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‘O que difere os animais dos seres humanos, é que eles sofrem todo tipo de decepgao
como nos, e ainda assim permanecem puros. ’

Welen Medeiros
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Resumo

A temperatura corporal (TC) é um fator determinante para os seres homeotérmicos,
influenciando de forma direta tanto a sua fisiologia, quanto 0s processos comportamentais
do individuo. Apesar de diferentes locais e métodos terem sido avaliados em diversas
espécies, pouco ainda se Sabe a respeito de primatas nao humanos. Portanto, o presente
estudo visou comparar a TC de micos-estrela (Callithrix penicillata), adultos e cativos,
obtida via diferentes t¢ cnicas de afericao e correlacionar esses dados com pardmetros
hematoldgicos via hemograma a partir de venopunc¢do femoral, e temperatura e umidade
relativa do ar. Os dados foram coletados em 27 sujeitos, machos e fémeas, ao longo de 12
meses consecutivos (junho/2014 a maio/2015), sendo a TC aferida por via retal (RT; com
um termometro digital ), subcutanea (SC; com um microchip previamente implantado na
regido subcutanea dorsal ), e na membrana timpanica (esquerda - MTe e direita — MTd;
com um termomet  ro infravermelho digital ). Em agosto /2014, atemperatura SC
demonstrou ter uma correlacgdo linear positiva e um alto nivel de concordancia com as
medigdes realizadas por via RT . A temperatura aferida nas MTe e MTd nao diferiram entre
si, mas foram significativamente menores que as registradas em nivel RT ¢ SC . Além
disso, o numero de leucdcitos segmentados apresentou uma correlagao negativa com a
temperatura na MTe e MTd , enquanto os linfocitos foram correlacionados positivamente
com as temperaturas RT e SC. Quando as TC foram analisadas ao longo dos 12 meses do
estudo, o perfil aferido via RT ou SC se manteve constante . A diminuicdo nas
temperaturas das MTe e MTd observada ao final do estudo pode estar relacionada a uma
alteragdo comportamental ao s procedimentos de captura e manipulagao dos micos
Ademais, essas tltimas duas TC estavam correlacionadas a temperatura maxima e a
umidade relativa minima do ar e os machos tiveram um peso corporal significativamente
mais alto que as fémeas ao longo de todo o estudo. Portanto, a TC de micos-estrela adultos
mantidos em cativeiro sob condi¢des naturais parece refletir as caracteristicas inerentes do
local onde a medida foi registrada , indicando a ocorréncia simultanea de diferentes
processos termorregulatorios nos micos , que podem ser influenciados pelo género e peso
corporal. No entanto, os valores térmicos demonstraram ter algumas caracteristicas em
comum, como: (1) ser semelhante em ambos os géneros (auséncia de dimorfismo sexual );
(2) nao estar correlacionado ao peso corporal; e (3) estar significativamente relacionado

a0s parametros hematologicos. Os resultados também corroboram o uso da temperatura



SC como uma alternativa menos invasiva que a via RT para avaliar a TC em primatas
neotropicais de pequeno porte . Ademais, mudangas sazonais no ambiente parecem
influenciar a TC dos micos, dependente do local de afericao . Nesses casos , a
termorregulacdo pode estar sendo subestimada e influenciando mudancgas sazonais no

comportamento dos micos.

Palavras-chave: micos, temperatura corporal, subcutdnea, membrana timpanica , retal,

peso corporal, hematologia, temperatura ambiente, umidade relativa do ar



Abstract

Body temperature (Tp) is a determining factor for homeothermic animals, directly
influencing their physiology and behavior. Although different measurement locations and
methods have been assessed in several species, little is known about non-human primates.
Therefore, the present study compared the T, of captive adult black tufted-ear marmosets
(Callithrix penicillata), obtained via distinct thermometric methods, and correlated these
thermal values with hematological data and with air temperature and relative humidity.
Data were obtained in 27 male and female individuals over a 12-month period (June/2014
to May/2015). T, was assessed via rectal (RT; with a digital thermometer) and
subcutaneous thermometry (SC; with a microchip previously implanted in the dorsal
region), as well as the tympanic membrane (left — ITM and right — rTM; with a digital
infrared thermometer). In August/2014, SC temperatures had a high level of concordance
and were positively correlated with RT thermal values. The ITM and rTM temperatures
did not differ among each other, but were significantly lower than the values measured RT
and SC. Furthermore, segmented cell count was negatively correlated with ITM and rTM
temperatures, whereas lymphocytes had a positive relationship with data obtained RT and
SC. When the Ty, values were analyzed over the course of the 12-month study period, both
the RT and SC temperature profiles remained unaltered. The decrease in temperature seen
at the end of the study for the ITM and rTM measurements may be related to behavioral
changes towards the repeated capture and handling procedure. Also, the latter two
parameters were correlated with the maximum air temperature and minimum relative
humidity, and males weighed significantly more than females throughout the study. Taken
together, the results indicate that the Ty, of black tufted-ear marmosets, held in captivity
under natural conditions, seem to reflect the inherent characteristics of each measurement
location. Different thermoregulatory processes may thus be occurring simultaneous in this
species, which in turn may be influenced by gender and body weight. However, the
thermal values observed do seem to have some common characteristics, such as: (1)
similarity in both genders (lack of sexual dimorphism); (2) no relationship with body
weight; and (3) correlated with hematological parameters. The data also corroborate the
use of SC thermometry as an alternative and less-invasive method than RT assessments to
measure the T, of small neotropical primates. Furthermore, ambient seasonal changes

seem to, depending on the measurement location, influence the marmosets’ Ty and thus



indicates that some neotropical primates are under thermal stress. In these cases,
thermoregulation may be underestimated and influencing seasonal changes in the

marmosets’ behavior.

Keywords: marmosets, body temperature, subcutaneous, tympanic membrane, rectal,

body weight, hematology, ambient temperature, relative humidity
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1. INTRODUCAO
1.1. Mecanismos gerais para regulacéo da temperatura corporal

Temperatura corporal (TC) é um aspecto importante para sobrevivéncia de todos
0s seres vivos. Cada espécie se adaptou a condicGes especificas de temperatura, algumas
para altas, outras para baixa, e outras para sobreviver em temperaturas variadas. De acordo
com a capacidade de controlar a temperatura interna, os animais podem ser divididos em
duas grandes categorias: ectotérmicos, aqueles que ndo controlam sua temperatura e
homeotérmicos, aqueles que mantém sua TC relativamente constante, independente das

variagOes da temperatura do ambiente (TA).

A TC é um fator determinante para os seres homeotérmicos, influenciando de
forma direta tanto a sua fisiologia, quanto os processos comportamentais do individuo
(PORTNER e cols., 2006). Em primatas ndo humanos (PNH) e humanos, especificamente,
a TC é mantida dentro de uma faixa 6tima, mas que pode variar de espécie para espécie e
dentro dessa faixa. Por exemplo, no mico-ledo dourado (Leontopithecus rosalia) a TC
varia entre 39,0°C de dia e 37,4°C a noite (THOMPSON e cols., 1994). J4 0 homem tende
a manter a TC praticamente constante, em torno de 37°C, para conservacdo das funcdes
metabolicas, regulando a temperatura em uma faixa estreita, independente das variacdes
na TA (GUYTON, 1996). Por meio de um controle preciso, mantido pelo sistema
termorregulador, sdo permitidas apenas pequenas variacGes de temperatura, em torno de
0,2° a 0,4°C (SESSLER e cols., 1997). Este sistema termorregulador mantém o ambiente
térmico interno em niveis ideais para maior parte das atividades moleculares, celulares e
sistémicas, apesar das variacdes na TA e/ou necessidades metabdlicas (NAKAMURA,
2011; PORTNER e cols., 2006). BEEHNER e cols. (2006) também correlacionaram

variagcbes da TC com uma menor quantidade de ciclos reprodutivos, menores taxas de
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concepcdo e natalidade, incluindo maior mortalidade infantil e juvenil, podendo também

reduzir a longevidade do sujeito.

Em situacbes normais, os receptores térmicos (central e cutaneo) detectam as
variagOes da TC, transmitindo essas informagdes ao Sistema Nervoso Central (SNC). No
caso do impulso gerado pelo receptor exceder ou ficar abaixo da faixa limiar de
temperatura, ocorrem respostas termorreguladoras autonémicas que mantém a TC em um
limiar adequado naquele determinado momento (GUYTON, 1996). O SNC gera respostas
que tém por objetivo conservar, transportar e/ou dissipar calor para os tecidos, por meio
dos vasos sanguineos, e assim a regulacdo da TC é uma funcdo homeostatica, promovida
em uma vasta rede circulatoria (FORSTER e cols., 1946; SCHOLANDER e SCHEVILL,
1955). Uma ruptura nesse equilibrio ou danos estruturais pode levar a perda da regulacdo
térmica, podendo por sua vez gerar hipertermia, que € a elevacdo da TC acima dos valores
adequados para sobrevida do individuo, ou hipotermia, que é diminui¢cdo ndo intencional

da temperatura ficando abaixo do limiar ideal para espécie.

TERRIEN e cols. (2011) ressaltam que PNH e o homem objetivam ficar em TA
que lhes permitam manter a TC ideal, sem gasto de energia adicional para refrigerar ou
aquecer seu corpo, podendo assim permanecer em um estado fisico de conforto térmico
chamado de Zona Termoneutra (ZTN). Por exemplo, para recém-nascidos prematuros
humanos, a faixa de neutralidade térmica situa-se entre 32°C e 35°C, com 50% de
umidade. Nessas condicdes € possivel manter a TC do prematuro entre 36,0°C e 36,5°C e
assim ndo incorrer em gasto de energia para manter a temperatura na faixa adequada para

realizacdo das funcdes vitais do organismo (SANGA, 2000; RAEVE, 2001).

O sistema termorregulador pode ser dividido, na verdade, em trés partes: (1) um

componente sensorial aferente, responsavel por levar informagfes da superficie do corpo



15

para seu o interior, relacionando o meio interno com 0 meio externo; (2) um componente
integrativo que faz a unido entre a porcdo aferente e eferente (i.e., SNC); e (3) um
componente eferente responsavel pelos mecanismos de ajuste, visando conduzir o impulso
do SNC ao tecido/6rgédo/sistema efetor do comando. Em muitos mamiferos, a area pré-
Optica do hipotalamo atua como esse centro integrativo do sistema de termorregulacéo,
coordenando as informacOes térmicas provenientes de quase todos os tecidos do corpo

(NAKAMURA, 2011).

Desta forma, a TC de animais homeotérmicos € mantida dentro de uma faixa
estreita por complexos processos fisioldégicos involuntarios e/ou adaptacdes
comportamentais, ambos controlados por mecanismos neurais (NAKAMURA, 2011). Em
termos fisiologicos, a TC pode ser regulada por diferentes respostas termorregulatorias
involuntérias, incluindo tremores musculares, vasomotricidade cutanea, sudorese,
piloerecdo e variagcGes na taxa respiratéria (POWERS e HOWLEY, 2000). Em termos
comportamentais, diferentes estudos correlacionaram variagdes da TC com
reducdo/aumento de interagcdes sociais, da atividade motora e distancia percorrida, do
consumo ou da preferéncia por determinados alimentos, e até mesmo com preferéncias por
determinados tipos de ambientes com maior quantidade de sol ou de sombra (HARRISON
e cols., 1985; AGETSUMA, 1995; CHIARELLO, 1995; FERNANDEZ-DUQUE, 2003;
HANYA, 2004; BAOPING e cols., 2009; TERRIEN e cols., 2011; NOWACK e cols.,

1983).

Apesar do sistema termorregulador, a TC pode variar dentro (e fora) de sua faixa
Otima de atuacdo em decorréncia de diferentes eventos internos e/ou externos ao corpo.
Parametros ambientais, presenca de agentes patogénicos, utilizacdo de farmacos, variacdes

emocionais (estresse), particularidades da espécie e do individuo e do ciclo circadiano séo
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algumas possiveis condigdes que levam a altera¢fes pontuais na temperatura do individuo

(p. ex., HOFFMANN e cols., 2012).

1.2. Conforto térmico e desvios da temperatura corporal

A TC nos animais homeotérmicos pode oscilar dentro de sua faixa 6tima ao longo
do dia, do més (mulheres/fémeas) ou do ano. Nesse caso, tais oscilagdes configuram em
desvios normais, sendo eles principalmente influenciados pelo ciclo circadiano. As
oscilagdes da TC geradas pelo ciclo circadiano muitas vezes independem da TA e essa
oscilagdo é considerada benéfica, uma vez que o organismo e 0 metabolismo do sujeito

estdo em perfeito estado de equilibrio com a vida.

Diferente dessa oscilacdo, e ja consideradas prejudiciais a vida, estas sao
oscilagdes que podem levar o individuo a 0bito, como nos casos de hiper ou hipotermia.
No caso de hipertermia, que € uma elevacdo excessiva da TC, pode ocorrer 0 aumento da
transpiracdo, perda de liquidos e sais, tonturas, vertigens, choque (devido a diminui¢do do
fluxo de sangue ao SNC), estresse térmico, delirios, confusdo mental e convulsdes
(SESSLER, 1990). Quando a TC a queda nos niveis minimos da espécie, nos quadros de
hipotermia, pode ocorrer um mal estar geral, diminuicdo da destreza, reducdo da
sensibilidade ao tato, comportamentos extravagantes, fechamento dos vasos sanguineos

terminais, delirios e morte por insuficiéncia do debito cardiaco (CORNELLI, 2001).

O sistema termorregulador, por meio da elevacdo da temperatura do nicleo do
corpo (febre), também participa da defesa do hospedeiro contra invasdo de patdgenos. De
fato, alteracBes nas funcdes corporais geralmente refletem na temperatura do corpo, e

dessa forma pode sugerir ou sinalizar alguma enfermidade (TIMBY, 2001). A febre é
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considerada vantajosa ao hospedeiro para sobreviver a infecces, como relatadas em seres
humanos, coelhos e outras espécies (KLUGER e VAUGHN, 1978; MACKOWIAK e
cols., 1980). Contudo, febres altas podem ter efeitos prejudiciais para o hospedeiro
(BLATTEIS, 1986). Em caso de infecgdo, os sinais imunes que chegam ao SNC
desencadeiam a producdo local de mediadores pirogénicos, que séo entdo detectados pelo

centro termorregulador (SCHULTE e MOYES, 2010).

Portanto, no contexto de um exame clinico, a TC ndo deve ser avaliada como um
dado Unico e exclusivo, separado de outros dados ou sinais clinicos (GREER e cols.,
2007). A TC tambem pode ser considerada como uma indicacdo do bem estar animal e
boas condi¢cdes de saude, uma vez que o individuo permanece preferencialmente em sua
ZTN. WASHINGTON e cols. (1999) e GRAIG e cols. (2000) enfatizaram que a TC é de
extrema importancia na rotina médica, influenciando a investigacao clinica e o tratamento

a ser realizando.

No entanto, sabe-se relativamente pouco sobre as respostas termorregulatorias em
PNH cativos e de vida livre (THOMPSON e cols., 2014). Atualmente a TC pode ser
medida em diferentes lugares do corpo, mas ainda existem discordancias sobre o local
ideal para sua afericdo. Diferentes métodos e locais tém sido estudados, bem como seus
aspectos favoraveis e suas desvantagens/limitaces (STITT e HARDY, 1971; LIU e cols.,
1981; PETRY e MAIER, 1990; RUPNIAK e cols., 1992; SCHNELL e WOOD, 1993;

LANE e cols., 1996).
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1.3. Dispositivos de aferigdo da temperatura corporal

Existem, atualmente, varias formas e locais de afericdo da TC. A temperatura retal
(RT), oral, cranial (osso frontal), membrana timpanica (MT) e subcutanea (SC) sé&o
consideradas pouco invasivas e a priori ndo necessitam de contencdo farmacoldgica, ha
também vias invasivas, exclusivas para pacientes anestesiados, incluindo: esofagiana,

artéria pulmonar, traqueal e nasofaringeana (HOWELL, 1983).

Nesse contexto, a TC pode ser mensurada por diferentes métodos e dispositivos,
uns mais invasivos, pois necessitam da utilizacdo de farmacos tranquilizantes ou
anestésicos, e o dispositivo termossensivel invade de alguma maneira o interior do corpo
do sujeito investigado, como p. ex., microchip termossensivel de radiotelemetria. S&o
métodos que tem seus valores mais proximos da TC central, porem esses necessitam de
procedimentos invasivos que podem ser dificeis de realizar e ou oferecer maiores riscos de
induzir lesdo ao paciente (ROBINSON e cols., 1998). Existem também métodos nao
invasivos, que além de ndo necessitarem da utilizacdo de farmacos tranqiilizantes, na
maioria das espécies ndo invadem o interior do corpo do sujeito investigado (p. ex.,
termdmetro auricular infravermelho). No entanto, seus valores se aproximam menos da
TC central e sdo mais influenciados por mudancas no ambiente do que os métodos

invasivos (MACEDO e ALMEIDA, 2004).

A TC central ideal seria medida diretamente no hipotalamo, pois 0s mecanismos de
feedback operam por meio dos centros termorreguladores localizados nessa regido do
SNC, auxiliados por detectores de temperatura que determinam se essa variavel esta
excessivamente acima ou abaixo da faixa ideal da espécie (BLATTEIS, 1998). No
entanto, devido a complexidade dessa estrutura, seu tamanho reduzido, e a sua localizacdo

ser de dificil acesso, € ainda inviavel se aferir de forma rotineira a TC por essa via.
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Portanto, a TC € aferida em outras localidades como forma de aproximacdo da

temperatura do hipotdlamo (MACEDO e ALMEIDA, 2004).

Contudo, em termos da interpretacdo da TC, é preciso levar em consideracdo 0s
fatores que influenciam uma determinada medida, pois valor registrado na aferi¢cdo da TC
em um determinado local pode diferir significativamente da TC central (ROBINSON e
cols., 1998; TAYLOR, 2014). Essa ultima é considerada com sendo da temperatura do
sangue que irriga o hipotadlamo, sendo que algumas técnicas de afericdo tém valores

préximos ou muito distantes dessa medida (ROBINSON e cols., 1998).

Rapidas flutuagbes na TA podem refletir termicamente de forma mais rapida em
tecidos superficiais, como por exemplo, a temperatura da pele (WURSTER e cols., 1985).
Além disso, a temperatura central do corpo também oscila ao longo de 24 horas entre as
fases luz e escuro, e ao longo do ciclo menstrual feminino (BARGER e cols., 2010;
HOPPINKINS e FOWLER e cols., 1998). A capacidade de conducdo térmica do tecido
também é um fator importante para determinacédo do valor da TC local. Portanto, a ndo ser
que os locais de afericdo possuam taxas metabolicas similares e sejam perfundidos pelos
mesmos vasos sanguineos, a TC podera diferir significativamente de acordo com o local e

método de mensuracao utilizada (TAYLOR, 2014).

1.3.1. Afericdo da temperatura corporal por termometria retal

Para muitas espécies de animais domésticos e de producédo, a termometria RT € a
técnica de primeira escolha na maioria das vezes para a afericdo da TC (MANDUCA e
cols., 2010). Destaca-se por ser um meétodo de baixo custo (termbémetro retal) e alta

praticidade para animais domésticos. No entanto, por essa via, ha pouca fidelidade em
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medir alteracbes térmicas ocorrendo em 6rgéos vitais, como 0 SNC (MALONEY, 2001).
Além disso, a natureza invasiva do mesmo pode: (1) gerar estresse no animal devido a
manipulacdo; (2) aumentar a TC basal em virtude da contencdo (SCHNELL e WOOQOD,
1993); (3) elevar o risco de contusdes e/ou sangramentos retais em casos de amostragens
repetidas; e/ou (4) precipitar fissuras e feridas no reto durante o procedimento em
individuos indéceis e agitados (CILIA e cols., 1998). A via RT pode também apresentar
uma menor precisao, quando comparado a outros métodos, em decorréncia da presenca de
fezes no reto, de um peristaltismo aumentado, um posicionamento incorreto do

termdmetro e/ou de variagdes do fluxo de sangue local (ROBSON e cols., 1998).

Atualmente, ocorre a substituicdo gradual do termdmetro de mercurio por
equipamentos eletrénicos digitais, mais rapidos, de facil manuseio e mais seguros
(SIMOES e MARTINO, 2007). Porém MANDUCA e cols. (2010) em seu estudo com
bovinos, relatam haver diferencas entre a TC aferida por um termdmetro RT digital e um
de mercurio. Mas, mesmo com 0s avangos tecnoldgicos na area da saude, a termometria
retal ainda representa uma importante ferramenta rotineira no diagnostico e na verificacao

do estado de salude ou doenca.

Em PNH, assim como acontece com a maioria dos mamiferos, a via RT é o método
mais comumente utilizado para estimar a TC (SIKOSKI e cols., 2007; BRUNELL, 2012).
No entanto, em macacos, este método normalmente necessita de sedacdo ou consideravel
contencao fisica, eventos que por si s6 podem gerar alteracBes nos valores reais da TC

nestes animais (WOODS e cols., 2013).
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1.3.2. Afericdo da temperatura corporal por termometria subcutanea

A afericdo SC, realizada por radiotelemetria via a implantacdo prévia de um
microchip com sensor térmico, consiste em uma alternativa para a mensuracao da TC em
PNH e a outras espécies. A termometria SC é medida facilmente, sendo um método menos
invasivo, ou invasivo apenas no momento da implantacdo do microchip termossensivel.
Ela se correlaciona bem com a temperatura obtida por via RT em PNH (CILIA e cols.,
1998; SHELTON e cols., 2006; BRUNELL, 2012) e varios outros animais (GOODWIN e
cols., 1998; NEWSOM e cols., 2004; CHEN e WHITE, 2006; QUIMBY e cols., 2009).
Dessa forma, oferece a vantagem da velocidade, conveniéncia e a diminuicdo do estresse

para o animal.

Em geral, o microchip mede aproximadamente 14 mm de comprimento e dois mm
de didmetro, semelhante aos usados para a identificacdo de animais de estimacdo (CILIA e
cols., 1998). O microchip é implantado em poucos segundos no dorso, no espaco entre as
omoplatas, usando um aplicador descartavel. Portanto, ndo ha necessidade da realizacéo
procedimentos cirurgicos complexos e invasivos para a implantacdo do microchip, nem
mesmo requer a intervencdo com farmacos tranquilizantes e/ou analgésicos. CILIA e cols.
(1998) avaliaram que, a afericdo da TC por radiotelemetria, consiste em uma metodologia
ndo invasiva e confiavel para utilizacdo rotineira em animais. Contudo, se tratando de um
procedimento novo, 0 mesmo requer uma melhor padronizacdo dos dados obtidos por essa

via, principalmente em comparag¢do com outras vias ja bem estabelecidas.
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1.3.3. Afericdo da temperatura corporal via membrana timpanica

A afericdo da temperatura da MT é feita por meio de um termdmetro auricular
infravermelho. Ainda considerado um procedimento recente na rotina veterinaria
(ROBINSON e cols., 1998; BERGEN e KENNEDY, 2000; STAVEM e cols., 2000), a
termometria por raios infravermelhos em humanos teve seu inicio na area médica com o
objetivo de se auxiliar o diagnostico de doencas vasculares, inflamacgdes, tumores e
desordem metabdlica, bem como anormalidades da TC (SOULEN e cols., 1972; ANBAR,

1998; ACHARYA e cols., 2010; LEVY e cols., 2010).

O timpano € uma membrana com vasos finos que € influenciado pela atividade
metabolica do SNC, por meio do aquecimento do tecido cerebral e de seu suprimento
sanguineo por ramos da artéria carotida (BRAMBRINK e cols., 1999). O conduto auditivo
divide-se em trés porgdes: o ouvido externo, o ouvido médio e ouvido interno. A
membrana timpanica localiza-se no final do ouvido externo, separando-o do ouvido
médio. Em humanos, a circulagdo sanguinea do ouvido interno ocorre pela artéria
labirintica, conhecida também como artéria auditiva interna. Essa artéria penetra no
ouvido interno, dividindo-se em artéria coclear e artéria vestibular, que por sua vez irriga a
maior parte do labirinto posterior (HUNGRIA, 1995). Em PNH e roedores, a membrana
timpéanica direita (MTd) € irrigada por ramos da artéria maxilar, enquanto que a da
esquerda (MTe) é perfundida por afluentes das artérias carétida, temporal e maxilar
(BAKER e cols., 1972; MEINERS e DABBS, 1977; ALBIIN e cols., 1985).

Estas caracteristicas sugerem que a irrigacdo das MT resulta do fluxo de sangue
cerebral e assim poderia se investigar diferencas funcionais entre os hemisférios cerebrais
usando a temperatura detectada nos ouvidos direito versus esquerdo (SCHUMAN e cols.,

1999). De fato, no homem, ha uma assimetria térmica em termos da temperatura da MT
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relacionada a sociabilidade e a aspectos emotivos (BOYCE e cols., 2002). Em PNH e
seres humanos, a temperatura da MT em cada lado também € diferente em resposta a um
estimulo visual aversivo, tendo o lado direito uma ativacdo mais significativa (PARR e
HOPKINS, 2000; TOMAZ e cols., 2003). Em macacos rhesus, a temperatura medida no
ouvido direito foi 0,6°C inferior a que foi obtida no lado esquerdo (BOYCE e cols., 1996),
assim como em micos-estrela houve uma diferenca de 0,3°C em termos dos valores vistos
nos ouvidos direito e esquerdo em resposta a um estresse de captura (TOMAZ e cols.,
2003).

Vale ressaltar que a afericdo térmica por termémetro infravermelho apresenta
algumas desvantagens, incluindo o custo mais elevado para aquisi¢cdo do equipamento
(comparado a outros métodos), a técnica empregada de forma inadequada pode afetar a
medida e a sua contraindicacdo em sujeitos com fraturas na regido maxilolofacial, na base
do cranio ou otorragias (PRANSKY, 1991). Além disso, em varias espécies ainda nao ha
um procedimento padrdo para sua obtencdo, o valor real pode sofrer influéncia da
temperatura ambiente, o cerumen pode gerar falsa medida, e a imobilizacdo cervical em
determinadas espécies dificulta a realizacdo do procedimento. Apesar disso, a afericdo da
TC via MT pode ser um método mais rapido e preciso de se atingir, em determinadas
situacOes, do que a RT. Além disso, por ser um método ndo invasivo, ndo oferece riscos

de lesdes traumaticas ou por repeticdo (TOMAZ e cols., 2003).

1.4. Modelo experimental: mico-estrela (Callithrix penicillata)

O mico-estrela é uma espécie de primata neotropical arboricola de pequeno porte,
de habitos diurnos, ndo ameacado de extingdo e que se adapta facilmente ao ambiente de

cativeiro (STEVENSON e RYLANDS, 1988; DINIZ, 1997). Eles pesam, em média, 200-
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400 g quando adultos, tendo uma dieta protéica tanto de origem animal, quanto vegetal,
composta por sementes, graos, folhas, frutos e ovos, conseguindo se alimentar também de
goma do lenho das &rvores devido a densa camada de esmalte em seus dentes e insetos
retirados dos orificios das arvores com auxilio de suas unhas finas e longas (DINIZ,
1997). Medem em torno de 20 a 30 cm, com pelagem curta, densa, de coloracdo cinza
rajado, com tufos nas orelhas de cor preta. Sdo de baixo custo, facil manejo, e alta taxa
reprodutiva, com o periodo de gestacdo entorno de 147 a 180 dias, podendo nascer de um
a trés filhotes, com longevidade entorno de 10 a 16 anos em cativeiro (NOWAK e
PARADISO, 1983). Tais fatores vém contribuindo para o estabelecimento desse simio
como sujeitos experimentais em investigacdes biomédicas, comportamentais e

neuropsicofarmacologicas (TOMAZ e BARROS, 2008).

Utilizar primatas como sujeito experimental requer, porém, uma série de cuidados
de forma a assegurar resultados confiaveis e reprodutiveis em pesquisas biomedicas.
Assim, é necessario observar suas necessidades especificas em termos de dieta, do tipo de
alojamento, do espaco fisico e das oportunidades para reproducdo, incluindo formas de
interacdes sociais, a fim de evitar anormalidades comportamentais e ou fisiologicas
(PISSINATI e cols., 2014). Aspectos como higiene, consangiinidade, exames periddicos
do estado de salde, estresse provocado por procedimentos de manejo, dentre outros
também precisam ser considerados na utilizacdo desses animais em pesquisas biomédicas

(ANDRADE e cols., 2010).
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2. RELEVANCIA DO ESTUDO

Dentre 0s varios sinais utilizados na pratica diaria de um exame clinico destacam-
se por sua importancia a pressdo arterial, a frequéncia cardiaca e respiratoria, e a TC.
Como todos esses podem ser relacionados a existéncia de vida, sdo genericamente
classificados como sinais vitais. Portanto, dado sua importancia para o estabelecimento do
bem estar animal, é imprescindivel a obtencdo de valores precisos desses parametros
fisioldégicos. Desvios nesses sinais vitais possuem alta correlagdo com diferentes
patologias, sendo, portanto importantes indicadores do estado de saide do sujeito.

Em termos da TC, TAYLOR, (2014) argumentam que nao existe um padrdo-unico
para a TC central. Cada medida obtida deve ser avaliada em relacdo aos proprios objetivos
que se pretende atingir e a sua aplicacdo clinica/experimental. Conforme ja mencionado
anteriormente, diferentes locais, métodos e dispositivos ja foram desenvolvidos para uso

em humanos e animais.

Mesmo que a via RT, considerada atualmente na clinica veterinaria como ‘padrao
ouro’ para afericdo minimamente invasiva da TC, a sua utilizacdo em PNH de pesquisa
nem sempre deve ser considerada como a primeira escolha devido a exigéncia de sedacao
ou contencdo fisica (LOPEZ e cols., 2002; SETSER e cols., 2009; WOODS e cols., 2013).
Além disso, o0 estresse associado a forte contencdo manual e colocacdo do termdmetro
para uma medicao retal, apontam a necessidade de uma alternativa para a técnica em PNH
(WOODS e cols., 2013).

Em PNH, e especial em micos, hd uma necessidade premente de se estabelecer
valores basais da TC: (1) empregando diferentes técnicas; (2) em diferentes condicdes
ambientais, como por exemplo, em TA dentro e fora da ZTN da espécie; e (3) em

comparacdo a diferentes patologias que comumente afetam PNH e/ou o homem. Além
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disso, a influéncia de fatores importantes, como o género, massa corporal e ciclo
circadiano, também carecem de mais estudos.

A proximidade filogenética entre PNHs e os seres humanos proporciona estudos
comparados entre as espécies. Esses animais tém sido utilizados como modelos para
pesquisas biomédicas de doengas com diversas etiologias, incluindo uma variedade de
patégenos (DINNIZ, 1997). Porém vale ressaltar que devido ao seu tamanho e facil
manejo, primatas neotropicais também sdo importantes modelos para pesquisas
biomédicas (PISSINATI e cols., 2014). Dentre os primatas do Novo Mundo, 0s
calitriquideos representam um atraente modelo experimental e em especial as espécies
Callithrix jacchus e C. penicillata tém sido utilizados em pesquisas na &rea da
neurociéncia, biologia reprodutiva, doencas infecciosas, comportamento e no
desenvolvimento de medicamentos e vacinas (p. ex., MANSFIELD, 2003; WARD e
VALLENDER, 2012).

Portanto, a TC de sujeitos empregados em estudos comportamentais e biomedicos
é um parametro fundamental, que pode ser empregado com diversas finalidades, desde o
uso do dado per se e como um adjuvante para se avaliar a condicéo clinica do individuo e
do bem-estar animal, além de seu estado de saude para ser um sujeito em pesquisas

biomédicas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O presente estudo visou comparar a temperatura corporal (TC) de micos-estrela

(Callithrix penicillata), adultos e cativos, obtida via diferentes técnicas de afericdo, e

correlacionar esses dados com aspectos clinicos e ambientais.

3.2. Objetivos especificos

b)

d)

Desta forma, no presente estudo, pretendeu-se especificamente:

comparar, nos micos-estrela, a TC basal obtida via termometria retal (termdmetro
digital), subcutanea (radiotelemetria com implantacdo de microchip) e da membrana

timpéanica (termémetro digital de raio infravermelho);

verificar possiveis diferencas na TC entre individuos machos e fémeas dessa espécie;

correlacionar as diferentes TC dos micos com seu peso corporal e perfil hematoldgico
basico;
estabelecer os valores da TC dos micos ao longo de um periodo de 12 meses

consecutivos;

correlacionar as diferentes TC verificadas ao longo de 12 meses consecutivos com as
respectivas temperaturas (minima e maxima) do ambiente e umidade relativa do ar

(minima).
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4. METODOLOGIA
4.1. Aspectos éticos

O procedimento foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal do Instituto de
Biologia da Universidade de Brasilia (CEUA/IB/UnB; UnBDoc 14054/2014, Anexo 1),
estando de acordo com o uso cientifico de animais de laboratério (Lei Arouca 11.794) e os
preceitos éticos estipulados pelo Conselho Nacional para o Controle de Experimentacao

Animal (CONCEA/Brasil).

4.2. Sujeitos e condicgdes de alojamento

O presente estudo utilizou 27 micos-estrela (Callithrix penicillata), todos
selecionados ao caso, contudo, em boas condi¢des de saude clinicamente, acompanhados
por meio de um médico veterindrio diariamente, e também realizados procedimentos de
colheita de sangue e analises dos padrées hematoldgicos desses animais a cada trés meses
ao longo dos 12 meses do estudo. Todos animais adultos (>18 meses), assim 14 machos e
13 fémeas que ndo estavam prenhas. O ciclo estral das fémeas nao foi verificado. Todos 0s
animais faziam parte do plantel permanente do Centro de Primatologia da Universidade de
Brasilia (CPUNB) e esse também foi o local de alojamento dos animais e de realizacdo do

estudo.

Os micos foram alojados no Pavilhdo dos Calitriquideos no CPUnB. Esse era
composto por dois corredores paralelos, de 12 viveiros/cada, separados por um corredor
central de seguranca em comum (Figura 1). O pavilhdo era coberto por telha opaca,
intercalada com telha de acrilico (transltcida), situadas 50-100 cm acima da tela superior

dos viveiros. A telha cobria todo o corredor central de seguranga e 2/3 dos corredores de
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viveiros, ficando 1/3 dos viveiros descoberto, tendo somente a tela superior. Desta forma,

o0s animais foram alojados em condic¢des naturais de luminosidade, temperatura e umidade.

Figura 1. Fotografias do Pavilhdo dos Calitriquideos do CPUnB. (a) Vista frontal do
Pavilhdo, com a porta central de acesso; (b) Vista interna do Pavilhdo, a partir do corredor
central de seguranca e com a disposi¢cdo dos dois corredores paralelos de viveiros; e (c, d)
Vistas externas laterais do Pavilhdo (fotos: Marilia Barros).

Cada viveiro, de 2 x 1 x 2 m (A x L x P), era formado por duas paredes laterais de
concreto que separavam dois viveiros adjacentes, e uma tela metalica que formava a parte
da frente, de trés e de cima (Figura 1). O piso de cada viveiro, por sua vez, era de concreto
lavavel. Cada viveiro foi provido com: (1) uma caixa-ninho feita de bambu natural
pendurada da tela superior; (2) varios poleiros de madeira fixados em diferentes alturas;

(3) um suporte metalico para um recipiente contendo alimento fresco; (4) um tubo de
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alimentacdo em PVC pendurado da tela superior contendo racdo seca; e (5) e um

bebedouro.

Os animais foram alojados em pares hetero- e homossexuais, grupos familiares
(par reprodutivo e descendentes) ou em grupos mistos de trés individuos. Havia contato
olfativo e sonoro entre todos os membros do pavilhdo, mas o contato visual s era possivel

entre animais alojados em viveiros opostos do corredor central de segurancga (Figura 1).

A alimentacgdo foi fornecida uma vez ao dia, as 07h00min h, e as sobras retiradas
as 17h00min h. A dieta era composta por frutas in natura e desidratadas, legumes,
verduras, ovos cozidos, sementes/nozes e proteina (grilos, tenébrios, iogurte, peito de
frango cozido). Agua e ragdo para os primatas foram disponibilizados ad Libitum. Os
sujeitos experimentais ndo foram privados de agua ou comida em nenhum periodo do
estudo. Alguns sujeitos do experimento participaram concomitantemente de outros
estudos, no entanto foi repeitado um periodo de caréncia de no minimo sete dias entre as
coletas de dados (entre as pesquisas concomitantes). As condi¢bes de alojamento e
manutencdo dos sujeitos seguiram os regulamentos do Instituto Brasileiro do Meio

Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA).

Como um procedimento de rotina do CPUnB, todos os individuos foram
implantados com um microchip de radiofrequéncia (134 kHz) que tinha capacidade de
deteccdo da temperatura e um cddigo inalteravel de identificacdo composto por 15 digitos
(LifeChip com BioThermo 985 microchip, Destron Fearing, South St. Paul, EUA). Os
animais receberam os microchips pelo menos dois meses antes do inicio do estudo. Os
microchips foram implantados subcutaneamente, no dorso, entre as escapulas usando uma
seringa descartavel, esteéril, fornecida pelo fabricante. Este procedimento ndo requereu

anestesia e 0 microchip permanecera no sujeito até o seu 6bito, ndo sendo reaproveitado.
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4.3. Técnicas de afericdo da temperatura corporal

As TC foram registradas em quatro locais utilizando diferentes técnicas de
afericdo. A temperatura SC foi medida com um leitor portatil dos microchips previamente
implantados nos sujeitos. A leitora (HS9002B Pocket Reader, Destron Fearing, S&o
Caetano do Sul, Brasil) foi colocada a aproximadamente dois cm do local do implante e,
uma vez posicionada, o botdo no dispositivo foi pressionado para iniciar a leitura da
temperatura (figura 2). Ap6s um intervalo de aproximadamente 1 s, um aviso sonoro era
emitido pelo aparelho, o qual entdo exibia no seu painel de LCD a identificacdo e
temperatura do animal. Esse procedimento foi realizado duas vezes, em um intervalo de 5
S, mas apenas a temperatura mais alta foi registrada. O aparelho tinha uma faixa de leitura

de temperatura de 0 a 50°C.

Figura 2. Fotografias dos dispositivos de afericdo da temperatura corporal dos micos. (a)
Leitor portatil dos microchips previamente implantados; (b) Termémetro auricular digital
infravermelho; e (c) Termdmetro digital retal. (fotos: Lucas Cardoso).

As temperaturas das MT esquerda (MTe) e direita (MTd) foram aferidas com um
termdmetro auricular digital infravermelho projetado para pacientes adultos/pediatricos

(IFR 100, Termémetro Dual Mode, Microlife, Brasil). Estudos anteriores ja demonstraram
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que esse tipo de termdmetro também pode ser empregado de forma confiavel em pequenos
primatas neotropicais (TOMAZ e cols., 2003; BOERE e cols., 2005; LONG e cols., 2011).
A pele da orelha externa do mico foi puxada suavemente para cima e para trds e o
termdmetro inserido no ouvido direito ou esquerdo. O botdo de leitura no aparelho foi
imediatamente pressionado e, aproximadamente 1 s depois, um sinal sonoro soou e a
temperatura foi exibida no seu painel de LCD. Quatro leituras foram realizadas em todos
0s sujeitos, em intervalos de 5 s: duas foram feitas no lado esquerdo e duas no lado direito.
O primeiro lado a ser aferido foi estabelecido de forma randdmica, sendo que as leituras
subsequentes foram realizadas de forma alternada entre os dois lados. Foi registrada
apenas a temperatura mais alta de cada ouvido, uma vez que a MT € mais quente que 0S
tecidos circundantes (HEUSCH e cols., 2006). O termémetro tinha uma faixa de leitura de
temperatura de 10 a 50°C, uma sensibilidade de 0,1°C e uma precisdo de +0,2°C (entre

32,0 € 42,2°C).

A temperatura RT de cada sujeito foi aferida usando uma sonda contendo uma
substancia termométrica (termdmetro digital clinico; MT 500, Microlife, Brasil). O
termdmetro foi inserido no reto do animal, a uma profundidade de 2-3 cm, e mantido no
local até que uma temperatura estavel fosse obtida, indicado por um som do dispositivo
(<1 min). Esse procedimento foi realizado duas vezes, sendo registrada novamente apenas
a temperatura mais alta. O termdmetro tinha uma faixa de leitura de temperatura de

32,0°C a 42,9°C e uma precisédo de £0,1°C.
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4.4. Procedimento de aferi¢céo das temperaturas e do peso corporal

O CPUNB possui uma rotina mensal de pesagem dos animais, e assim a coleta dos
dados da TC foi realizada junto com a de pesagem. Nesse sentido, a TC de cada sujeito foi
avaliada uma vez por més, durante um periodo de 12 meses consecutivos, iniciado em
junho de 2014 e encerrado em maio de 2015. As aferi¢Oes foram realizadas sempre entre o
4° e 8° dia do més, das 08h30min as 11h30min h. Vale ressaltar que, durante este intervalo
de tempo (8h30min as 11h30min), HOFFMANN e cols. (2012) observaram que a TC de

micos adultos (machos e fémeas) permaneceu estavel.

Para cada afericdo, o sujeito foi rapidamente capturado em seu viveiro de moradia
com o auxilio de um puca e luvas de couro e sua TC registrada de acordo com as técnicas
descritas acima. A temperatura SC foi determinado primeiro, seguido da MT, e por fim a
RT. O tempo despendido para capturar o sujeito foi determinado com um cronémetro
digital e o valor registrado. Em seguida, o sujeito foi levado para uma sala adjacente aos
viveiros e colocado dentro de uma caixa de transporte de aluminio (35 x 20 x 23 cm; C X
L x A). A caixa foi entdo colocada em cima de uma balanca digital (DP-15. Digipeso,
Brasil) e 0 peso corporal do sujeito foi registrado. Ao final desse procedimento, o mico foi

levado de volta ao seu viveiro de moradia.

Todas as afericdes da TC foram realizadas pelo mesmo experimentador e a ordem
dos sujeitos em cada dia de coleta foi estabelecida de forma randémica. Nos dias de
afericdo da TC e do peso, também foram registradas as TAs minima e maxima dentro do
Pavilhdo de Calitriquideos do CPUNB naquele dia, assim como a umidade relativa (UR)
méaxima e minima. Para tanto foi usado um termo-higrometro (TH50, Incoterm, Brasil)
posicionado no corredor central do Pavilhdo. O aparelho tinha uma faixa de leitura de

temperatura entre -10°C e 50°C e uma umidade de 10 a 99%.
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4.5. Procedimento de colheita de sangue e analise hematoldgica

Uma amostra de sangue foi coletada em cada mico em agosto/2014, 24 h ap6s o
término do procedimento descrito acima. A coleta de sangue também foi realizada entre as
08h30min e 11h30min h. Para tanto, cada sujeito foi rapidamente capturado em seu
viveiro de moradia e levado para uma sala adjacente ao corredor de viveiros, onde foi
anestesiado por via inalatéria com isoflurano (BioChimico, Rio de Janeiro, Brasil)
utilizando um vaporizador universal. Uma amostra de 0,5 mL de sangue foi obtida via
venopungdo femoral, a qual foi imediatamente transferida para um frasco de 0,5 mL
contendo EDTA (micro tubo). Apés a sua recuperacdo (~1-2 min), o mico foi levado de
volta ao seu viveiro de moradia e monitorado por mais 15-30 min. As amostras foram

coletadas por um dos veterinarios do CPUNB.

As amostras foram encaminhadas ao Laboratorio Sabin de Analises Clinicas em
Brasilia, as quais foram processadas dentro de um periodo méximo de 5 h apds a colheita
de sangue. Cada amostra foi analisada para contagem do numero de eritrécitos,
leucocitos, bastonetes, neutréfilos segmentados, linfocitos, mondcitos, eosinofilos,
basofilos e plaquetas, bem como para a determinacdo da concentracdo de hemoglobina
e do estabelecimento do hematocrito, do volume corpuscular médio (VCM), da
hemoglobina corpuscular média (HCM) e da concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM). Para tanto, as amostras foram analisadas em um sistema automatizado de

hematologia (XE2100, Sysmex, Parana, Brasil).
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4.6. Analises dos dados

4.6.1. Temperatura corporal, peso e hematologia

As TC registradas no més de agosto/2014 foram comparadas para determinacao de
possiveis diferencas entre 0s géneros e os locais de mensuracdo. Para tanto, os dados
foram analisados usando uma Anélise de Variancia (ANOVA) de duas vias de desenho
misto, tendo-se o ‘género’ (machos x fémeas) como o fator independente, e a ‘localizagao’
como a medida repetida (temperaturas: MTe, MTd, SC e RT). Quando resultados
significativos foram obtidos, os dados foram entdo analisados via o teste de Tukey. Os
dados do peso corporal, dos parametros hematoldgicos e do tempo de captura registrados
em agosto/2014 também foram analisados para possiveis diferencas entre género,

utilizando o teste-t para amostras independentes.

Uma vez que ndo foram observadas diferencas significativas entre os géneros em
nenhuma das TC ou dos parametros hematoldgicos, esses dados dos machos e das fémeas
foram agrupados para a realizacdo das analises subsequentes de correlacéo e concordancia.

Porem, o peso corporal foi analisado e expresso separadamente em termos de género.

Desta forma, o teste correlacdo de Pearson foi utilizado para determinar a relacéo
entre as quatro medidas da TC, bem como a relacdo entre as TCs e 0 peso corporal, 0s
dados hematoldgicos e 0 tempo necessario para capturar 0 mico no seu viveiro. Para as
temperaturas SC e RT, especificamente, também foi realizada uma analise de Bland-
Altman para determinacdo, de forma grafica e numérica, do grau de concordancia entre
essas duas técnicas (BLAND e ALTMAN, 1986). Nessa analise, os dados da temperatura
RT foram usados como o valor padrdo para comparacdo com os obtidos por via SC. Uma

discordancia de no maximo +1,67°C com um intervalo de confianca de 95% (SHELTON
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e WHITE, 2006; BRUNELL, 2012) foram estabelecidos a priori como critérios para
determinar se a termometria SC era equivalente a RT nos micos-estrela. O nivel de

significancia para todos os testes foi fixado em p< 0,05.

4.6.2. Temperatura corporal e aspectos ambientais

As TCs, o peso corporal e o tempo de captura registrados ao longo dos 12 meses
do estudo foram comparados para determinacdo de possiveis diferencgas entre 0s géneros e
0S meses de coleta. Para tanto, os dados foram analisados usando uma ANOVA de duas
vias de desenho misto, tendo-se o ‘género’ (machos x fémeas) como o fator independente,
e 0 ‘més de coleta’ como a medida repetida (junho/2014 a maio/2015). Quando resultados
significativos foram obtidos, os dados foram analisados via o teste de Tukey. Uma vez que
ndo foram observadas diferencas significativas entre os géneros para nenhuma das TC ou
nos tempos de captura, esses dados dos machos e das fémeas foram agrupados para a
realizacdo das analises subsequentes de correlacdo. Porem, o peso corporal foi analisado e
expresso separadamente em termos de género.

Desta forma, uma possivel diferenca entre as temperaturas registradas nas MTe e
MTd e as vias SC e RT, ao longo dos 12 meses do estudo, foi determinada empregado
uma ANOVA de uma via, com o fator ‘més de coleta’ como a medida repetida
(jJunho/2014 a maio/2015). Além disso, o teste correlacdo de Pearson foi utilizado para
determinar a relacdo entre as TC e as respectivas TAs maxima e minima dentro do
Pavilhdo de Calitriquideos nos dias de coleta de dados, assim como a umidade relativa
minima e 0s tempos para captura no viveiro. O nivel de significancia para todos os testes

foi fixado em p< 0,05
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5. RESULTADOS

5.1. Temperatura corporal, peso e hematologia

As temperaturas corporais (Figura 3) diferiram significativamente em termos do
local de aferi¢cdo, mas nenhum efeito significativo foi observado entre os géneros (género:
F1 25=1,73 e p=0,20; localizagéo: F3 75=209,40 e p<0,001; interacdo: F3 75=0,77 e p=0,50).
Nos micos de ambos 0s géneros, as temperaturas RT e SC foram significativamente
(p<0,05) mais elevadas do que as verificadas nas Mte e MTd. No entanto, as duas
primeiras (RT e SC) e as duas ultimas medicdes (MTe e MTd) ndo diferiram
significativamente uma da outra. As temperaturas RT e SC variaram entre 37,8 — 40,1°C e
38,0 — 40,2° C, respectivamente. Por sua vez, a temperatura da MTe variou entre 35,9

37,4°C, enquanto que as medi¢bes da MTd ficaram entre 35,6 e 37,4°C.

8 M Hl machos
9_.- 1 fémeas
S 394

2
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Figura 3. Temperatura corporal dos micos-estrela adultos machos e fémeas (média + epm;
em graus Celsius), aferida nas membranas timpanicas esquerda (MTe) e direita (MTd),
subcutaneamente (SC) e por via retal (RT). Simbolos pretos — machos (n=14), simbolos
brancos — fémeas (n=13); *p<0,05 MTe e MTd vs. SC e RT.
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Com base nos dados agrupados de machos/fémeas, as temperaturas SC
apresentaram uma correlacdo positiva com os dados registrados por via RT (r=0,69 e
p<0,01; Figura 4). Além disso, de acordo com a analise de Bland-Altman, as TC medidas
de forma SC também estavam em concordancia com as temperaturas RT. Os limites de
concordancia calculados (0,82 e -1,18°C; com uma diferenca média de -0,18°C) estavam
dentro do critério pré-estabelecido de +1,67°C para essa medida ser considerada
equivalente aos dados da termometria RT. Nenhuma outra relagdo linear significativa foi
detectada entre as outras TC (MTe x MTd: r=0,21 e p=0,29; MTe x SC: r=0,15 e p=0,47,;
MTe x RT: r=0,16 e p=0,42; MTd x SC: r=0,29 e p=0,14; MTd x RT: r=0,21 e p=0,30), e

as temperaturas das MTd e MTe diferiam em termos de 0,4+0,2° C.
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Figura 4. Superior: Relacdo entre a temperatura corporal subcutanea (SC) e retal (RT) dos
micos-estrela adultos machos e fémeas (n=27) em graus Celsius. Inferior: grafico de
Bland-Altman da diferenca entre as temperaturas RT e SC (eixo-y) versus a média entre as
duas medidas (eixo-x) em graus Celsius. A linha reta indica a diferenca média, enquanto
que a linha pontilhada indica os limites superior e inferior de 95% do intervalo de
confianca (limites de concordancia), respectivamente. Simbolos pretos — machos (n=14),
simbolos brancos — fémeas (n=13).

Esses resultados ndo foram influenciados pelo tempo necessario para capturar 0s
micos em seus viveiros de moradia, uma vez que essa variavel ndo foi significativamente
correlacionada com as TC registradas (tempo de captura x MTe: r= -0,17 e p=0,40; x
MTd: r=-0,08 e p=0,70; x SC: r=0,22 e p=0,27; x RT: r=0,17 e p=0,40). Além disso, 0
tempo de captura no viveiro ndo diferiu entre os sujeitos machos e fémeas (t,5=0,24 e
p=0,82), sendo necessario em média 17+2 s para captura (média = epm; com uma variagdo

de5-455).

Apesar dos machos apresentaram um peso corporal significativamente maior do
que as fémeas (t25=2,26 e p=0,03; Tabela 1), ndo foram observadas diferencas entre 0s
géneros para nenhum dos parametros hematologicos (eritrocitos: t25= -0,07 e p=0,95;
hemoglobina: t25= -0,22 e p=0,83; hematdcrito: t25=0,15 e p=0,88; VCM: t25=0,30 e
p=0,77; HCM: t25= -0,39 e p=0,70; CHCM: t25= -1,21 e p=0,24; leucocitos: t25=1,91 e
p=0,07; neutrofilos segmentados: t25=1,22 e p=0,23; linfocitos: t25=0,76 e p=0,46;
monacitos: t25= -0,68 e p=0,50; eosinofilos: t25=0,50 e p=0,62; basofilos: t25=1,69 e

p=0,10; plaquetas: t25=-1,46 e p=0,16; Tabela 1).



40

Tabela 1. Peso corporal e perfil hematol6gico do micos-estrela adultos cativos machos

(n=14) e fémeas (n=13).

Parametro Género

macho Fémea
Peso corporal (g) 374+12 340+8 *
Eritrécitos (x10°%/pul) 6,8+0,2 6,8+0,2
Hemoglobina (g/dl) 15,2+0,5 15,3+0,3
Hematdcrito (%) 49,7+1,3 49,5+1,1
VCM (fl) 73,4+1,0 72,9+1,1
HCM (pg) 22,3+0,3 22,5+0,3
CHCM (g/dl) 30,420,2 30,940,2
Leucdcitos (x10*/ul) 16,2+2,2 11,7#1,3
Bastonetes (ul)
Segmentados (x10%/pl) 11,2427 7,4+1,5
Linfocito (x10°/ul) 5,0+1,3 3,9+0,7
Mondcitos (x10%/ul) 0,30,0 0,30,0
Eosinéfilos (x10%/pl) 0,1+0,1 0,00,0
Basofilos (x10%/ul) 0,240,1 0,10,0
Plaquetas (x10%/l) 4,60,4 5,30,4

VCM = volume corpuscular médio, HCM = hemoglobina corpuscular média, CHCM =
concentracdo de hemoglobina corpuscular média.

! p<0,05 machos vs. fémeas

Por outro lado, a contagem de células segmentadas teve uma correlacdo negativa
com as temperaturas da MTe e MTd, enquanto que o numero de linfécitos apresentou uma

relacdo linear positiva com as temperaturas SC e RT (vide Tabela 2 para os dados
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estatisticos). Néo foi detectada nenhuma relacdo entre as TC dos micos e seu peso

corporal (vide Tabela 2 para os valores estatisticos).

Tabela 2. Coeficiente de correlagdo (r) entre as temperaturas da membrana timpanica

(MT) esquerda e direita, subcutanea (SC) e retal, assim como a sua relacdo com o peso

corporal e os parametros hematoldgicos dos micos-estrela adultos cativos.

Parametro Temperatura corporal
MT esquerda  MT direita SC RC

peso corporal (macho) 0,39 (p=0,17) 0,05 (p=0,86) -0,05 (p=0,86) 0,39 (p=0,17)
peso corporal (femea) 0,35 (p=0,24) 0,10 (p=0,74) 0,11 (p=0,73)  -0,39 (p=0,19)
eritrocito 0,06 (p=0,77) 0,08 (p=0,70) 0,08 (p=0,70) 0,29 (p=0,14)
hemoglobina 0,20 (p=0,31) 0,01 (p=0,98) 0,06 (p=0,76) 0,19 (p=0,34)
hematocrito 0,22 (p=0,28) 0,03 (p=0,89) 0,24 (p=0,24) 0,29 (p=0,15)
leucdcito -0,26 (p=0,20)  -0,16 (p=0,42) 0,35 (p=0,08) 0,13 (p=0,51)
neutrofilo segmentado  -0,40 (p=0,04)  -0,39 (p=0,05) 0,11 (p=0,60)  -0,09 (p=0,68)
linfocito 0,29 (p=0,15) 0,12 (p=0,56) 0,42 (p=0,03) 0,43 (p=0,02)
mondcito 0,01 (p=0,96) 0,22 (p=0,26) 0,08 (p=0,70) 0,21 (p=0,29)
eosinéfilo -0,27 (p=0,18) 0,15 (p=0,46)  -0,14 (p=0,49)  -0,39 (p=0,06)
basofilo -0,15 (p=0,44)  -0,27 (p=0,17) 0,26 (p=0,19) 0,08 (p=0,68)
plaquetas 0,05 (p=0,79) -0,12 (p=0,55) -0,26 (p=0,20) 0,13 (p=0,51)

valores significativos estdo indicados em negrito

5.2. Temperatura corporal e aspectos ambientais

Em ambos 0s géneros, as temperaturas SC e RT permaneceram constantes durante

todo o periodo do estudo (SC - género: F;25=0,85 e p=0,37; més: Fi;,75=1,38 e p=0,21;
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interacdo: Fi1275=0,68 e p=0,69; RC — género: F;25=1,10 e p=0,30; més: Fi1275=1,07 e
p=0,31; interacdo: Fi1275=1,09 e p=0,30; Figura 5). Por outro lado, as temperaturas da
MTe e MTd dos micos variaram significativamente ao longo dos 12 meses de estudo, mas
ndo teve diferencas significativas entre os géneros (MTe — género: F;25=0,30 e p=0,59;
més: F11275=14,00 e p<0,001; interagdo: Fi1275=0,26 e p=0,97; MTd — género: F; 25=0,56 e

p=0,46; més: F1; 275=5,76 e p<0,001; interacdo: Fi1,75=1,17 e p=0,33; Figura 5).
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Figura 5. e nas membranas timpanicas esquerda, além do peso corporal (em gramas), ao
longo dos 12 meses consecutivos do estudo (junho/2014 a maio/2015). Simbolos pretos —
machos (n=14), simbolos brancos — fémeas (n=13); area cinza indica 0os meses do periodo
chuvoso/verdo na regido; *p<0,05 vs. junho/2014 — fevereiro/2015 na MT esquerda;
**p<0,05 vs. meses anteriores (exceto mar¢o/2015) na MT direita; ***p<0,05 peso
corporal dos machos vs. fémeas em todos os 12 meses do estudo.
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Na MTe dos micos machos e fémeas, as temperaturas registradas nos ultimos trés meses
do estudo (mar¢co — maio/2015) foram significativamente (p<0,05) menores que as dos
meses anteriores (junho/2014 — fevereiro/2015). Um perfil similar foi observado para a
MTd de ambos o0s géneros, visto que a temperatura registrada em maio/2015 foi
significativamente (p<0,05) menor que as dos meses anteriores do estudo (exceto para

mar¢o/2015).

Quando os dados foram agrupados em termos de género (dados ndo apresentados),
o perfil das TCs ao longo dos 12 meses do estudo diferiram significativamente entre os
diferentes locais de afericdo (Fs33=308,58 e p<0,001). Porem, as temperaturas SC e RT
estavam significativamente (p<0,05) mais altas que as verificadas na MTe e MTd. No
entanto, as duas primeiras e as duas ultimas medidas ndo diferiram significativamente uma

da outra.

Os resultados da TC nao foram influenciados pelo tempo necessario para capturar
0S MIcos em seus Viveiros, haja visto que essa variavel ndo se correlacionou com qualquer
uma das temperaturas registradas (vide Tabela 3 para os valores estatisticos). Além disso,
0 tempo de captura no viveiro ndo diferiu entre os géneros ou ao longo dos 12 meses do
estudo (género: F125=0,53 e p=0,47; més: F11,75=1,48 e p=0,17; interacdo: Fi1 »75=0,43 e

p=0,89), levando em média 21+1 s (média = epm; com variacdo de 17 — 25 s).

Apesar de um efeito significativo também ndo ter sido observado em termos do
peso corporal dos micos ao longo dos 12 meses do estudo, 0s machos pesaram
consistentemente e significativamente mais que as fémeas (género: F;,5=7,26 e p=0,01;

més: F11275=1,20 e p=0,27; interacdo: Fi1275=1,97 e p=0,12; Figura 5).
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Tabela 3. Relacdo entre a temperatura da membrana timpanica esquerda (MTe) e direita
(MTd), da subcuténea (SC) e da retal (RT) e o respectivo tempo despendido na captura

dos sujeitos (n=27) em cada um dos 12 meses do estudo (junho/2014 a maio/2015).

Coeficiente de correlagéo r (e valor de p)

Més
Tem MTd SC RT

junho -0,18 (p=0,35) 0,03 (p=0,90) 0,31 (p=0,11) -0,07 (p=0,72)
julho 0,16 (p=0,41) 0,21 (p=0,29) 0,36 (p=0,07) 0,19 (p=0,33)
agosto -0,23 (p=0,23) -0,11 (p=0,59) 0,20 (p=0,32) 0,17 (p=0,40)
setembro -0,05 (p=0,81) 0,17 (p=0,38) 0,31 (p=0,11) 0,07 (p=0,71)
outubro 0,01 (p=0,98) 0,14 (p=0,49) -0,04 (p=0,84) 0,03 (p=0,88)
novembro 0,29 (p=0,14) 0,12 (p=0,53) 0,14 (p=0,49) 0,07 (p=0,74)
dezembro -0,02 (p=0,93) -0,12 (p=0,52) 0,13 (p=0,52) -0,23 (p=0,23)
janeiro -0,01 (p=0,95) -0,26 (p=0,19) -0,07 (p=0,73) -0,27 (p=0,17)
fevereiro 0,21 (p=0,92) -0,01 (p=0,97) 0,28 (p=0,15) 0,25 (p=0,19)
marco 0,17 (p=0,38) 0,01 (p=0,98) 0,26 (p=0,19) 0,21 (p=0,28)
abril 0,10 (p=0,63) 0,18 (p=0,37) -0,10 (p=0,63) -0,18 (p=0,37)
maio 0,17 (p=0,38) 0,17 (p=0,38) 0,12 (p=0,54) 0,10 (p=0,60)

As TAs e a UR registradas no Pavilhdo dos Calitriquideos, em cada dia de coleta

de dados durante o periodo de 12 meses do estudo, estdo indicadas abaixo na Tabela 4.

Quando o perfil das TCs ao longo dos 12 meses do estudo foi correlacionado aos

dados correspondentes da TA, foi verificada uma relagdo positiva entre as temperaturas
das MTe e MTd e os valores maximos da TA (MTe - r=0,62 e p=0,03; MTd — r=0,78 e
p=0,01; SC — r=0,02 e p=0,95; RT — r=0,03 e p=0,93; Figura 6). Ndo foram observadas
correlacdes entre as TC dos micos e a TA minima (MTe — r=-0,28 e p=0,37; MTd — r= -
0,08 e p=0,80; SC —r=0,39 e p=0,21; RC - r=0,47; p=0,11). Além disso, as temperaturas

das MTe e MTd também estavam correlacionadas negativamente com a UR (MTe — r= -
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0,58 e p=0,05; MTd — r=-0,62 e p = 0,03; SC — r=-0,01 e p=0,98; RT — r=0,08 e p=0,81;

Figura 7).

Tabela 4. Temperatura do ar (°C) e umidade relativa do ar (%) registradas dentro do
Pavilhdo de Calitriquideos do CPUNB em cada dia de coleta de dado durante os 12 meses
consecutivos do estudo (junho/2014 a maio/2015).

M&s Temperatura do ar (°C) Umidade relativa
minima maxima minima do ar (%)

junho 15 22 71

julho 21 23 75

agosto 18 23 55

setembro 17 27 10

outubro 24 26 10

novembro 25 26 34

dezembro 24 26 76

janeiro 20 29 54

fevereiro 26 31 73

marco 20 21 91

abril 24 25 76

maio 22 25 76
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adultos com as temperaturas maxima do ar (TA max.; em graus Celsius) registradas
mensalmente nos mesmos dias de coleta dos dados da temperatura, ao longo dos 12 meses

do estudo; n=27.
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6. DISCUSSAO

6.1. Temperatura corporal, peso e hematologia

As temperaturas corporais podem variar entre os diferentes sitios onde as aferigdes
sdo normalmente realizadas (TAYLOR, 2014). No presente estudo com micos-estrela
adultos mantidos em cativeiro, os valores basais da TC obtidos pelas vias RT e SC foram
significativamente maiores que o0s registrados na MTe e MTd. Os dois primeiros
apresentaram variacdes equivalentes de temperatura e foram semelhantes a valores ja
relatados para primatas neotropicais, incluindo micos (FULLER e cols., 1985; CILIA e

cols., 1998; BOERE e cols., 2003; LONG e cols., 2011; PETRY e MAIER, 1990).

Acredita-se que os dados obtidos por via RT refletem, em geral, a TC central, que
por sua vez é geralmente mais elevada que os valores térmicos detectados em regides mais
superficiais, como por exemplo, na pele (LIU e cols., 1981), Mas, no presente estudo, nao
foram observadas diferencas entre as temperaturas RT e SC. A possivel discrepancia entre
os resultados do presente trabalho e os de estudos anteriores pode estar refletindo, na
verdade, diferencas entre as temperaturas no local exato onde as medidas superficiais

foram aferidas: cutanea (pele) versus subcutanea (CILIA e cols., 1998).

De fato, a termometria SC usando dispositivos de radiotelemetria parece medir
com precisdo as temperaturas subcutaneas de PNH (SHELTON e WHITE, 2006) e assim
pode representar de forma mais confidvel a TC central, quando comparada a afericdes
realizadas diretamente na superficie da pele (LIU e cols.,, 1981). Na verdade, as
temperaturas RT e SC dos micos-estrela ndo apenas apresentaram uma correlacdo positiva
entre si (CILIA e cols.,, 1998), como os valores registrados por via SC também

demonstraram ter uma alta concordancia com os obtidos por essa via mais tradicional — a
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via RT (teste de Bland-Altman; BRUNELL, 2012; mas ver também SHELTON e WHITE,

2006).

Vale ressaltar, porém, que os valores térmicos detectados na MT também podem
ser considerados como um indice da TC central. Mas, ao contrério das vias RT e SC, as
temperaturas da MT parecem refletir mudancas que ocorrem em nivel do fluxo sanguineo
das artérias carétidas. Essas alteracOes, por sua vez, estdo diretamente relacionadas a
variacOes ipsilaterais no fluxo sanguineo cerebral e na temperatura do SNC ocorridas em
decorréncia da atividade neuronal (FULLER e cols., 1985; SCHUMAN e cols., 1999). Por
essa relacdo tem-se que, quando a atividade neuronal aumenta, a temperatura da MT
diminui. Desta forma, as temperaturas das MTe e MTd dos micos podem ter sido menores
que as registradas por via RT e SC devido, em parte, a grande e continua troca de calor
que ocorre entre 0 SNC e o fluxo sanguineo das cardtidas e do tecido nervoso

(SUKSTANSKII e YABLONSKIY, 2006).

E importante também relatar que, os valores térmicos registrados na MTe e MTd
dos micos-estrela foram semelhantes, ainda que abaixo do que ja foi relatado nessa espécie
(TOMAZ e cols., 2003; BOERE e cols., 2005). O primeiro aspecto sugere inicialmente
que, durante o procedimento de coleta de dados, pode ter havido uma ativacao simétrica
dos dois hemisférios cerebrais (TOMAZ e cols., 2003; BOERE e cols., 2005). Contudo,
como os valores da temperatura da MT antes da captura ndo foram registrados (por
questdes metodologicas), é possivel que diferencas individuais possam estar influenciando
esse resultado (PARR e HOPKINS, 2000). Além disso, os individuos avaliados no
presente estudo tem um extenso histdrico de captura e manipulacdo devido a realizacéo de
procedimentos clinicos e experimentais (>20 eventos), o que pode ter levado a uma maior

ativagdo neural. Uma maior atividade no SNC elevaria as temperaturas e o fluxo
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sanguineo para essa regido, possivelmente levando aos menores valores térmicos
registrados nas MT dos micos do presente estudo (BOYCE e cols., 1996; TOMAZ e cols.,
2003). Este possivel efeito de sensitizacdo comportamental ao procedimento de
captura/manipulacdo também pode ter contribuido para o fato das temperaturas das MTe e

MTd terem sido menores que as medidas por via RT e SC.

As TCs aferidas ndo foram correlacionadas ao tempo necessario para capturar 0s
individuos em seus viveiros, sendo esse intervalo <20 s. Durante esses procedimentos,
micos tentam frequentemente evadir a captura e assim acabam se locomovendo mais, que
por sua vez eleva fung¢bes autbnomas (SCHNELL e WOOD, 1993). Considerando que ndo
houve uma correlagdo entre os dois parametros, possiveis alteracées na TC induzidas pelo
procedimento de captura ndo parecem ter influenciado, de forma significativa, 0s

resultados da afericdo da TC dos micos no presente estudo.

Ademais, nos quatro locais onde as TCs foram aferidas, os valores registrados nos
machos foram equivalentes aos das fémeas. Considerando que a TC central pode oscilar
ao longo do ciclo menstrual/estral de fémeas de PNH (p. ex., NYAKUDYA, 2012), e que
este fator ndo foi controlado no presente estudo, ndo se pode descartar a possibilidade de
realmente existir diferencas entre os géneros. No entanto, em diferentes espécies de PNH
neotropicais, ha relatos de que a TC ndo difere significativamente entre individuos machos
e fémeas da espécie (HOFFMANN e cols., 2012; LONG e cols., 2011; BOERE e cols.,

2005).

Por outro lado, um efeito de género foi observado em termos do peso corporal dos
micos, com machos pesando significativamente mais do que as fémeas. Este efeito,
embora significativo, pode ndo ser clinicamente relevante considerando que: (1) a

diferenca observada foi pequena; (2) os valores registrados estdo dentro da faixa de peso
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corporal ja relatado para essa espécie (BOERE e cols., 2005); e (3) na literatura ha dados
conflitantes a respeito do peso em espécies de Callithrix, tendo-se relatos indicando uma
auséncia de dimorfismo sexual para esse parametro (YARBROUGH e cols., 1984;
ARAUJO e cols., 2000; BOERE e cols., 2005; KAPLAN e SHELMIDINE 2010) e
também uma maior massa corporal nas fémeas (PETERS e GUERRA, 1998; KUEHNEL
e cols., 2012). Vale ressaltar que o peso corporal dos machos e das fémeas ndo foi
correlacionado com as respectivas temperaturas RT, SC, MTe ou MTd registradas em

cada género sexual.

Por outro lado, os parametros hematologicos analisados ndo diferiram entre os
géneros (YARBROUGH e cols., 1984; BOERE e cols., 2005; KUEHNEL e cols., 2012),
mas se correlacionaram significativamente com a TC dos micos. O nimero de células
(leucocitos) segmentadas apresentou uma correlacdo negativa com os valores térmicos
registrados na MTe e MTd, enquanto que a contagem de linfocitos foi correlacionada
positivamente com as temperaturas RT e SC. Temperaturas mais elevadas podem estar
relacionadas com infeccdes ocorridas recentemente (VOLTARELLI e FALCAO, 1984).
Portanto, o estabelecimento da temperatura em diferentes locais do corpo pode auxiliar na
determinacdo do estado de satde dos micos, em termos do seu bem estar clinico e/ou para

uso do animal como sujeito experimental em diferentes tipos de pesquisa.

Dessa forma, quando em um ambiente termoneutro, as TC de micos-estrela adultos
e mantidos em cativos parecem refletir as caracteristicas inerentes do local especifico onde
a medida foi registrada. No entanto, os valores térmicos medidos por via RT e SC e na MT
demonstraram ter algumas caracteristicas importantes em comum, tais como: (1) ser
semelhante em ambos 0s géneros (auséncia de dimorfismo sexual); (2) ndo estar

correlacionado ao peso corporal; mas (3) estar significativamente relacionado a
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parametros hematoldgicos. Os resultados descritos acima também corroboram com a idéia
de que a temperatura SC pode ser uma alternativa menos invasiva que a via RT para se

avaliar a TC central em primatas neotropicais de pequeno porte, como 0s micos-estrela.

6.2. Temperatura corporal e aspectos ambientais

Os dados do presente estudo mostraram que a TC, registrada via termometria RT e
SC em micos-estrela mantidos em condi¢Ges naturais de luminosidade, temperatura e
umidade se mantiveram constante durante os 12 meses do estudo, estando de acordo com
dados anteriores para esta e outras especies de calitriquideos (HETHERINGTON, 1978;
PETRY e MAIER, 1990; STONEROOK e cols., 1994; THOMPSON e cols., 1994; CILIA
e cols., 1998; BOERE e cols., 2005; HOFFMANN e cols., 2012; OMATSU e cols., 2012).
Estes dois pontos de afericdo estdo altamente correlacionados e sdo frequentemente
utilizados como um indicador do estado de saude de PNH (CILIA e cols., 1998;
BRUNELL, 2012). No entanto, como defendido por Taylor e cols. (2014), € pouco
provavel que as temperaturas RT e SC tenham as mesmas taxas de energia térmica (i.e.,
producdo vs. dissipacdo), conducdo térmica tecidual, fluxo sanguineo regional e taxa

metabdlica.

Conforme ja foi dito, a TC é um parametro que pode variar entre os diferentes
locais de afericdo (TAYLOR e cols., 2014). Neste sentido, a temperatura da MT também é
considerada como um indice da TC central em PNH (FOWLER e cols., 1999) e seres
humanos (BRINNEL e CABANAC, 1989). Elas parecem refletir, de forma confiavel,
mudancas que ocorrem no fluxo sanguineo das artérias carétidas (BRINNEL E

CABANAC, 1989), as quais tem uma alta correlacdo positiva com variagdes ipsilaterais
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no fluxo sanguineo cerebral e na temperatura do cérebro induzidas pela ativagdo neuronal
(CHU e cols., 2000; SCHUMAN e cols., 1999). Portanto, no caso de um aumento na
ativacdo neuronal, ha também um aumento na troca de calor entre o cérebro e 0 sangue,
que por sua vez leva a um maior fluxo sanguineo cerebral e nas artérias carotidas, e uma

menor temperatura nas MT (SUKSTANSKII e YABLONSKIY, 2006).

No presente estudo foi observado que as temperaturas da MTe e MTd: (1) foram
consistentemente menores que as aferidas por via RT e SC, (2) diminuiram
significativamente ao final do periodo do estudo, e (3) estavam em um patamar menor que
de relatos anteriores nesta espécie (BOERE e cols., 2005; TOMAZ e cols., 2003). Neste
caso, pode ter ocorrido um aumento na atividade neural/fluxo sanguineo induzido por um
efeito de sensitizacdo comportamental, levando a uma menor temperatura na MT
(BOYCE e cols., 1996, TOMAZ e cols., 2003). Esse efeito, por sua vez, pode ter ocorrido
devido ao procedimento mensal de afericdo realizado no presente estudo (12 meses) e/ou
extenso histérico de captura e manipulacdo dos sujeitos, conforme ja mencionado
anteriormente. Novos estudos se fazem necessarios para se esclarecer melhor a influéncia
de processos emocionais e cognitivos no caso de se realizar afericdes repetidas da
temperatura da MT (CHERBUIN e BRINKMAN, 2004; PROPPER e BRUNYE, 2013).
Vale ressaltar novamente que as temperaturas das MTe e MTd dos micos também foram
consistentemente similares entre si, sendo que diferencas individuais podem ter

influenciado este resultado (PARR E HOPKINS, 2000).

Além disso, o perfil anual da temperatura das MT apresentou uma correlagdo
positiva e negativa com o padrdo correspondente da TA maxima e da UR minima,
respectivamente. Essas correlacdes podem ter sido influenciadas pela queda dos valores

das temperaturas nas MTe e MTd, induzidas por um possivel efeito de aprendizado e
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observadas apenas ao final do estudo (i.e., maio/2014). Porém, o perfil ainda foi
observado mesmo apds a exclusdo desse dado especifico da andlise (dados néo
apresentados). A temperatura RT e SC, por sua vez, ndo tiveram qualquer relacdo com o0s
parametros ambientais, mas os valores da TA e UR oscilaram ao longo do ano conforme o
padrédo sazonal tipicamente observado na regido do cerrado (KLINK E MACHADO,
2005). Foram registrados valores mais altos de TA e UR durante a estagdo chuvosa do
verdo (outubro — marco) e valores mais baixos no periodo da seca do inverno (abril —

setembro).

Tais resultados sugerem que as diferentes TC tém mecanismos termorregulatorios
distintos (TAYLOR e cols., 2014) e que aspectos ambientais possivelmente influenciam
de forma mais significativa a temperatura cerebral dos micos, comparado a medidas mais
tradicionalmente estaveis (p. ex., temperaturas RT e SC; FULLER e BAKER, 1983).
Além disso, os valores relativamente constantes de algumas das medidas da TC dos micos,
mesmo em um ambiente com variagdes sazonais, também sugerem que importantes
mecanismos fisioldgicos e/ou comportamentais de termorregulacdo estdo presentes nesta
espécie, como Vvisto em outros primatas neotropicais (p. ex., bugio: THOMPSON e cols.,

2014).

As TC registradas no presente estudo ndo estavam correlacionadas ao tempo de
captura dos sujeitos nos seus viveiros, a qual foi realizada em < 25 s. Além disso, em
todos os pontos de afericdo no corpo dos micos, a TC dos machos foi equivalente a das
fémeas. Contudo, conforme discutido acima, uma influéncia do género na TC ndo pode

ser completamente descartada uma vez que o ciclo estral das fémeas nédo foi controlado.

Por outro lado, o género influenciou o peso corporal dos animais, com machos

pesando em média 40 g a mais que as fémeas ao longo de todo o estudo. Apesar de se ter
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dados conflitantes em termos do peso corporal dos micos (YARBROUGH, e cols., 1984;
PETERS e GUERRA, 1998; ARAUJO e cols., 2000; BOERE e cols., 2005; KAPLAN E
SHELMIDINE, 2010; KUEHNEL e cols., 2012), os valores observados no presente
estudo, para ambos 0s géneros, estavam dentro do faixa para esta espécie (BOERE e cols.,
2005). Uma vez que o peso corporal pode influenciar a TC via relagdes complexas (RIEK
e GEISER, 2013), novos estudos poderdo esclarecer possiveis diferencas entre o0s

processos de termorregulacdo vistos nos machos e nas fémeas dessa espécie.

Dessa forma, mudancas sazonais no ambiente (TA e UR) influenciaram a TC dos
micos-estrela adultos mantidos sob condi¢fes naturais, sendo esse efeito dependente do
local de afericdo (i.e., apenas a temperatura na MT). Ademais, a TC central diferiu entre
os locais de mensuracdo, indicando que pode haver diferentes processos
termorregulatdrios ocorrendo simultaneamente nos micos, 0s quais também podem ser
influenciados pelo género e peso corporal. No entanto, a estabilidade da TC observada em
locais especificos do corpo indica que alguns primatas neotropicais vivem, de fato, sob
condicdes de estresse térmico. Nesses casos, a importancia dos processos fisioldgicos e
comportamentais de termorregulacdo pode ndo somente estar sendo subestimada
(DAUSMANN, 2014), como também pode estar impactando mudangas sazonais no
comportamento dos micos, a exemplo da locomocéo, da reproducéo e do forrageio (p. ex.,

VILELA e FARIA, 2004).
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7. CONCLUSOES

No presente estudo, a respeito da TC de micos-estrela (C. penicillata) adultos,

mantidos em cativeiro sob condigdes naturais de luminosidade, temperatura e umidade, foi

observado que:

a)

b)

d)

a temperatura aferida via termometria SC por radiotelemetria com implantacdo de
microchip demonstrou ter uma correlagdo linear positiva e um alto nivel de
concordancia (analise de Bland-Altman) com as medidas obtidas pela via mais

comumente empregada em animais — a via RT usando um termdmetro digital,

a temperatura aferida nas MTe e MTd, com o uso de um termémetro auricular digital
clinico de raios infravermelhos, ndo diferiram entre si, mas foram significativamente
menores que as registradas em nivel SC e RT, podendo essa diferenca ser devido a
adaptacfes comportamentais ao procedimento de captura/manipulacdo ocorridas ao

longo do tempo;

machos e fémeas dessa espécie ndo demonstram um dimorfismo sexual em termos
dos diferentes tipos de TC que foram aferidos e dos parametros hematologicos
analisados, mas diferiram no peso corporal — com as fémeas pesando menos que 0s

machos;

as TC estdo correlacionadas a parametros hematolégicos, enquanto que apenas as
temperaturas das MT tem relacdo linear com a temperatura maxima e a umidade

relativa minima do ambiente;

as TC se mantiveram constantes ao longo dos 12 meses consecutivos do estudo, sendo

que possiveis alteracdes nas temperaturas da MTe e MTd podem ter ocorrido em
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decorréncia de uma alteragdo comportamental aos procedimentos de

captura/manipulacdo dos micos ao longo do tempo.
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Abstract

Background Basal thermal values of captive adult black tufted-ear marmosets (Callithrix
penicillata) in a thermoneutral environment were measured via different methods, along with body

weight and hematological parameters.

Method Body temperatures were recorded in twenty-seven marmosets with rectal (RC),
subcutaneous (SC) microchip transponder and infrared (left and right) tympanic membrane (TM)
thermometry. Thermal values were correlated with body mass, as well as basic hematological data

assessed in a blood sample.

Results and conclusions RC and SC temperatures were significantly higher than left and right TM
values, the first two and last two not differing among each other. SC temperature was positively
correlated and in close agreement with RC measurements, corroborating the use of the former as
an alternative method for the latter. The other body temperatures were not correlated or influenced

by gender, capture time or body weight, but were correlated with hematological parameters.

Keywords: callitrichid; tympanic membrane temperature; subcutaneous temperature; rectal

temperature; body mass; blood analyses
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Introduction

The body temperature of homeothermic animals is maintained within a narrow range by
complex, neurally-controlled, involuntary physiological processes and/or behavioral adaptations
(reviewed in [19]). This thermoregulatory system maintains the internal thermal environment at
optimal levels for molecular, cellular and systemic activities, despite variations in ambient
temperature and/or metabolic requirements [19, 24]. It also helps regulate energy consumption
through heat production/dissipation [e.g., 15] and aids the body’s defense system against
pathogens [e.g., 18]. In the latter case, an increase in body temperature is considered a central and
highly reliable indicator of several pathological states, the extent of the deviation being associated
with the severity of the clinical condition (reviewed in [19, 31]). However, body temperature
varies somewhat according to the location of the measurement due to local differences in tissue

metabolism, heat conduction and blood perfusion [31].

In nonhuman primates (NHP), as with most mammals, rectal (RC) thermometry is the
most commonly used method to estimate core body temperature [5, 29]. This is an inexpensive
and minimally invasive technique, yet it’s also time- and labor-consuming to perform, may inflict
local injury particularly during repeated samplings and commonly induces handling stress or
requires the use of sedatives/anesthetics that alters baseline measurements [5, 7, 17, 28-29, 34].
Alternatively, body temperature measured via easily implantable subcutaneous (SC) microchip
transponders is a less invasive method that correlates with rectal temperatures of NHPs [5, 7;
however see 28] and other animals [e.g., 9]. It offers the advantage of speed, convenience and
decreased stress for the animal when compared to the rectal thermometry. In addition,

measurements of tympanic membrane (TM) temperature are being increasingly used in NHP as a
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means to evaluate emotion and cognition [10], yet it may also be used as a clinical correlate and
for animal welfare [3, 25]. This thermal value is significantly associated with ipsilateral changes in
carotid blood flow, which in turn is correlated with brain temperature and cortical blood flow due

to changes in cerebral activity [6, 27].

In view of the renewed interest in marmoset monkeys as a preclinical translational model
for human pathologies [33] and the importance of body temperature to help establish an
individual’s health status for clinical and research purposes, we measured basal thermal values of
captive adult black tufted-ear marmosets (Callithrix penicillata) in a thermoneutral environment
via RC, SC and TM thermometry. Body temperatures were assessed for possible gender-
differences and correlation with body mass and basic hematological parameters. SC temperature

was also analyzed to determine correlation and agreement with the traditional RC temperature.

Materials and methods

Humane care guidelines

All experimental procedures were approved by the Animal Ethics Committee of the
University of Brasilia (4054/2014) and complied with Brazilian regulations for the scientific use of
laboratory animals (Lei Arouca 11.794), as well as the CONCEA/Brazil and NIH/USA guidelines

for care and use of laboratory animals.

Subjects and housing conditions

Twenty-seven captive adult black tufted-ear marmosets were used (C. penicillata;
14 males, 13 non-reproductive females). The females’ estrous cycle was not controlled

for. Marmosets were group or pair-housed in home-cages (2 x 1 x 2 m each) of a same
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colony room at the Primate Center of the University of Brasilia. The colony room
consisted of an outdoor-indoor housing system with two parallel rows of 12 cages, each
divided by a common wire-mesh enclosed central corridor. The animals were thus
exposed to natural light, temperature and humidity. Fresh food was provided daily at
07:00 h, consisting of a mixture of pieces of fruits and vegetables. Boiled eggs, nuts,
cooked chicken breast and/or yogurt were given several times a week, also at 07:00 h.
Unconsumed items were removed at 17:00 h. Water and chow were available ad libitum.
Housing and maintenance conditions complied with the regulations of the Brazilian
National Institute of Environment and Renewable Natural Resources (IBAMA).

As a routine procedure, all subjects are implanted with a radio-frequency (134.2 kHz)
transponding microchip with temperature-sensing capacity and a unique unalterable 15-digit
identification code (LifeChip with BioThermo 985 microchip, Destron Fearing, South St. Paul,
USA). The microchips were implanted subcutaneously on the dorsum between the marmosets’
scapulae using a sterile single-use syringe provided by the manufacturer. This procedure did not
require anesthesia. The marmosets had no significant apparent underlying clinical condition that

could be associated with abnormal body temperatures.

Measurement techniques and devices

Body temperatures were recorded at four locations using different measurement
techniques. The subcutaneous (SC) temperature was obtained from the previously implanted
microchip by using a handheld battery-powered reader with an operating temperature range of 0 to
50°C (HS9002B Pocket Reader, Destron Fearing, Sdo Caetano do Sul, Brazil), held approximately
2 cm away from the implant site. Once in place, the reading button on the device was pressed and

approximately 1-s later it emitted a beep sound and displayed the identification code and
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temperature on its LCD panel. Two SC readings were made, at a 5-s interval, yet only the highest

temperature was recorded.

The right and left tympanic membrane (TM) temperatures were assessed with an infrared
digital ear thermometer designed for adult/pediatric patients (IFR 100 Dual Mode Thermometer,
Microlife, Brazil). Previous studies have shown that these thermometers may be used reliably with
small neotropical primates [3, 17, 32]. The pinna of the marmoset’s external ear was gently pulled
up and back and the thermometer inserted into the right or left ear. The reading button on the
device was immediately pressed and approximately 1-s later a beep sounded and the temperature
was displayed on its LCD panel. The thermometer had an operating temperature range of 10 to
50°C, a sensitivity of 0.1°C and an accuracy of +0.2°C (between 32.0 — 42.2°C). Four TM readings
were made, at 5-s intervals: two in the left ear and two in the right ear. The first ear to be measured
was determined randomly, with subsequent assessments always alternating between the two sides.
Only the highest temperature from each ear was recorded, as the tympanic membrane is hotter than

the surrounding tissue [11].

The rectal (RC) temperature was assessed with a clinical digital thermometer (MT 500,
Microlife, Brazil), inserted to a depth of 2 cm into the rectum and left in place until a stable
reading was obtained as indicated by a beep sound from the device (approximately 1-min). This
thermometer had an operating temperature range of 32.0 to 42.9°C and accuracy of +0.1°C. Two
RC readings were made, at about a 1-min interval, with only the highest temperature being

recorded.

Disposable probe covers were used with both TM and RC thermometers. The same
experimenter performed all the measurements and these were obtained during the region’s dry
winter season. Thus ambient temperature in the callitrichid colony room during the procedures

ranged from 18-23°C and relative humidity from 55-88%.
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Body temperature and weighing procedures

The body temperature and weight measurements were recorded between 08:30 and 11:30
h. During this time frame, Hoffmann et al. [12] reported that core body temperatures of male and
female marmosets remained stable. For each measurement, the subject was quickly captured in its
home-cage and its body temperature immediately assessed as described above. The SC
temperature was determined first, followed by the TM and lastly the RC. The time required to
capture the marmoset in its home-cage was also recorded. After that, the subject was taken to a
room adjacent to the colony facility, placed in an aluminum containment cage (35 x 20 x 23 cm;
LxWxH) set atop a digital scale (DP-15, Digipeso, Brazil) and its body weight recorded.

Following this procedure, the animal was returned to its home-cage.

Blood sampling and hematology assays

A blood sample was obtained from each marmoset, also between 08:30 and 11:30 h, 24-h
after the procedure described above. For this, the animal was captured in its home-cage and taken
to the same procedure room adjacent to the colony facility where it was anesthetized with
isoflurane (BioChimico, Rio de Janeiro, Brazil) by inhalation using a universal vaporizer. The 0.5
mL blood sample that was obtained via femoral venipuncture was immediately transferred to a 4
mL EDTA-containing vial (Vacuette, Brazil). After recovery (~1-2 min), the marmoset was
returned to its home-cage and monitored for an additional 15-30 min. All samples were obtained in
the presence of the Primate Center’s veterinarian and hematological analyses were performed at a
local laboratory within 5 h of sampling. Each blood sample was evaluated for erythrocyte,
leukocyte, segmented neutrophil and lymphocyte cell count, as well as hemoglobin concentration

and hematocrit, using the XE2100 Automated Hematology System (Sysmex, Parand, Brazil).

Statistical analyses
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Body temperatures were compared for possible between-gender and location effects using
a mixed-design two-way analysis of variance (ANOVA) with ‘gender’ (male, female) as the
independent factor and ‘location’ as the repeated measure variable (left/right TM, SC, RC
temperatures). Whenever significant, subsequent pairwise comparisons were performed using
Tukey’s test. Body weight, hematological parameters and capture time were also analyzed for

possible gender differences using an independent t-test.

In addition, Pearson’s test was used to establish the linear relationship between the four
body temperature measurements, as well as with the body weight, hematological data and time
required to capture the marmoset in its home-cage. For the SC and RC temperatures, the Bland-
Altman analysis was also used to determine, graphically and numerically, the degree of agreement
between these two techniques [2]. The RC temperature data was used as the standard for
comparison for the SC thermometry measurement. An agreement to within +1.67°C with a 95%
confidence interval [5, 28] was used as the criterion established prior to the study for determining
that the SC technique was equivalent to the RC thermometry. As significant between-gender
differences were not observed for any of the body temperature measurements or hematological
parameters, these data from males and females were pooled together for the correlation and
agreement analyses. Body weight was analyzed separately in terms of gender. Significance level

for all tests was set at p< 0.05.

Results

The body temperatures differed significantly in terms of the measurements’ location, yet
no significant gender effect was observed (gender: F; ,5=1.73, p=0.20; location: F3 75=209.40,
p<0.001; interaction: F375=0.77, p=0.50; Fig. 1). In both male and female marmosets, the RC and
SC temperatures were significantly (p<0.05) higher than those recorded at the left and right TM.

The first two and latter two measurements, however, did not differ significantly from each other.



78

RC and SC temperatures ranged from 37.8 to 40.1°C and 38.0 to 40.2°C, respectively. The left TM
temperatures ranged from 35.9 to 37.4°C, while the right TM measurements were between 35.6
and 37.4°C. In addition, based on pooled data, SC temperatures were positively correlated with
those recorded using the RC technique (r=0.69, p<0.01; Fig. 1). According to the Bland-Altman
analysis, body temperatures measured via the SC method were also in close agreement with the
RC temperatures. The calculated limits of agreement (0.82 and -1.18°C, with a mean difference of
-0.18°C) were well within the pre-established criterion of +1.67°C to be considered equivalent to
the RC thermometry. No other significant linear relationship was detected among the other body
temperatures (left TM x right TM: r=0.21, p=0.29; left TM x SC: r=0.15, p=0.47; left TM x RC:
r=0.16, p=0.42; right TM x SC: r=0.29, p=0.14; right TM x RC: r=0.21, p=0.30), and the left and

right TM temperatures differed in terms of 0.4+0.2°C.

The results were not influenced by the time required to capture the marmosets in their
home-cages, as this variable was not significantly correlated with any of the recorded temperatures
(capture time x left TM: r=-0.17, p=0.40; x right TM: r=-0.08, p=0.70; x SC: r=0.22, p=0.27; x
RC: r=0.17, p=0.40). Also, home-cage capture time did not differ between male and female

marmosets (t,5=0.24, p=0.82), requiring on average 1742 s (meantsem; mean range: 5 — 45 s).

Although males had a significantly higher body weight than females (t;s=2.26, p=0.03;
Table 1), between-gender differences were not observed for any of the hematological parameters
(erythrocytes: tos= -0.07, p=0.95; hemoglobin: t,s= -0.22, p=0.83; hematocrit: t,s=0.15, p=0.88;
leukocytes: tx=1.91, p=0.07; segmented neutrophil: t;s=1.22, p=0.23; lymphocytes: t,s=0.76,
p=0.46; Table 1). One the other hand, segmented neutrophil cell count was negatively correlated
with the left and right TM temperatures, while the number of lymphocytes had a positive linear
relationship with all RC and SC temperatures (see Table 2 for statistical data). A relationship
between the marmosets’ body temperature and weight was not seen (see Table 2 for statistical

data).



79

Discussion

Body temperatures are reported to vary between the different possible anatomical sites
where measurements are typically held [31]. In our captive adult black tufted-ear marmosets, basal
thermal values obtained via RC and SC routes were significantly higher than those recorded at the
left and right TM. The former two had equivalent temperature ranges and were similar to values
reported for neotropical primates, including marmosets [3, 7-8, 17, 23]. RC data reflect deep-body
temperatures, which in turn are usually higher than those detected at more superficial levels [e.g.,
16]. The apparent discrepancy between our data and that of previous reports may reflect the exact
location of the superficial measurements — cutaneous vs. subcutaneous [7]. SC thermometry using
transponder devices accurately measures subcutaneous temperatures in NHP [28] and may reliably
represent core body temperatures, compared to skin thermocouples [16]. In fact, similar to
previous reports, not only did the marmosets’ RC and SC measurements have a positive linear
relationship [7], but SC temperatures were also in close agreement with those obtained via the

traditional RC thermometry (Bland-Altman analysis [5]; although see [28]).

Thermal values detected at the TM are also considered an index of core body temperature.
Contrary to RC and SC readings, TM temperatures seem to inherently reflect changes in carotid
blood flow, which in turn has a high positive relationship with ipsilateral variations in cerebral
blood flow and brain temperature due to cerebral activity [8, 27]. As brain activity increases, TM
temperature decreases. Accordingly, the temperature of the marmosets’ left and right TM may
have been lower than those recorded using the RC and SC routes partly due to the prominent and
continuous heat exchange that occurs between the brain and the cerebral/carotid blood flow [30]. It
is also important to point out that the thermal values recorded at the left and right TM were similar
in range, yet lower than previous reports for this species [3, 32]. While the former result initially
suggests a symmetrical cerebral activation during the procedure [3, 17, 32], pre-capture baseline
TM temperatures are not available and thus individual differences may confound this effect [21].

In addition, the individuals assessed in the present study have an extensive capture and
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manipulation history due to clinical and experimental procedures (>20 events), which may have
led to higher neural activation, brain temperatures and blood flow, and thus lower TM
temperatures [4, 32]. This possible sensitization effect may also have contributed to TM

temperatures being lower than the RC and SC measurements.

Thermal values were not correlated with the time required to capture the individuals in
their home-cages (performed in <20 s). During such procedure, marmosets frequently attempt to
evade capture by increasing locomotor activity, which in turn elevates autonomic functions [26].
Also, males and females had equivalent body temperatures at all the thermal sites that were
assessed. Considering that core temperatures in NHP may oscillate over the course of the female’s
menstrual/estrous cycle [e.g., 20] and that this factor was not controlled for in the present study,
the possibility of gender-differences may not be completely excluded. Nevertheless, similarities in
terms of male/female body temperatures have been reported for different neotropical species [3,

12, 17].

A gender effect was observed for body mass, with males weighing significantly more than
females. This effect, although significant, may not be clinically relevant as the difference was
small, the recorded values were within the range for this species [3] and previous reports have
been inconsistent (i.e., no sexual dimorphism [1, 3, 13, 35]; higher body mass in females [14, 22]).
Also, male/female body mass was not correlated with their respective RC, SC or left/right TM
temperatures. On the other hand, hematological parameters did not vary between genders [3, 14,
35], but were significantly related to body temperature. Segmented neutrophils count was
negatively correlated with the left and right TM thermal values, while lymphocytes were positively
correlated with RC and SC temperatures. Thus, body temperatures at different sites may help

contribute to establishing the health status of marmosets’ for clinical and/or research purposes.

In conclusion, when in a thermoneutral environment, basal body temperatures of adult
captive black tufted-ear seem to reflect some of the inherent characteristics of the specific location

were they are assessed. However, the thermal values measured (i.e., RC, SC and TM) share some
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important features, such as: possible lack of between-gender differences and correlation with body
weight, but a significant relationship with hematological parameters. Our results also corroborate
the notion that SC microchip transponders may be an alternative less invasive method to assess
core body temperature in small-bodied NHP, with no other correlation being observed between the

other measured sites.
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ANEXO Il1: Fluxograma metodolégico
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Técnicas de aferigdo da temperatura corporal: Procedimento experimental

12 meses consecutivos: 8h30 as 11h30 (1x ao més)
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