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FELIPPI, D.A. Estudo sobre a ocorréncia de colelitiase em Leontopithecus
[Lesson, 1840]: diagnostico ultrassonogréfico, Callitrichidae - Primates.
Botucatu, 2021. 43 p. Dissertacdo (Mestrado em Animais Selvagens) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,

Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

Em humanos, a colelitiase apresenta-se como um dos problemas cirargicos mais
frequentes nos paises desenvolvidos. Enquanto em primatas ndo humanos, a
doenca é geralmente diagnosticada somente em exames necroscopicos, sendo
a maioria dos individuos assintomaticos. O objetivo desta pesquisa foi avaliar
por meio da ultrassonografia abdominal, a ocorréncia de colelitiase em 17 micos-
lebes-dourados (Leontopithecus rosalia) e 13 micos-ledes-da-cara-dourada (L.
chrysomelas) mantidos sob cuidados humanos em cinco zoolégicos brasileiros.
A enfermidade foi diagnosticada em 53,3% dos animais avaliados, ndo sendo
observada diferenca estatisticamente significativa entre as espécies. A presenca
de calculos na vesicula biliar foi detectada em 75,0% dos individuos com idade
superior a cinco anos. Entre os animais examinados, 86,6% apresentavam a
vesicula biliar septada e, destes, 53,8% foram diagnosticados com a doenca. No
entanto, também foram detectados célculos biliares em individuos sem esta
caracteristica anatdbmica. A alteracao laboratorial mais relevante foi a elevacao
da enzima gama glutamil transpeptidase (GGT), presente em 18,7% dos casos.
Este estudo demonstrou que a litiase biliar é frequente em micos-ledes mantidos
sob cuidados humanos, sendo esta diagnosticada em todas as instituicdes
participantes desta pesquisa. Micos-lebes-dourados e mico-ledes-da-cara-
dourada séo acometidos de maneira similar pela doenca e o avanco da idade
parece ser um fator importante para o surgimento dos calculos. Diante desses
resultados, acredita-se fortemente que o0s exames ultrassonograficos

abdominais devam ser implantados no manejo preventivo desses primatas.

Palavras-chave: Litiase biliar, ultrassonografia, calitriquideos, ex situ.



FELIPPI, D.A. Study regarding the occurrence of cholelithiasis in
Leontopithecus [Lesson, 1840]: ultrasound diagnosis, Callitrichidae -
Primates. Botucatu, 2021. 43 p. Dissertation (Master’'s Degree in Wild Animals).
School of Veterinary Medicine and Animal Science, Botucatu Campus - Sao

Paulo State University.

ABSTRACT

In humans, cholelithiasis is one of the most common surgical problemsin
developed countries, while, in non-human primates, the disease is often
diagnosed post-mortem and most individuals are asymptomatic. This study aims
at evaluating the occurrence of gallstones through an abdominal ultrasound in 17
golden lion tamarins (Leontopithecus rosalia) and 13 golden-headed lion
tamarins (L. chrysomelas) kept under human care. The disease was diagnosed
in 53.3% of the animals evaluated and no differences were observed between
species. The presence of gallstones was observed in 75.0% of the individuals
older than 5-years-old. Among the animals examined, 86.6% presented a septate
gallbladder and, of these, 53.8% were diagnosed with the disease. However,
gallstones were also detected in individuals without this anatomical particularity.
The most relevant laboratory alteration was the increased levels of the gamma
glutamyl transpeptidase (GGT) enzyme, observed in 18.7% of cases. This study
demonstrated that a gallstone disease is frequent in lion tamarins under human
care, being diagnosed in all institutions participating in this study. Golden lion
tamarins and golden-headed lion tamarins are affected similarly by the disease
and advanced age seems to be an important factor for the appearance of calculi.
Given these results, we strongly believe that abdominal ultrasound examinations

should be implemented in the preventive management of these primates.

Keywords: Cholelithiasis, ultrasound, callitrichids, ex situ.



CAPITULO | - CONSIDERACOES INICIAIS

A manutencdo de animais selvagens sob cuidados humanos €
considerada uma importante ferramenta para a conservacdo das espécies
ameacadas (IUCN/SSC, 2014). Contudo, para que esta atividade seja executada
de maneira adequada, é fundamental conhecer as enfermidades que acometem
0s animais em ambiente ex situ, proporcionando o tratamento apropriado e
atuando de forma preventiva, a fim de garantir maior longevidade e bem-estar

aos individuos.

7

A litiase biliar, ou colelitiase, é considerada um disturbio do trato
digestivo de origem multifatorial, a qual frequentemente afeta a populacdo
humana em proporcdes variadas (Attili et al., 1997). Os calculos podem ser
classificados de acordo com a sua composicao, sendo formados por colesterol
em mais de 80% dos casos em humanos (Souza, 2010). O diagnostico da
colelitiase normalmente é feito por meio da ultrassonografia abdominal, um
exame amplamente disponivel, seguro e com elevada sensibilidade e
especificidade (Bortoff et al., 2000).

A prevaléncia de colelitiase em primatas ndo humanos apresenta grande
variagdo entre espécie, sexo e idade (Slingluff, 2010; Plesker, Schulze &
Schuhmacher, 2012). Alguns fatores podem favorecer o surgimento dos
célculos, como manejo nutricional, genética, doencas hemoliticas, infeccGes
bacterianas e deformidades anatdbmicas da vesicula biliar. Tais condicGes
também interferem na composicdo dos colélitos. Em micos-ledes
(Leontopithecus spp.), tem-se observado elevada incidéncia de calculos de
cistina. Estes célculos apresentam coloragéo variavel e didmetro entre 1 e 5

milimetros (Pissinatti et al., 1992).

O objetivo desta pesquisa foi avaliar, por meio da ultrassonografia
abdominal, a ocorréncia da colelitiase em duas espécies de micos-lebes
mantidos sob cuidados humanos, caracterizando os aspectos epidemioldgicos,
hematolégicos e anatdmicos. Este estudo sera organizado em capitulos, os
quais abordardo as consideracdes iniciais (Capitulo 1), a revisdo da literatura
(Capitulo 11) e, por fim, o artigo cientifico (Capitulo Ill), apresentado conforme as

normas da revista cientifica.



CAPITULO Il = REVISAO DA LITERATURA

1 ASPECTOS BIOLOGICOS DOS MICOS-LEOES (Leontopithecus spp.)

Pertencente a familia Callitrichidae, o género Leontopithecus (Lesson,
1840) é composto por espécies de primatas neotropicais que possuem como
caracteristica a face quase nua, com pelagem abundante, sedosa e proeminente
ao redor da cabeca e pescoco, formando uma juba (Kleiman, Hoage & Green,
1988). Atualmente fazem parte deste grupo 0 mico-ledo-dourado
(Leontopithecus rosalia) (Figura 1A), mico-ledo-da-cara-dourada (L.
chrysomelas) (Figura 1B), mico-ledo-preto (L. chrysopygus) e mico-ledo-da-

cara-preta (L. caissara) (Rylands et al., 2008).
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Figura 1. A) Mico-ledo-dourado (L. rosalia); B) Mico-ledo-da-cara-dourada (L.
chrysomelas).

Os micos-ledes sdo considerados 0s maiores primatas dentre os
calitriquideos, pesam entre 500 e 800 gramas, sendo 0s machos maiores que as
fémeas (Bicca-Marques, Silva & Gomes, 2006). Com a dieta constituida por
frutos, flores, néctar, exsudatos, pequenos vertebrados e artropodes, séo
classificados como frugivoros-insetivoros (Kleiman, Hoage & Green, 1988;
Rylands, Coimbra-Filho & Mittermeier, 1993; Kierulff et al., 2002). Os frutos
consumidos sao tipicamente pequenos, macios, doces e com muita polpa. O
néctar também parece ser um importante recurso alimenticio e € consumido por
todas as espécies de micos-ledes (Kleiman, Hoage & Green, 1988; Dietz et al.,
1997; Passos, 1999).



Endémicas da Mata Atlantica, as quatro espécies possuem distintas
areas de distribuicdo. O L. chrysomelas ocorre restritamente no sul do estado da
Bahia e no nordeste de Minas Gerais, o0 L. rosalia habita florestas de planicie
costeira no Estado do Rio de Janeiro, 0 L. caissara tem uma pequena area de
distribuicdo na regido litoranea entre os estados do Parana e S&do Paulo e o L.
chrysopygus pode ser encontrado em florestas do interior do Estado de Séao
Paulo (Rylands, Kierulff & Pinto, 2008) (Figura 2).
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Figura 2. Mapa de distribuicdo dos micos-lebes
nos estados brasileiros.

Todas as espécies deste género estéo incluidas na categoria “Em Perigo”,
no Livro Vermelho de Fauna Brasileira Ameacada de Extincédo (Brasil, 2018), e
o L. caissara € considerado criticamente ameacado, segundo a Unido
Internacional para a Conservacdo da Natureza (Nascimento et al., 2021). O
género Leontopithecus também esta incluido no Anexo | da CITES, Convencao
sobre o Comércio Internacional de Espécies da Flora e Fauna Selvagens em
Perigo de Extingdo. Dentre as principais ameacas, destacam-se a expansao
agropecuéria, desmatamento, fragmentacdo e desconexdo de habitats
(Nascimento et al., 2021). Além disso, a reemergéncia da febre amarela na
regido sudeste do Brasil também pode ser considerada uma ameaga,

especialmente para as populacdes de mico-ledo-dourado (Dietz et al., 2019).



2 CONSERVACAO E MANEJO EX SITU

Os esforgcos para a conservagao dos micos-ledes iniciaram em meados
da década de 60, quando foi observado um severo declinio populacional de
diferentes espécies, incluindo o mico-ledo-dourado e o mico-ledo-da-cara-
dourada. A drastica diminuicdo das populacdes de L. rosalia foi relacionada a
exportacdo de individuos para a criacio doméstica e ao crescente
desmatamento da Mata Atlantica (Rylands et al., 2008; Kierluff et al., 2012).

Apbs a criacao da Lei de Protecdo a Fauna Brasileira (1967) e da Lista
Oficial de Espécies Ameacadas de Extingao (1968), a exportacdo de micos-ledes
passou a ser proibida. Iniciou-se, entdo, um programa internacional, visando a
manutencdo sustentavel de individuos em ambiente ex situ, 0s quais se
encontravam distribuidos em diversas instituicbes zooldgicas (Rylands et al.,
2008).

Com a continua diminuicdo do numero de individuos na natureza, na
década de 80, realizaram-se as primeiras reintroducdes de micos-ledes-
dourados com animais nascidos em instituicbes zoologicas (Beck et al., 1986).
Ao longo dos anos, os esfor¢os internacionais para a conservacao da espécie
se intensificaram e promoveram a reintroducdo de mais de uma centena de
individuos no ambiente natural, o que resultou em um dos casos de maior
sucesso na histdria da conservacdo mundial. Com isso, o mico-ledo-dourado
tornou-se uma das espécies-bandeira mais embleméticas da Mata Atlantica
(Kierluff et al., 2012).

A conservacdo ex situ tem como principal objetivo preservar a
diversidade bioldgica fora do habitat natural (Andriolo, 2007). Esta ndo deve ser
vista como uma alternativa as estratégias in situ, mas sim como uma ferramenta
complementar (IUDZG/CBSG, 1993). O estabelecimento de populagdes fora do
ambiente natural pode prover uma valiosa rede de seguranca contra a extingcao,
gquando uma espécie atinge niveis criticos na natureza ou esta sob risco de
desaparecimento frente a eventos estocasticos, catastrofes ambientais ou perda

de variabilidade genética (Zacariotti et al., 2013).



Em geral, a manutengao de animais selvagens sob cuidados humanos
€ realizada por instituicbes de pesquisa, zooldgicos e criadouros
conservacionistas, 0s quais desempenham um importante papel para a
conservacdo das espécies (Felippe & Adania, 2014). Estudos envolvendo
populacdes em ambiente ex situ fornecem informacdes relevantes sobre a
anatomia, fisiologia, patologia, comportamento e demais &reas do conhecimento
(Verona & Pissinati, 2014). As pesquisas com espécies ameacadas,
frequentemente, visam desenvolver técnicas de reproducao, estabelecer uma
populacdo viavel, incentivar programas de educag¢do ambiental e subsidiar
pesquisas conduzidas em vida livre (Felippe & Adania, 2014).

Para que uma populacdo mantida sob cuidados humanos seja viavel a
longo prazo, é necessario que as instituicdes zooldgicas realizem transferéncias
de animais e, eventualmente, pode ser necessdario importar individuos da
natureza para reforcar uma populacdo ja existente ou estabelecer novas
populacdes. Seguindo as mesmas diretrizes, também pode ser recomendada a

reintrodugdo de animais nascidos em ambiente ex situ (Barongi et al., 2015).

Os livros genealdgicos — Studbooks — sdo uma ferramenta essencial
para o sucesso de um programa de reproducado ex situ e o estabelecimento de
uma populacao geneticamente saudavel (Conway, 1986; Glatston, 1986). Trata-
se de um banco de dados que contém registros individuais atualizados de acordo
com idade, sexo e origem. Esses dados sdo necessarios para estimar
parametros demograficos e genéticos, assim como para orientar permutas entre
instituicbes, a fim de obter populacdes viaveis, minimizando o risco de

endogamia e perda da variabilidade genética (Glatston, 2001).



3 COLELITIASE EM HUMANOS

A colelitiase é uma doenca hepatobiliar crénica e ocorre quando ha
comprometimento do metabolismo do colesterol, bilirrubina e acidos biliares,
resultando na formacgé&o de célculos no ducto biliar hepatico, ducto biliar comum
ou vesicula biliar (Belousov, 2006). E considerada uma doencga gastrointestinal
comum e sua prevaléncia é amplamente variavel, de acordo com as populacdes
estudadas (Reshetnyak, 2012). Estima-se que 10 a 15% da populacéo
americana adulta seja portadora de célculos biliares, porém, apenas 25% destes
exibem sintomatologia clinica (Shaffer, 2006). Na Europa Ocidental, a
prevaléncia varia entre 5,9% e 21,9%, enquanto taxas mais baixas (3,2% a
15,6%) foram relatadas na Asia (Shaffer, 2005).

Os calculos biliares geralmente sao detectados de forma incidental
durante exames de imagem de rotina e permanecem assintométicos em cerca
de 80% dos casos (Gibney, 1990; Lee, Keane & Pereira, 2015). Ap6s o
diagnéstico, o risco de desenvolver dor ou complicacdes é baixo; 1-4% ao ano,
com apenas 10% e 20% dos pacientes desenvolvendo sintomas em 5 anos e 20
anos, respectivamente (Friedman, 1993). O sinal clinico classico da doenca é a
conhecida “cdlica biliar’, uma dor intensa, intermitente, que pode ser
acompanhada de émese (Portincasa, Moschetta & Palasciano, 2006). As
consequéncias mais comuns da colelitiase sdo colecistite, colangite, pancreatite

e cancer da vesicula biliar (Dowling, 2000).

Convencionalmente os célculos biliares podem ser classificados em
calculos de colesterol, mistos e calculos de pigmento marrom ou preto (Dowling,
2000). Em cerca de 80% dos casos, 0s colélitos sdo constituidos
majoritariamente de colesterol (Souza, 2010). Nestes casos, a formacdo dos
calculos é resultado da supersaturacdo biliar causada pela hipersecrecéo de
colesterol, hipomotilidade vesicular, tempo de nucleacdo e cristalizagcéo

acelerada do colesterol (Ibrahim et al., 2018).

Calculos de pigmento também sdo observados em humanos, mais
esporadicamente. A formacdo destes calculos apresenta mecanismos

patogénicos muito distintos em relacdo aos célculos de colesterol (Souza, 2010).



Os célculos de pigmento preto normalmente sdo observados em casos de
hemolise cronica e cirrose hepatica, em que hé associacdo da supersaturacao da
bile com bilirrubinato de célcio, junto com deposicao de carbonato de calcio, fosfato
e sais inorganicos (Souza, 2010; Ibrahim et al.,, 2018). Calculos de pigmento
marrom sdo formados por material amorfo, pigmento biliar, sais de calcio e
glicoproteina de muco. Estes sdo mais frequentes no Oriente e, geralmente,
estdo associados a infeccdo biliar bacteriana ou anatomia anormal da vesicula
biliar (Attili et al., 1997; Tazuma, 2006; Marschall, 2007).

A ultrassonografia abdominal é considerada o método de escolha para
diagnosticar a doenca do célculo biliar. E um procedimento ndo invasivo,
amplamente disponivel, de baixo custo, com mais de 95% de sensibilidade e
especificidade para a deteccao de calculos biliares (Bortoff et al., 2000). Em uma
varredura subcostal longitudinal, a vesicula biliar é vista abaixo do figado como
uma area anecoica, na qual os calculos aparecem como multiplos focos
ecogénicos moéveis com sombra acustica posterior. A ultrassonografia fornece
informacdes sobre o tamanho da vesicula biliar, espessamento da parede da
vesicula, fluido pericolecistico, podendo indicar sinais de colecistite aguda,
tamanho do ducto biliar comum e do ducto hepatico (Portincasa, Moschetta &
Palasciano, 2006).

Em humanos, o aumento dos triglicerideos é considerado um fator de
risco para litogénese, talvez até mais importante que o colesterol. A elevacao
desta, retarda o esvaziamento da vesicula que por si s6 € um fator predisponente
para a formacdo de célculos (Smelt, 2010). Nos casos em que ha obstrucéo
biliar, as provas de funcdo hepatica e canalicular geralmente apontam para
aumento de fosfatase alcalina (FA), gama-glutamiltranspeptidase (GGT) e

aminotranferases, bem como de bilirrubinas (Kelly, 2001).

O manejo de pacientes com calculos biliares assintomaticos geralmente
se baseia no risco de desenvolver sinais clinicos ou complicagfes, ndo sendo
recomendada a colecistectomia nestes casos (Ibrahim et al., 2018). No entanto,
como pode ocorrer disfuncéo hepatica ou cancer de vesicula biliar, recomenda-
se o0 acompanhamento anual, incluindo exame fisico e ultrassonografia

abdominal (Tazuma et al., 2017).
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Quando h& sintomatologia o tratamento pode variar entre a dissolucao
com o uso de sais biliares, fragmenta¢ao com laser, pulverizagdo com litotripsia
extracorporea por ondas de choque, extracéo por endoscopia e cirurgia classica
(Angwafo, Takongmo & Griffith, 2004).
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4 COLELITIASE EM PRIMATAS NAO HUMANOS

A colelitiase é frequentemente diagnosticada de forma incidental em
primatas ndo humanos (PNH) mantidos em ambiente ex situ, por meio de
exames de imagem ou como achado post-mortem (Ruivo & Stevenson, 2017).
Ha relatos de colelitiase em varias espécies, incluindo babuinos (Papio spp.),
chimpanzés (Pan troglodytes), saimiris (Saimiri sciureus), macaco-da-noite
(Aotus trivirgatus), macaco-prego (Sapajus nigritus), muriqui-do-sul (Brachyteles
arachnoides), saguis (Callithrix spp.) e micos-lebes (Leontopithecus spp.)
(Anver, Hunt & Chalifoux, 1972; Smith et al., 2006; Slingluff, 2010; Pissinati &
Silva, 2014; Chatterton et al., 2015; Lieberman et al., 2016; Ramos, 2017).

A suscetibilidade para o desenvolvimento dos calculos aparentemente
varia muito entre as espécies de primatas. Em um estudo retrospectivo
conduzido com mais de sete mil necropsias de babuinos alocados em um centro
de pesquisas biomédicas, a prevaléncia de colelitiase foi de apenas 0,39%
(Slingluff, 2010), enquanto em um estudo com loris (Loris tardigradus) mantidos
sob cuidados humanos, observou-se uma prevaléncia de 15% dentre 32
individuos necropsiados (Plesker, Schulze & Schuhmacher, 2012). Em ambas
as pesquisas a ocorréncia de calculos foi mais frequentemente observada em

fémeas adultas.

Normalmente, os primatas acometidos pela doenca ndo apresentam
sinais clinicos, contudo, ja foram reportados pacientes com letargia, inapeténcia,
perda de peso, vomito, dor abdominal e diarreia. No exame fisico podem ser
observados baixo escore corporal e mucosas ictéricas (Smith et al., 2006;
Plesker & Schulze, 2015). Dentre as altera¢Bes ultrassonogréficas, relata-se
aumento das dimensdes da vesicula biliar (Chatterton et al., 2015), dilatacdo do
ducto biliar (Smith et al., 2006) e cistico, além da presenca de estruturas

hiperecogénicas com sombra acustica (Lieberman et al., 2016).

Célculos biliares diagnosticados em PNH sdo compostos principalmente
de colesterol (Slingluff, 2010; Chatterton et al., 2015; Lieberman et al., 2016). No
entanto, esse tipo de calculo raramente € observado em micos-ledes, sendo

mais comum a ocorréncia de calculos compostos principalmente por cistina e
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sais de calcio (Pissinati et al., 1992; Smith et al., 2006). Em primatas, o
tratamento mais frequentemente reportado tem sido a cirurgia classica,
realizando-se adaptacbes das técnicas descritas para os seres humanos
(Schwartz, 1989; Smith et al., 2006; Chatterton et al., 2015).
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Abstract

Background: Cholelithiasis is a digestive system disorder of multifactorial origin
that occurs due to stones formed in the gallbladder. This study aimed at
investigating by abdominal ultrasound examination the prevalence of
cholelithiasis in lion tamarins kept under human care.

Methods: Thirty lion tamarins from five Brazilian zoos, including 17 golden lion
tamarins and 13 golden-headed lion tamarins, were evaluated.

Results: Considering all lion tamarins, the overall frequency of cholelithiasis was
53.3% (16/30). There were no significant differences between species and sex.
Cholelithiasis was predominant (75,0%) in lion tamarins older than five years.
Septate gallbladder was observed in 86.6% (26/30) of the lion tamarins. Of these,
53.8% (14/26) had gallstones. A biochemical analysis revealed a moderate
positive correlation between gamma-glutamyl transferase and the number of
gallstones.

Conclusions: Asymptomatic cholelithiasis is frequent in lion tamarins kept under
human care. Therefore, a systematic monitoring through ultrasound should be

part of the preventive care of these animals.

KEYWORDS

gallstones, septate gallbladder, callitrichids, ex-situ
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1 INTRODUCTION
Belonging to the family Callitrichidae, the genus Leontopithecus (Lesson,1840)
contains four species of Neotropical primates, also known as lion tamarins. The
species come from the Atlantic Forest, a biome considered a biodiversity hotspot
due to the highest levels of species richness and endemism rates on the planet.?
Golden lion tamarins (Leontopithecus rosalia) and golden-headed lion tamarins
(Leontopithecus chrysomelas) are listed as endangered species by the
International Union for Conservation of Nature (IUCN).3-6

Gallstones, or cholelithiasis, is a digestive system disorder of
multifactorial origin that frequently affects the human population in different
rates.” The etiology of the disease and the chemical composition of the stones
are variable in humans and involve some risk factors, including diet, age, sex,
genetic factors, liver diseases and gallbladder stasis.® Cholesterol stones are the
most common in humans, and the diagnosis usually is performed by abdominal
ultrasound, which is considered safe, widely available, and with high sensitivity
and specificity.%10

In non-human primates, the diagnosis of cholelithiasis has already been
performed by imaging studies or during the necroscopic examination as a post-
mortem finding, in baboons (Papio spp.), chimpanzees (Pan troglodytes), squirrel
monkeys (Saimiri sciureus), owl monkeys (Aotus trivirgatus), marmosets
(Callithrix spp.) and lion tamarins (Leontopithecus spp.).}**° In lion tamarins,
gallstones are mainly composed of cystine and calcium salts.1%16

This study aimed at investigating, through abdominal ultrasound,

prevalence the cholelithiasis in golden lion tamarins (L. rosalia) and golden-

headed lion tamarins (L. chrysomelas) kept under human care.
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2 MATERIALS & METHODS

2.1 Humane care guidelines

This study was approved by the Ethics Committee for Animal Care and Use of
the School of Veterinary Medicine and Animal Use (no. 0116/2019 — CEUA), and
authorized by the Chico Mendes Institute for Biodiversity Conservation (ICMBIio)
through the System of Authorization and Information on Biodiversity (SISBIO)

(no. 70503).

2.2 Animal selection and chemical restraint

Thirty lion tamarins kept in captivity in five Brazilian zoos were evaluated; 17
golden lion tamarins (nine females; eight males) and 13 golden-headed lion
tamarins (seven females; six males). The age range was four months to 17 years
(mean 5.5 + 3.9 years), based on International Studbooks for golden lion tamarins
and golden-headed lion tamarins. Two individuals did not have a registered birth
date. All lion tamarins were part of exhibit collections. Their diet included
commercial diets for callitrichids, fruits, vegetables, boiled eggs and insects, and
water ad libitum.

The lion tamarins were chemically restrained with isoflurane in 100%
oxygen via a facemask in order for the blood collection and ultrasound evaluation
to be performed. Vital signs (heart rate, respiration rate, body temperature) were
monitored and recorded at 10-minute intervals. After the procedures, the animals

were kept under observation until complete anesthetic recovery.
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2.3 Blood sample collection

Blood samples (2 mL) were collected through femoral venipuncture using a sterile
3 mL disposable syringe and a sterile hypodermic needle 24G (0.55 x 20 mm).
Part of the blood sample (0.5 mL) was placed into ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA) tube for a complete blood count (CBC), and the remaining volume
(1.5 mL) was placed into a tube with clot activator gel for a biochemical analysis
of the serum that included alanine aminotransferase (ALT), aspartate
aminotransferase (AST), alkaline phosphatase (ALP), gamma-glutamyl
transferase (GGT), total protein, albumin, globulin, bilirubin, cholesterol, and

triglycerides. Normal reference values were based on ISIS reference (1999).17

2.4 Ultrasound evaluation

The abdominal ultrasound was performed with an ultrasound system (MyLab
Alpha; Esaote®) equipped with a 3-13 MHz linear frequency transducer. A
combination of 70% isopropyl alcohol and acoustic coupling gel were used to
improve the transducer-to-skin coupling. The lion tamarins were placed in dorsal
recumbency, and images were obtained in the sagittal and transverse planes of
the liver and gallbladder. Wall thickness of the gallbladder, diameter of the
common bile duct, number and size of the gallstones were measured (Figure 3).
The anatomical characteristics of the gallbladder, as well as conformation,

echogenicity, and echotexture of the liver parenchyma, were assessed.

2.5 Statistical analysis
Statistical analyses were performed using the GraphPad Prism® version 8

software (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Mean and standard
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derivation were used for summarized the of data. Fisher's or Chi-square tests
were used for the analysis of proportions. For multiple comparisons, a correlation
matrix was done using the Spearman test. Statistical significance was set at
p<0.05.

The wall thickness of the gallbladder and the diameter of the common
bile duct were analyzed by the least-squares method of the Statistical Analysis
System version 9.3 program, using the GLM (Generalized Linear Model)
procedure. The degree of association between septate gallbladder and the
occurrence of gallstones was analyzed by Cramer's V coefficient!® using the R
package. The results were considered significant for probabilities inferior to 5%

(p<0.05), applying Tukey multiple comparisons of means.

3 RESULTS

3.1 Epidemiological aspects

Considering all lion tamarins, the prevalence of cholelithiasis was 53.3% (16/30),
being 69.2% (9/13) in L. chrysomelas and 41% (7/17) in L. rosalia. However,
there was no statistically significant difference between species (p = 0.127). The
males (62.5%; 10/16) were more affected than females (37.5%; 6/14), but there
was no statistically significant difference either (p = 0.081).

Cholelithiasis was detected only in lion tamarins older than two years of
age. Comparison the prevalence of the animals younger than five years old
(31.2%; 5/16) and older than five years old (75.0%; 9/12) was no statistically
significant (p = 0.054). Two other individuals with cholelithiasis were not age

determined. There was a positive correlation between age and the number of
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gallstones (r= 0.60, p= 0.004, IC 95%= 0.22 to 0.82). Thus, older animals

presented a tendency to having multiple gallstones.

3.2 Laboratory parameters

The CBC values were within the reference range for the species for all lion
tamarins in the study. The biochemical analysis showed a moderate positive
correlation between GGT and the number of gallstones (r= 0.61, p= 0.003, IC
95%= 0.22 to 0.83). However, increased GGT levels were observed in only
18.7% (3/16) of the cases. Hyperbilirubinemia and increased levels of AST, ALP,
and triglycerides were observed in three individuals, but these increases were
not concomitant. Serum biochemical parameters for L. chrysomelas and L.

rosalia are described, respectively, in Tables 1 and 2.

3.3 Ultrasonographic findings
The gallbladder was located to the right of the midline in the upper quadrant. The
optimal visualization was in a transverse imaging plane at the level of the xiphoid
process. The gallbladder had an ellipsoid shape with septation in 86.6% (26/30)
of the lion tamarins. Of these, 53.8% (14/26) had gallstones that appeared as
echogenic masses with acoustic shadow. Of the four lion tamarins that did not
have a septate gallbladder (13.3%; 4/30), two had cholelithiasis. Features
suggestive of duodenitis or colitis were visualized in two lion tamarins with
cholelithiasis.

The statistical analysis showed a weak association between septate
gallbladder and cholelithiasis. The calculi were single or multiple, rounded to oval

in shape, and measuring from 0.08 mm to 3.8 mm (Figure 4). Acoustic shadow
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artifacts were present in most cases. The mean gallbladder wall thickness in
animals without cholelithiasis were not significantly different when comparing
animals with cholelithiasis (mean 0,058; mean 0,057; p= 0,92). The same was
observed when comparing the bile duct diameter (mean 0,17; mean 0,18; p=

0,23).

4 DISCUSSION

Despite the extensive literature about human gallstone disease’'° and reports of
the disease in primates,114151920 the subject is still little investigated in
callitrichids, with scant information about morbidity and mortality related to the
disease in these species.1216.21

The frequency of cholelithiasis in lion tamarins in this study was higher
than in a necropsy study, in which 11.3% (6/53) of the golden lion tamarins and
14.3% (3/21) of the golden-headed lion tamarins presented the disease.'® The
difference was even higher in comparison to a study carried out with baboons, in
which the prevalence of cholelithiasis was only 0.39%.1% No significant sex
differences were observed, as verified in a study that suggested sex not be a
predisposing factor for cholelithiasis in callitrichids.?*

The risk of gallstone disease increases with advanced age in human
patients.® In the present study, the disease was observed most commonly in lion
tamarins older than five years old. In addition, in callitrichids from European zoos,
gallstones were observed in animals older than six years old.?! No lion tamarins
younger than two years old developed the disease, as observed in other

studies.1216
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Despite the advances in the nutrition and management of callitrichids
kept under human care?224, free-ranging lion tamarins have a diverse diet, which
may be related to seasonal variations.?>?’ Even considering that the
pathogenesis of cholelithiasis in lion tamarins is unknown,?® the diet received
outside the natural habitats can be a risk factor for gallstone formation. In
humans, the diet also plays an important role in gallstone disease.02%:30

The ultrasound showed that septate gallbladder was a common finding
in the golden lion tamarins and golden-headed lion tamarins, similar to the
findings in Callithrix jacchus.®? A study in Leontopithecus spp. suggested that
septate gallbladder was associated with decreased biliary solubility and the
consequent interference with bile flow, predisposing to gallstone formation.®
However, in this study, a weak correlation was observed between septate
gallbladder and cholelithiasis. Another study found callitrichids with gallstones
without this anatomical feature.?!

Two lion tamarins with cholelithiasis had ultrasound features suggestive
of duodenitis or colitis. Abnormal protein metabolism, inflammation of the ileum,
or malabsorption are supposedly related to gallstone formation.'?> However,
43.7% (7/16) of the lion tamarins with gallstones were clinically healthy and had
normal CBC and serum biochemistry parameters. Even though the gallstone
disease is often asymptomatic, there are reports of lion tamarins presenting
chronic weight loss, weakness, pale mucous membranes, and diarrhea.'?2!
These clinical findings are nonspecific and have a low semiological value
considering that gastrointestinal diseases are common in callitrichids kept under

human care.3234



22

Regarding the CBC and biochemistry parameters, only three individuals
presented elevated GGT and hyperbilirubinemia. These same parameters were
the most frequently increased in a study with callitrichids with cholelithiasis.?!
Increased levels of these enzymes have been associated with obstruction of the
biliary tract and reported in symptomatic cases of cholelithiasis in callitrichids,
squirrel monkeys, and chimpanzees.'2141521 However, in humans, laboratory
test results are usually normal, and only a few patients may present transient and
mild increases in the levels of serum bilirubin, aminotransferase, and alkaline
phosphatase.3®

Gallstones were diagnosed in lion tamarins from all institutions
participating in this study, highlighting the influence of captivity in the disease.
Therefore, systematic monitoring using ultrasound should be part of a preventive
care program to identify the cholelithiasis in lion tamarins kept under human care,
and could help understand the disease in ex situ populations.

In conclusion, the frequency of cholelithiasis as determined by abdominal
ultrasound was similar in golden lion tamarins and golden-headed lion tamarins
kept under human care, without differences regarding sex or septate gallbladder.
In both species, advanced age seemed to be a relevant factor for the

development of gallstones.
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TABLE 1 Signalment (age, sex) and serum biochemical, including alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), alkaline

phosphatase (ALP), gamma-glutamyl transferase (GGT), total protein (TP), albumin, globulin, bilirubin, cholesterol, and triglycerides, obtained

from nine golden-headed lion tamarins (Leontopithecus chrysomelas) with cholelithiasis.

Total

Direct

Indirect

Age TP i i e L ae Cholesterol Triglycerids

T B B0 B BD Do S0 ST R EE ome

8 M 61 77 29 174 6.4 3.2 3.2 05 0.2 0.3 16 49

6.5 F 14 64 31 4.3 6.1 3.1 3 0.6 0.2 0.4 26 39

8 M 72 81 92 41 6.1 3.2 2.9 0.8 0 0.8 64 109

10 M 133 106 228 1309 5.7 25 3.2 2.1 0.1 2 42 252

3 F 23 89 117 116 6 3.4 2.6 0.3 0 0.3 28 71

12 M 68 184 257 538 53 2.7 2.6 2.1 0 2.1 32 63

- F 12 57 80 184 5.9 3.2 2.7 0.3 0 0.3 30 59

3 F 30 172 112 262 6 3.3 2.7 0.2 0 0.2 39 114

4 M 27 105 48 169 55 2.9 2.6 0.3 0 0.3 27 40
Mean 77 111 92 66 6.6 3.6 3 0.7 0.1 0.3 54 108
Standard 44 43 58 0.6 05 05 0.6 0.1 0.3 21 70

deviation
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TABLE 2 Signalment (age, sex) and serum biochemical, including alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), alkaline
phosphatase (ALP), gamma-glutamyl transferase (GGT), total protein (TP), albumin, globulin, bilirubin, cholesterol, and triglycerides, obtained

from seven golden lion tamarins (Leontopithecus rosalia) with cholelithiasis.

Age Sex ALT AST ALP GGT TP Albumin Globulin -tl)—icl)itrilbin t?iilgfuctt)in LTE:L%T; Cholesterol Triglycerides
(years) L @i uiny L) (gl - (9/dh) (@dh) ) (mg/dl)  (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
10 M 85 92 72 14746 6.4 2.6 3.8 1 0.3 0.7 113 64
8 F 133 96 42 698.9 6.6 3.1 3.5 2.3 0.9 14 66 92
7 M 127 150 37 21 7.5 3.5 4 0.5 0.1 0.4 211 109
6 M 236 198 74 28 6.7 3 3.7 0.4 0 0.4 87 140
2 F 73 122 97 6.4 6.6 3.4 3.2 0.3 0 0.3 89 160
M 27 68 46 16.5 6.6 3.1 35 0.3 0 - 183 68
4 M 47 128 68 2.2 - 3.6 - 0.3 0 - - 17
Mean 84 102 56 45 6.7 3.7 3 0.8 0.4 0.4 78 88
Standard

deviation 78 50 23 63 0.7 0.6 0.5 1 0.6 0.4 28 40
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Figure 3. Ultrasound images of the gallbladder in lion tamarins. Gallbladder wall

thickness measurement (+) (A). Longitudinal and transverse sonograms of the
gallbladder showing measurement planes for length (L), width (W), and height (H) (B).
Measurement of the cystic duct diameter (C). Gallbladder with presence of round-shape

echogenic structures (arrow) (D).
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Figure 4. Ultrasound images of the gallbladder in lion tamarins. Septate gallbladder in

the sagittal (A). Septate gallbladder in the transversal plane (B). Longitudinal B-mode
ultrasound image showing gallbladder filled with anechogenic content and oval-shaped
hyperechoic structure (arrow) forming faint posterior acoustic shadowing (gallstone) (C).
Gallbladder filled with anechogenic content and several round-shape hyperechoic
structures (arrow) forming posterior acoustic shadowing (gallstones), and hepatomegaly

with diffusely hyperechogenic and heterogeneous parenchyma is also observed (D).
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ANEXOS

Parque Zooldgico Municipal “Quinzinho de Barros”
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Animal: Mico-Ledo-Dourado Setor: Micario Recinto: 40 1

PV = 700g

N° de animais: 2 N° Vasilhas: 1

Item Manhé| Tarde |2°| 3°|4° |5°|6°| Sab | Dom g Apresentagéo

Ragio Extrusada P25 | X X X 60 UMEDECIDA, ¢/ agua

Ragdoempo | x| |x|x| x| x | 60 [lerao ianana o uva passasyo
no Inverno (banana e alho)

Banana X XIX|X|X|X| X X 90 cortar espessura de 1 dedo

Mamaéao X XIX|X|X|X| X X 90 cortar espessura de 1 dedo

Laranja X XIX[X|X|X] X X 50 cortar espessura de 1 dedo

Abacaxi X XX |X|X[|X]| X X 50 cortar espessura de 1 dedo

Milho cozido X XX | X|X[X]| X 60 Gréo, Cozido

::I\:Il:: Q[r :li: : :: ; e) X X X X 80 cortar espessura de 1 dedo

Maca X X X X 90 cortar espessura de 1 dedo

Melao X X X X 90 cortar espessura de 1 dedo

Ovo de codorna X X X X 20 Ou 2 unid. / Cozido

Péra X X X X X 90 cortar espessura de 1 dedo

Melancia X X X X X 90 cortar espessura de 1 dedo

SETOR DE NUTRICAO ANIMAL

HORARIO DE ALIMENTACAO DO MICARIO

HORARID 2%F 3°F 42F 52F 6°F SAB DOM
08:30 Ragdo BOLINHAS Ragéo BOLINHAS | BOLINHAS DE | BOLINHAL | BOLINHAL
i extruzada P25 | DE RACAD | extruzada P25 | DE RACAD RACAO DE RACAD | DE RACAD
*10:50 FRUTAS FRUTAS FRUTAS FRUTAS FRUTAS FRUTAS FRUTAS
* . agua-de- . agua-de- . Agua-de- .
13:00 Cha Cha Cha Cha
COCD COCD COCD
*14:00 | Cald Worms | Tenébrio Barata Tenébrio Grilo Zophoba Barata
*16:00 GOMA GOMA GOMA GOMA GOMA GOMA GOMA
Obs.: * O Setor de Mutrigio Animal ira enviar 3s 10:50 todos os itens [Frutas, Chafagua-de-coco, Insetos & Goma, mas
o tratador deve oferacer somente nos horarios designados)
Em casos de diarréia serdo oferacidos: flan de maisena, cha de goiaba, dgua-de-coco, arroz cozido sem sal.

MICARIO - Saida de Insetos para os Micos e Saquis

29F 30F A%F 5%F B2F SAB DOoM
wcrre | Calci Worms | Tenébrio Barata Tenébrio Grilo Zophoba| Barata
MICARID (713 18 1] 15 B9 1z 1
EXTRA 2 4] 0 1] 1] i) i) 4]

Ohbs: 2 medidas de CALCIO pars * empanar os insetes”, todos os dias.

Alusllnedo sm: 201

FORMULA - GOMA ARABICA

135

mil Egua

&2

§ Soma Arbics

MABCARID {ml)

158

2163

eriid. [dim S cads Hem

Unid. /Sin dw cuda Eem



PARQUE ECOLOGICO MUNICIPAL DE AMERICANA

CID ALMEIDA FRANCO
MICO LEAO CARA DOURADA - Leontopithecus chrysomelas ( )

SEGUNDA TERCA
ITEM APRES. QUANTIDADE ITEM APRES. QUANTIDADE
1 1
B. DOCE cozida M 40g ABOBORA cozida M 40g
BANANA picada M 80g MAMAO picado M 80g
MACA picada M 60g GOIABA picada M 50g
ABACAXI picado M 60g MELANCIA picada M 60g
ovo cozido M| 1/2u ovo cozido M 1/2u
RACAO micos T 15g RACAO micos T 15g
QUARTA QUINTA
ITEM APRES. QUANTIDADE ITEM APRES. QUANTIDADE
1 1
B. DOCE cozida M 40g ABOBORA cozida M 40g
BANANA picada M 80g MAMAO picado M 80g
MACA picada M 60g GOIABA picada M 50g
ABACAXI picado M 60g MELANCIA picada M 60g
ovo cozido M 1/2u oVvo cozido M 1/2u
RACAO micos T 15g RACAO micos T 15g
SEXTA SABADO
ITEM APRES. QUANTIDADE ITEM APRES. QUANTIDADE
1 1
B. DOCE cozida M| 40g ABOBORA cozida M 40g
BANANA picada M| 80g MAMAO picado M 80g
MACA picada M 60g GOIABA picada M 50g
ABACAXI picado M 60g MELANCIA picada M 60g
ovo cozido M 1/2u (e)V/6)] cozido M 1/2u
RACAO micos T 15g RACAO micos T 15g
DOMINGO OBSERVACOES
ITEM APRES. QUANTIDADE
1
B. DOCE cozida M 40g
BANANA picada M 80g
MACA picada M 60g
ABACAXI picado M 60g
ovo cozido M 1/2u
RACAO micos T 15g

40
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PARQUE ECOLOGICO MUNICIPAL DE AMERICANA

CID ALMEIDA FRANCO

MICO LEAO DOURADO - Leontopithecus rosalia ( )

SEGUNDA TERCA
ITEM APRES. QUANTIDADE ITEM APRES. QUANTIDADE
1 1
B. DOCE cozida M 40g ABOBORA cozida M 40g
BANANA picada M 80g MAMAO picado M 80g
MACA picada M 60g GOIABA picada M| 50g
ABACAXI picado M 60g MELANCIA picada M 60g
ovo cozido M 1/2u ovo cozido M| 1/2u
RACAO micos T 15g RACAO micos T 15g
QUARTA QUINTA
ITEM APRES. QUANTIDADE ITEM APRES. QUANTIDADE
1 1
B. DOCE cozida M 40g ABOBORA cozida M 40g
BANANA picada M 80g MAMAO picado M| 80g
MACA picada M 60g GOIABA picada M| 50g
ABACAXI picado M 60g MELANCIA picada M 60g
(e)V/6] cozido M 1/2u ovo cozido M| 1/2u
RACAO micos T 15g RACAO micos T 15g
SEXTA SABADO
ITEM APRES. QUANTIDADE ITEM APRES. QUANTIDADE
1 1
B. DOCE cozida M 40g ABOBORA cozida M| 40g
BANANA picada M 80g MAMAO picado M| 80g
MACA picada M 60g GOIABA picada M| 50g
ABACAXI picado M 60g MELANCIA picada M 60g
(e)V/6] cozido M 1/2u ovo cozido M| 1/2u
RACAO micos T 15g RACAO micos T 15g
DOMINGO OBSERVACOES
ITEM APRES. QUANTIDADE
1
B. DOCE cozida M 40g
BANANA picada M 80g
MACA picada M 60g
ABACAXI picado M 60g
ovo cozido M 1/2u
RACAO micos T 15g
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Setor

Peq. Primatas

N2 Animais

M. Cara
Dourada

19/09/2019

Nome

Manejo Alimentar

Categoria:

Man

utencao

Item (g)

06:00 10:30

13:00

SEG

TER | QUA

QUI| SEX| S

Frutas Variadas

650

Batata Doce, Coz

235

Ovo, Coz

95

Racao P25

60

CaCO3

X[ XX |[X|X

XXX |[X|X
XXX |[X|X

XXX |[X|X
XXX |[X|X

Z0p

JOMCARE

COMSULTORIA, GESTAD E TREINAMENTO
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Setor

Peq. Primatas

N2 Animais

7

M. Dourado

19/09/2019

Nome

Manejo Alimentar

Categoria:

Repr

oducao

Item (g)

06:00

10:30

13:00

SEG

TER | QUA| QUI

SEX| SAB| DOM

Frutas Variadas

530

Batata Doce, Coz

150

Ovo, Coz

90

Ragao P25

110

CaCO3

XX | X|X|X

XX | X|X|X
XX | X|X|X
XX | X|X|X

XX | X[ X || B

> | > | > | > | >
> | > | > | > | >

=

a2

JOMCARE

COMSULTORIA, GESTAD E TREINAMENTO



