with the remarkable similarities between marmoset and human swallowing
systems, underscore the potential of marmosets as a valuable model for studying age-related
dysphagia. This research paves the way for future investigations into swallowing dysfunction
using marmosets for potential treatments, with cineradiography proving to be a valuable tool
for such assessments.

KEYWORDS

Callithrix, cineradiography, swallowing, healthy aging, animal model
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ABSTRACT

Feeding efficiency and safety are often driven by bolus volume, which is one of the most
common clinical measures of assessing swallow performance. However, manual
measurement of bolus area is time-consuming and suffers from high levels of inter-rater
variability. This study proposes a machine learning (ML) pipeline using ilastik, an accessible
bioimage analysis tool, to automate the meaimagejsurement of bolus area during swallowing.
The pipeline was tested on 336 swallows from videofluoroscopic recordings of 8 infant pigs
during bottle feeding. Eight trained raters manually measured bolus area in ImageJ and also
used 1lastik's autocontext pixel-level labeling and object classification tools to train ML
models for automated bolus segmentation and area calculation. The ML pipeline was 10
times faster than manual measurement, taking 1h42min to train and 1.5min to batch process
the dataset. Inter-rater reliability was high for both manual (ICC=0.97) and ML
measurements (ICC=0.79). The bolus sizes from the two methods were highly correlated
(R2=0.74 overall, 0.78 without bubbles, 0.67 with bubbles), with no significant difference in
measured bolus size between the methods. We conclude that this user-friendly ML pipeline is
a reliable and efficient tool for automatically segmenting and measuring bolus area, with
potential to streamline large-scale swallowing research. While human confirmation is
recommended, further refinement could increase precision. This pipeline enables faster, more
reproducible evaluation of this key swallowing measure compared to manual methods,

advancing dysphagia diagnosis and evaluation.

Key-words: Swallowing, Animal models, Machine Learning, Artificial Intelligence,
Videofluoroscopy, Dysphagia
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