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RESUMEN

Los analisis clinicos son parte de la patologia clinica que incluye la aplicacion de los
andlisis laboratoriales a la medicina por lo que constituyen una herramienta competitiva que,
junto con el examen clinico y la anamnesis, conforman la trilogia para la solucion de
problemas clinicos.

La importancia de realizar investigaciones en las tortugas continentales radica en
promover una mejora de su salud y conservacion debido a los pocos datos que se encuentran
actualmente.

El tipo de estudio que se realizé fue un estudio transversal de tipo descriptivo, se trabajé
con una poblacion de 32 tortugas de la especie Rhinoclemmys pulcherrima de dos centros de
cautiverio (centro de rescate y herpetoldgico). Técnicas de laboratorio estandar fueron
utilizadas para conteo de leucocitos, determinacion de hematocrito y hemoglobina; en el
frotis sanguineo se realiz6 el conteo diferencial de leucocitos y la descripcion de la
morfologia de las células encontradas. Para las pruebas bioquimicas (proteinas totales,
albimina, globulina, glucosa, colesterol, acido Urico, nitrégeno ureico, calcio, fésforo, AST,
CK, cloruro, sodio y potasio) se empled un equipo marca Spinreact modelo Spin 200E.

Los valores obtenidos de esta investigacion son aplicables en la medicina clinica y de la
conservacion de las tortugas, siendo los primeros datos de hematologia, bioquimica sérica y
morfologia celular de la tortuga roja en condiciones de cautiverio que constituyen una guia
referencial preliminar; sin embargo, los factores extrinsecos e intrinsecos se deben tomar en

consideracion al evaluar el estado de salud de las tortugas.

Palabras clave: tortuga, hematologia, bioquimica, morfologia



ABSTRACT

Clinical analyzes are part of the clinical pathology that includes the application of
laboratory analyzes to medicine, they constitute a competitive tool that together with the
clinical examination and the anamnesis, make up the trilogy for the solution of clinical
problems.

The importance of conducting research on these species lies in promoting an
improvement in their health and conservation due to the limited data that is currently
available.

The type of study that was carried out was a descriptive cross-sectional study, there was
a population of 32 turtles of the species Rhinoclemmys pulcherrima from two captivity
centers (rescue and herpetological center). Standard laboratory techniques were used for
leukocyte count, hematocrit and hemoglobin determination; in the blood smear, the
differential leukocyte count and the description of the morphology of the cells found were
performed. For the biochemical tests (total proteins, albumin, globulin, glucose, cholesterol,
uric acid, urea nitrogen, calcium, phosphorus, AST, CK, chloride, sodium and potassium) a
Spinreact equipment model Spin 200E was used.

The ranges obtained are applicable in clinical medicine and the conservation of turtles,
being the first data of hematology, serum biochemistry and cellular morphology of the
painted wood turtle in captivity conditions that constitute a preliminary reference guide;
however, extrinsic and intrinsic factors must be taken into consideration when assessing the

health status of turtles.

Key words: turtle, hematology, biochemistry, morphology



1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

La herpetofauna es definida como los reptiles y anfibios de una regidn, habitat o periodo
geoldgico particular, representando para Costa Rica un grupo de gran importancia bioldgica,
con un aproximado de 225 especies de reptiles (Castillo-Centeno y Laurent 2015).

Se han descrito 275 especies de quelonios (tortugas) a nivel mundial, variando ampliamente
en cuanto a su anatomia, fisiologia, comportamiento y requerimientos ambientales. Debido a lo
anterior, se dificulta el abordaje clinico de dos especies bajo los mismos parametros dada la
ausencia de informacion fisioldgica y ecoldgica de cada especie. Por ejemplo, los valores
hematoldgicos y de bioquimica sanguinea han sido publicados para menos del 5 % de las
especies y el hecho de que muchas especies estdn amenazadas o en peligro de extincion solo
complica la recoleccion de estos datos (McArthur et al. 2004).

En Costa Rica se describen un total de 13 especies de tortugas, cinco de ellas marinas vy el
resto dulceacuicolas o terrestres, también conocidas como tortugas continentales (Savage 2002;
Merchan-Fornelino 2003). Las especies marinas son la tortuga boba o cabezona (Caretta
caretta), la tortuga verde (Chelonia mydas), la tortuga laid o baula (Dermochelys coriacea), la
tortuga carey (Eretmochelys imbricata) y la tortuga olivacea o lora (Lepidochelys olivacea)
(Merchan-Fornelino 2003).

Por su parte, las continentales son la tortuga resbaladora (Trachemys scripta), la tortuga
mordedora o lagarto (Chelydra acutirostris), las tortugas candado (Kinosternon scorpioides, K.
leucostomum y K. angustipons) y las especies del género Rhinoclemmys spp.: la tortuga café o
anulada (R. annulata), la tortuga negra (R. funerea) y la tortuga roja, dragén o del bosque (R.

pulcherrima) (Merchan-Fornelino 2003).



La gran variedad de quelonios presentes en el pais ha generado que muchas personas
trasladen a sus hogares algunos especimenes de los ecosistemas cuando realizan visitas al campo
(Castillo-Centeno y Laurent 2015). Esto se puede observar en la gran cantidad de tortugas
continentales existentes en muchos de los hogares, a pesar de no ser permitida la tenencia de
quelonios silvestres (Reglamento de la Ley de Conservacion de la Vida Silvestre (N 32633-
MINAE)), ya que se les varian sus condiciones naturales y se les convierte en animales
vulnerables a enfermedades con una alta carga de estrés (MINAE 2005; Castillo-Centeno y
Laurent 2015).

Las tortugas son animales poiquilotermos, requieren de bafios de sol para su
termorregulacion, logrando incrementar su temperatura corporal para obtener una mayor
eficiencia de algunos procesos metabolicos (McArthur et al. 2004). Por lo anterior se deduce
que son altamente dependientes de las condiciones ambientales y de manejo, esto permite
comprender la relacion de estos seres vivos con su ambiente. Los hallazgos comportamentales,
fisicos y clinico-patolégicos pueden ser completamente variables a diferentes temperaturas o
cuando hay cambios de dieta (Castillo-Centeno 2014).

Los quelonios tienen un papel relevante en diversos contextos ecoldgicos, esto debido a sus
habitos y sus relaciones con la agricultura, salud humana y ecoturismo. Su comportamiento los
caracteriza como seres importantes en los ecosistemas, ya que hacen ingesta de semillas y actdan
como organismos dispersores de las mismas (Castillo-Centeno 2014). También controlan las
poblaciones de muchas especies vegetales y de invertebrados no deseados en areas urbanas, ya
que se alimentan de insectos del género Blattaria (cucarachas) y otros organismos patdégenos

para el ser humano (Acufia-Mesen 1998; Castillo-Centeno 2014).



Especies como la tortuga roja contribuye a eliminar algunos vectores de enfermedades, por
ejemplo, los mosquitos del género Anopheles, cucarachas, hormigas y chinches, que pueden
constituir una amenaza para la salud de los humanos, por lo tanto, los quelonios son animales
valiosos para la salud publica (Acufia-Mesén 1998; Castillo-Centeno 2014).

Las tortugas del género Rhinoclemmys se consideran centroamericanas, a pesar de que se
distribuyen desde el sur de México hasta el oeste de Brasil, debido a que la comunidad presente
en el norte de la vertiente pacifica de Colombia, Ecuador y Per( presenta muchas mas
caracteristicas en comun con la fauna de América Central que con la del resto de América del
Sur (Merchan-Fornelino 2003).

Segun Acufia-Mesén (1998) y Uetz y colaboradores (2016), la clasificacion taxondmica de

las tortugas R. pulcherrima se describe en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Taxonomia de R. pulcherrima

Reino: Animalia
Filo: Chordata
Clase: Reptilia
Subclase: Lepidosauria
Orden: Testudines
Suborden: Cryptodira
Familia: Geomydidae
Género: Rhinoclemmys




La tortuga roja presenta una concha (caparazon y plastron) con forma de clpula, el
caparazon se caracteriza por presentar lineas de color rojo y negro, curvas y concéntricas, sobre
fondo amarillo. La cabeza es café claro y presenta varias lineas rojas continuas y curveadas
(Acufia-Mesén 1998).

La especie R. pulcherrima es una tortuga terrestre, aunque depende de los habitats acuaticos,
se encuentra a una altura maxima de 1400 metros sobre el nivel del mar. Se encuentra en el agua
con facilidad, especialmente en la época seca, principalmente en recursos acuaticos de pequefio
tamafio, aguas tranquilas y abundante vegetacion riberefia (Acufia-Mesén 1998; Savage 2002;
Merchan-Fornelino 2003). Esta especie es diurna, pero su actividad se puede restringir a horas
tempranas de la mafiana o la noche durante dias calientes o en la estacion seca (Acufia-Mesén
1998; Savage 2002).

Las tortugas R. pulcherrima se alimentan de numerosas especies vegetales, pero también
hacen ingesta de proteina animal (Savage 2002). Su alimento lo ingieren casi siempre fuera del
agua, aungue pueden alimentarse dentro de ella. Se nutren de diversas clases de alimentos por
lo que se consideran animales omnivoros al consumir mas de 20 especies de babosas (Limax
maximus), larvas de diferentes insectos, abejones, lombrices de tierra, algunos vertebrados,
flores, tallos, frutos, hojas y semillas (Acufia-Mesén 1998; Castillo-Centeno 2014).

Las enfermedades en general tienen un papel importante en el estado de salud de las
tortugas, debido a que repercuten en su estado fisico, capacidad de diseminacion y riesgos de
mortalidades masivas. Es poco lo que se conoce sobre la capacidad inmunitaria y el desarrollo
de glébulos blancos en estas especies. El sistema inmune de las tortugas esta sujeto a variaciones
dependientes de la temperatura, el estrés, la humedad ambiental y la alimentacion. Estos factores

afectan de modo més directo a los reptiles que a los mamiferos (Fournier-Guitiérrez 2015).



Las caracteristicas de la sangre de los quelonios reflejan no solo condiciones fisioldgicas,
sino también ecoldgicas distintivas y particulares para cada especie, esto permite visualizar
cualquier alteracion de las actividades metabdlicas del organismo. Su andlisis es una
herramienta esencial que combinada con la anamnesis y la exploracion fisica proveen un
diagnostico del estado de salud del animal (McArthur et al. 2004). Para lograr este diagnostico
es imprescindible contar con parametros sanguineos previamente establecidos y estandarizados.
Es importante tener en cuenta que la respuesta bioldgica y los parametros sanguineos varian
entre regiones geograficas. Por lo tanto, también deberia hacerse énfasis en la patologia clinica

y la imagenologia diagnostica en estos pacientes (Santillana 2012).

1.2. Justificacion

La proteccion de especies animales, en especial aquellas que podrian estar en peligro de
extincion, requiere de investigaciones que permitan conocer adecuadamente su fisiologia
normal, asi como enfermedades y comportamiento (Roskov et al. 2017). Segun lo describen las
listas rojas de la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN 2017;
Roskov et al. 2017) algunas de las especies de tortugas del género Rhinoclemmys se encuentran
cercanas a ser amenazadas, por lo tanto, es relevante realizar estudios en estas especies para
promover una mejora de su salud y conservacion. Ademas, la informacion obtenida, favorecera
la reduccidn de las consecuencias inherentes al cautiverio de las tortugas continentales (Castillo-
Centeno y Laurent 2015).

Los analisis clinicos constituyen una herramienta competitiva que, junto con el examen
clinico y la anamnesis, conforman la trilogia para la solucién de problemas clinicos. La finalidad

de su aplicacion radica en proveer una herramienta de diagnostico, descartar una enfermedad,



identificar una disfuncion de un 6rgano especifico, monitorear la respuesta a un tratamiento,
establecer medidas profilacticas, controlar la transferencia y diseminacion de enfermedades,
realizar estudios comparativos de especies y detectar especies vulnerables. El valor de la
aplicabilidad de los andlisis es incuestionable y llegan a ser una herramienta indispensable en la
labor diaria del médico veterinario (Meneses-Guevara y Bouza-Mora 2014).

Contrario a lo que ocurre con las especies domésticas, los parametros hematoldgicos de
tortugas continentales se encuentran poco documentados (McArthur et al. 2004). Se han
realizado investigaciones que arrojan parametros sanguineos de referencia para las especies
marinas de Costa Rica (Redondo 2008; Howell-Ramirez 2017), pero la informacion es escasa
en lo que respecta a las tortugas continentales del pais, siendo nula para la especie nativa R.
pulcherrima, ya que lo que se conoce de esta especie se relaciona con su ecologia y manejo
Unicamente, evidencidndose asi la necesidad de conocer estos parametros hematoldgicos,
bioguimicos y morfoldgicos previamente establecidos, que sirvan como fuente de consulta para
personas relacionadas con la fauna silvestre (médicos veterinarios, bidlogos, docentes y
estudiantes).

El presente proyecto es relevante por ser pionero a nivel nacional, fungiendo como referente
clinico para la evaluacion del estado de salud de esta especie mediante la hematologia y

bioguimica sanguinea, favoreciendo asi su conservacion.



1.3. Objetivos:
1.3.1. Objetivo General

Determinar los parametros hematoldgicos, bioguimica sanguinea y morfologia de las
células sanguineas de tortugas R. pulcherrima adultas y clinicamente sanas en condiciones de

cautiverio en dos centros de rescate.

1.3.2. Objetivos Especificos
1.3.2.1. Generar los valores hematol6gicos y bioquimicos para la especie R. pulcherrima en
cautiverio.
1.3.2.2. Establecer la morfologia celular sanguinea normal de R. pulcherrima y representarla
en un atlas de iméagenes.
1.3.2.3. Elaborar una referencia rapida de facil interpretacion acerca de parametros

sanguineos y morfologia celular para centros de rescate o de cautiverio de la tortuga roja.



2. METODOLOGIA: METODOS Y MATERIALES

2.1. Area de estudio

Se incluyeron individuos de dos centros de cautiverio del Area de Conservacion Central, el
Refugio Herpetoldgico de Costa Rica (Santa Ana, San José) y Tortufauna (La Garita de

Alajuela) (Figura 1).

Coordenadas:

9.98453, -84.32079

9.93373, -84.16642

Figura 1. Localizacion de los puntos de muestreo en centros de cautiverio




Previo a iniciar el muestreo de sangre de los animales en cada centro de cautiverio se
procedio a firmar un consentimiento informado por parte de los propietarios del centro y se
aclar6 cualquier duda al respecto (Anexo 1). Dicho consentimiento informado fue aprobado por
la Comision de Bienestar Animal de la Escuela de Medicina Veterinaria (UNA-EMV-CBBA-

ACUE-001-2018/Anexo 5).

2.2. Tipo de estudio
El tipo de estudio que se realiz6 fue un estudio transversal de tipo descriptivo cuyo proposito
fue determinar los valores hematologicos, valores de bioquimica sérica y morfologia celular de

la especie de tortuga continental R. pulcherrima en condiciones de cautiverio.

2.3. Poblacion a estudiar

Se trabajo con una poblacion de 32 tortugas de la especie R. pulcherrima de los lugares de
cautiverio detallados en el apartado 2.1. Cabe destacar que en Costa Rica no se conoce la
poblacidn total de esta especie en cautiverio, ya que nunca se ha realizado un censo de la misma
en los diversos centros de rescate y de exhibicion legales. Ademas, también es incierta la
poblacién de estos individuos que viven y son reproducidos ilegalmente en cautiverio, como en
casas de habitacion.

Se seleccionaron especimenes adultos tanto hembras como machos, determinados mediante
el tamafio del caparazon y la cola (Anexo 2). Los machos son méas pequefios que las hembras
con un largo de caparazon de aproximadamente 18 cm, presentan una cola mas larga y gruesa
por lo que su cloaca se ubica méas alla del margen carapacial (Acufia-Mesén 1998; Savage 2002;

Jolman y Harding 2003).
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Ademas de lo anterior, para seleccionar los individuos que se contemplaron en el estudio se
siguieron los siguientes criterios:

Criterios de inclusion

- Individuos de la especie R. pulcherrima independientemente de su subespecie.

- Individuos que se encuentren en cautiverio en un centro legal de rescate o de conservacion
de fauna silvestre.

- Individuos clinicamente sanos segun el examen fisico general.

Criterios de exclusion

- Individuos de vida libre.
- Individuos en cautiverio en casas de habitacion.
- Individuos con patologias fisicamente evidentes.

- Individuos clasificados como juveniles segln su tamafio

Individuos con algln tipo de tratamiento médico al momento de la visita, aunque se

encuentren aparentemente sanos.

Animales que se encuentren en cuarentena al momento de la visita.
Se completd una ficha de informacidn (Anexo 3) con la que se registrd la historia del animal,
examinacion fisica, condiciones ambientales y dieta suministrada. Esta informacion permitio

excluir aquellos animales aparentemente enfermos.

2.4. Recoleccion de muestras y almacenamiento
Para el manejo, inspeccion y toma de muestras se utilizaron guantes al manipular los
animales, ademas se realiz6 un adecuado lavado de manos, ufias y antebrazo. Para la obtencion

de la muestra de sangre se utilizé en la mayoria de los casos el seno del caparazon, con algunas
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excepciones donde fue necesario utilizar la vena yugular, ya que no se logré obtener una
adecuada cantidad de muestra en el otro sitio de puncién.

La sangre fue recolectada en tubos de litio heparina de 1 ml MiniCollet® de la marca
Greiner bio-one para el posterior montaje de la hematologia y quimica clinica. Ademas, se
realizo el frotis sanguineo inmediatamente después de la colecta de sangre, para evitar asi la
interferencia de los anticoagulantes durante el analisis (Fallis 2013).

Para el sangrado de las tortugas se utilizaron jeringas de 3 ml con aguja 23G X 1 %2" nuevas
para cada animal. El procedimiento de toma de muestra se realiz6 por dos personas, una realizo
la sujecion adecuada y la otra extrajo la muestra de sangre en el minimo tiempo posible para
evitar causar estrés al animal. Aquellos animales capturados en los que no se logré extraer un
volumen suficiente de sangre no se incluyeron en el estudio.

Las muestras recolectadas en los tubos heparinizados se mezclaron gentilmente y se
colocaron en posicion vertical en un contenedor a 4°C, teniendo en cuenta que el hielo no
estuviera en contacto directamente con el tubo (Meneses-Guevara y Bouza-Mora 2014).

Cada muestra y frotis fueron debidamente identificados con una etiqueta (lugar, hora,
identificacion del animal, sexo, nimero de muestra). Ademas, cada nimero de muestra tenia
una correlacién con un namero de ficha de informacion. Esta ficha contemplaba preguntas
sencillas y rapidas que permitieron obtener informacion acerca del habitat, condiciones
ambientales, nutricidn y bienestar animal de cada quelonio muestreado.

Para esta investigacion se solicitaron los permisos necesarios por parte del Sistema Nacional
de Areas de Conservacion (SINAC) para realizar la manipulacion y toma de muestras de sangre

de los animales en los diferentes centros de cautiverio (Anexo 4), asi como la aprobacion de la
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Comision de Bienestar Animal de la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad

Nacional de Costa Rica (UNA-EMV-CBBA-ACUE-001-2018/Anexo 5).

2.5. Procesamiento de muestras

Se realizo la determinacion de hematocrito (Hto), hemoglobina (Hb), conteo y diferencial
de leucocitos, observacion morfoldgica, proteinas totales (PT), albumina (ALB), globulinas,
glucosa (Glu), colesterol, acido urico, nitrégeno ureico (BUN), calcio (Ca), fosforo (P),
aspartato aminotransferasa (AST), creatin quinasa (CK), sodio (Na), cloruro (Cl) y potasio (K).
Todos los analisis se realizaron en el Laboratorio de Anélisis Clinicos de la Escuela de Medicina

Veterinaria de la Universidad Nacional.

2.5.1. Hematocrito

Para la determinacion del hematocrito se utilizaron tubos capilares marca Assitent, los
cuales fueron llenados hasta % de su totalidad con las muestras almacenadas en los tubos
heparinizados. Luego se colocaron en la centrifuga de la marca Thermo Scientific modelo
Sorvall Legend Micro 17 y se centrifugaron a 13000 r.p.m durante cinco minutos, finalmente se
leyeron manualmente en el lector de microcapilares marca Damon/IEC division segun el

protocolo del Laboratorio de Analisis Clinicos de la Escuela de Medicina Veterinaria.

2.5.2. Concentracion de hemoglobina
Para la determinacién de la hemoglobina se utilizaron 5 ml del reactivo de Drabkin, los
cuales fueron colocados en un tubo de ensayo. Posteriormente se agregaron 20 pl de muestra

homogenizada al tubo de ensayo y se mezcl6 todo gentilmente. Se dejo reposar a temperatura
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ambiente durante 10 minutos y se leyo en el analizador clinico marca Wiener Lab. modelo

Metrolab 1600 DR.

2.5.3. Conteo de leucocitos

Para el computo de leucocitos se utilizé el kit comercial de Avian LeukopetTM de Vetlab®
que utiliza floxacina. Se depositaron 25 ul de sangre en 1.5 ml de reactivo, se mezclaron
gentilmente y se dejaron incubar durante cinco minutos a temperatura ambiente. Posteriormente
se colocaron 20 pl de la solucién en la camara de Neubauer Bright-line y se realiz6 el conteo
mediante observacion microscopica a 10X en los nueve cuadros de la cAmara.

Una vez realizado el conteo de leucocitos y en conjunto con el diferencial de leucocitos se
calculo el recuento de globulos blancos por microlitro, utilizando la siguiente formula brindada

por el fabricante:

n? de leucocitos x 1.1 x 16 x 100
% heteroéfilos + % eosindfilos

Total leucocitos/ul =

2.5.4. Diferencial leucocitario

Para la realizacion de los frotis en fresco se utilizaron laminas portaobjetos de la marca
Marienfeld Superior, estos se realizaron utilizando la técnica de deslizamiento estandar
inmediatamente después de la toma de muestra y se dejaron secar al aire antes de colocarlos en
la caja transportadora (Campbell y Ellis 2007). Una vez en el laboratorio, se realizo la tincion
May Griinwald-Giemsa unas horas después de haber realizado el frotis siguiendo el protocolo

estandar del Laboratorio de Analisis Clinicos de la Escuela de Medicina Veterinaria.
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Posteriormente se realizé el conteo utilizando un microscopio de luz de la marca Olympus
modelo CX31 con el objetivo 100X. Se contaron 100 células que fueron clasificadas en:
heterofilos, linfocitos, baséfilos, eosinéfilos y monocitos, obteniendo el porcentaje de cada tipo

celular basado en la descripcién de Campbell (2015).

2.5.5. Morfologia de las células sanguineas

Se realizé la observacion, descripcién y toma de fotografias de los diferentes tipos celulares
para cada muestra, utilizando el frotis sanguineo del diferencial leucocitario realizado. Lo
anterior se llevd a cabo tomando en cuenta coloracion del citoplasma, ndcleo y presencia de
granulaciones, asi como tamafio (largo, ancho y area). Para este proceso se utilizé el programa

S-eye calibrado para el objetivo 100X de un microscopio marca Olympus modelo CX33.

2.5.6. Analisis bioquimico

Para las determinaciones de quimica sanguinea se emple6 un equipo marca Spinreact
modelo Spin 200E (Espafia) cuyo principio es el de fotometria de absorcion y turbidimetria. Los
reactivos se utilizaron segun el protocolo del Laboratorio de Analisis Clinicos de la Escuela de
Medicina Veterinaria y de acuerdo a la casa matriz para la medicion de proteinas totales,
albumina, globulinas, glucosa, colesterol, acido urico, nitroégeno ureico, calcio, fésforo, AST,

CK, sodio, cloruro y potasio (Spinreact 2017).
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3. RESULTADOS
3.1. Anélisis hematologico

Se realizaron un total de 31 hemogramas completos. Los valores obtenidos de las diferentes
variables hematoldgicas se presentan en el Cuadro 2. El establecimiento de los rangos

referenciales se obtuvo a partir de los valores maximos y minimos de cada parametro medido.

Cuadro 2. Valores hematologicos obtenidos de la especie R. pulcherrima (n=31).

. - Rango

Variable X DE . )
(Min - Méx)

Hematocrito (%) 17.47 5.35 10 - 29

Hemoglobina (g/dL) 491 1.28 2.7-7.4
CHCM (g/dI) 28.69 4.20 23.08 - 41.91

C. Leucaocitario (ul) 2932 1784.14 | 645 - 8096

Heterdfilos (%) 47 12.22 22 - 69
Heterofilos (pl) 1285 781.16 | 261 -3643
Linfocitos (%) 30 12.12 8- 60
Linfocitos (ul) 936 788.32 | 101-2992
Monacitos (%) 10 5.74 1-25
Monocitos (ul) 298 327.44 13-1619
Basofilos (%) 4 2.95 0-11
Basofilos () 123 117.12 0 - 360
Eosinofilos (%) 9 7.48 0-32

Eosindfilos (ul) 290 255.37 0-812
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3.2. Morfologia celular

En el analisis morfoldgico de las células sanguineas se encontraron siete tipos de células:
eritrocitos, heterdfilos, linfocitos, monocitos, basofilos, eosinofilos y trombocitos. Cada
célula presentd caracteristicas especificas de tamafio y color. Ademas, en uno de los animales
fue posible observar la presencia de hemoparasitos en los eritrocitos. En el Cuadro 3 se

detallan todas las mediciones obtenidas para cada tipo celular.

Cuadro 3. Mediciones obtenidas para cada tipo celular de todos los individuos de R.

pulcherrima evaluados.

Largo (um) Ancho (um) Area (um?)

Células n

>
<l
<l

DE Rango DE Rango DE Rango

Eritrocitos 300 | 19.26 | 1.73 | 12.52-24.22 | 12.00 | 1.22 | 8.39-15.54 | 181.84 | 27.50 | 98.03-281.88

Heterdfilos 300 | 16.22 | 2.03 | 10.49-22.59 | 14.55 | 1.89 | 7.26-19.34 | 189.69 | 40.02 | 57.50-332.91

Linfocitos 300 9.67 | 1.66 | 6.00-15.85 8.46 | 1.35 | 4.71-12.87 | 69.90 | 20.95 | 31.74-139.10

Monocitos 296 | 1396 | 2.36 | 7.41-21.28 | 12.48 | 2.13 | 6.60-18.38 | 144.26 | 45.16 | 40.63-301.32

Basdfilo 250 | 11.02 | 1.87 | 6.56-17.04 | 10.36 | 1.70 | 5.46-16.51 | 94.27 | 29.76 | 11.33-202.07

Eosinofilos 300 | 15.76 | 2.55 | 9.00-22.86 | 13.86 | 2.27 | 8.55-20.72 | 176.77 | 51.80 | 69.66-352.02

Trombocitos | 290 8.99 | 258 | 5.02-19.43 6.75 | 1.19 | 2.52-10.8 | 50.69 | 18.17 | 22.36-132.15

Eritrocitos: corresponde a la célula sanguinea mas abundante. Presenta un tamafio
promedio de (19.261 x 11.999) um. El area promedio de un eritrocito es de 181.836 um2. Su
forma es ovalada con nucleo central redondeado u ovalado de color morado dado por la
cromatina. Presenta abundante citoplasma el cual es de color ligeramente basofilico.

Heterofilos: se caracterizan por ser la célula mas comun con respecto a los leucocitos.

Su tamario promedio es de (16.219 x 14.555) um. El area promedio de un heteréfilo es de
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189.691 um2, Son células que tienden a ser redondeadas cuyo nucleo es excéntrico, morado
claro y de forma redonda u ovalada. El citoplasma es abundante pero poco observable ya que
esta cubierto con granulos eosinofilicos que a la vista aparentan ser un material amorfo.

Linfocitos: estas células se encuentran en diferentes tamafios, pueden tener un area entre
31.740 pm? y 139.103 pm? , en promedio miden (9.671 x 8.455) um. Son redondos con un
nucleo grande de color morado que abarca la mayor cantidad de espacio y deja solo un halo
basofilo de citoplasma alrededor que puede presentar granulaciones azurdfilas.

Monocitos: presentan un &rea promedio de 144.262 pmz2. En promedio miden (13.963 x
12.484) um. Su forma es de redondeada a irregular. El nucleo es polimérfico pudiendo
observarse redondeado, ovalado o en herradura; su cromatina es laxa. El citoplasma es
abundante, granulado, de color basofilico o grisaceo y puede presentar vacuolas.

Basofilos: son células pequefias y redondas que se encuentran en menor cantidad que las
demaés. El ntcleo contiene cromatina densa. Su citoplasma es basofilico con granulos morado
oscuro que cubren incluso el nucleo. El area promedio de un basofilo es de 94.273 um2 y
mide en promedio (11.015 x 10.365) pum.

Eosindfilos: presentan forma redonda con un tamafio promedio de (15.762 x 13.864) um,
con un area promedio de 176.774 umz2. El citoplasma es abundante, aparenta ser espumaoso,
levemente basofilo y con maltiples granulos anaranjados distribuidos por todo el citoplasma.
El nGcleo se encuentra en la periferia y es de color morado.

Trombocitos: los trombocitos son las células sanguineas mas pequefas, tienen forma
redonda u ovalada. Miden en promedio (8.990 x 6.752) um. Su area promedio es de 50.693
pumz, Dificilmente se logra observar su citoplasma. Su nucleo es grande, morado oscuro con
cromatina densa. Son facilmente observables en grupos.

En la Figura 2 se observa la morfologia celular a 100X para esta especie.



18

Figura 2. Ejemplos de la morfologia celular de la tortuga roja (R. pulcherrima).
Tincion May Grinwald-Giemsa, Olympus CX33, 100X, muestreo Ago/Nov:
(a,b) Eritrocito, (c) Eritrocito con presencia de Haemoagregarina sp., (d,e) Heterofilo, (f,g)
Linfocito, (h,i) Monocito, (j,k) Eosindfilo, (I,m) Basofilo y (n,0) Trombocitos. Fuente:
fotografias tomadas por Alexandra Corrales Quir6s y Valeria Valenciano Gonzalez.



3.3. Anélisis bioquimico

19

Se realizo un andlisis bioquimico completo para cada uno de los 31 individuos. Los

valores obtenidos de la bioquimica sanguinea se detallan en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Valores bioquimicos obtenidos de la especie R. pulcherrima (n=31).

Variable X DE (M:}:]a-nﬁ/(l)éx)
Glucosa (mg/dl) 37.44 | 47.68 2-272
Colesterol (mg/dl) 240.00 81.38 77 - 424
BUN (mg/dI) 9.01 6.40 13-35.1
Calcio (mg/dl) 19.79 | 866 9.1-416
Fosforo (mg/dI) 8.34 7.14 21-311
Relacién Ca/P 3.30 1.63 0.99 - 8.85
Proteinas Totales (g/dl) | 628 3.57 2.1-20.4
Albtmina (g/dI) 216 | 100 0.3-45
Globulinas (g/dl) 423 | 335 1.6-20.1
Relacién Alb/Glo 065 | 021 | 001-131
Acido Urico (mg/dl) 0.95 0.79 0.06 - 4.47
AST (1U/L) 139.71 | 66.03 14 - 356
CK (IU/L) 71500 | 406.28 | 117-1745
Sodio (mmol/L) 110.18 | 33.07 2-144
Potasio (mmol/L) 4.80 2.15 02-7.1

12283 | 108.2 32-420

Cloro (mmol/L)
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4. DISCUSION

En Costa Rica se han realizado pocos estudios de hematologia en tortugas marinas
(Chelonia mydas) y continentales (Trachemys scripta emolli) (Redondo 2008; Fournier-
Gutiérrez 2015; Howell-Ramirez 2017). La caracterizacion de las células sanguineas, los
valores hematoldgicos y la quimica sanguinea del presente estudio constituyen los primeros
valores reportados de diferentes especimenes de la tortuga roja (Rhinoclemmys pulcherrima)

en condiciones de cautiverio.

Los resultados obtenidos son valiosos al constituir una guia para el manejo clinico y
diagndstico de estos animales que por alguna razén sean mantenidos en cautiverio, ademas
sirve de base para futuras investigaciones bioldgicas y de conservacion al permitir evaluar su

salud.

4.1 Analisis hematoldgico

Los indices hematoldgicos determinados en este trabajo son los primeros datos
calculados para la especie debido a que no se encontraron datos bibliograficos de los mismos.

Los valores hematoldgicos registrados incluyendo hematocrito, hemoglobina y CHCM
para esta especie se encuentran dentro de los valores reportados para diferentes especies de
tortugas semiacuaticas (agua dulce) y terrestres (Arcila et al. 2000; Kramer 2006; Mader y
Diver 2006; Cabrera et al. 2011; Chansue et al. 2011; Andreani et al. 2014; Carrascal-
Velasquez et al. 2014; Grioni et al. 2014; Yang et al. 2014; Fournier-Gutiérrez 2015; Eshar
etal. 2016; Carpenter 2018). Sin embargo, no es posible realizar comparaciones con especies

del mismo género ya no que no se han realizado estudios incluyendo a estas tortugas.
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Factores propios del animal como la edad, sexo, nivel de estrés (manipulacion), nivel
nutricional, niveles hormonales e hidratacion corporal, asi como factores medioambientales
como temperatura, estacion y presion de oxigeno afectan los valores hematoldgicos (Arcila
et al. 2005; Mader 2006; Cabrera et. al 2011). Por lo tanto, se deben tener presentes todos
estos factores a la hora de analizar los resultados obtenidos para determinar si el individuo se
encuentra sano.

Los valores reportados en la literatura en cuanto a conteo de glébulos blancos son
variados entre cada especie de tortuga, pero se observa que los rangos tienden a ser amplios.
En este caso se encuentran por debajo de todos los estudios revisados que contemplan
quelonios (Kramer 2006; Mader y Diver 2006; Cabrera et al. 2011; Chansue et al. 2011;
Carrascal-Velasquez et al. 2014; Yang et al. 2014; Carpenter 2018). Se debe tomar en cuenta
que los leucocitos varian ampliamente en numero y concentracion relativa en sangre
periférica dependiendo de género y especie (Stacy et al. 2011).

La respuesta leucocitaria de los quelonios es menos predecible que en mamiferos o aves,
ya que es dificil establecer valores normales que sirvan de referencia debido a las variaciones
que se presentan entre especies, estado nutricional, estado fisioldgico, estacion del afio, edad,
sexo, manipulacién, sitio de venopuncion y anticoagulante utilizado. Otros factores que
también pueden afectar el leucograma de los reptiles son enfermedades y exposicion a toxinas
ambientales o quimicas (Campbell y Ellis 2007; Campbell 2015; Miller y Fowler 2015).

La presencia de recuentos bajos puede ser debido al método empleado para el conteo
celular ya que los estudios revisados utilizaron un método diferente para realizar el conteo
de glébulos blancos al del presente estudio. El conteo total de glébulos blancos puede ser
determinado por un método directo (Natt-Herricks) o indirecto (solucién de floxacina B o

estimacion desde la lamina). Los resultados mas confiables se obtienen mediante un
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procesamiento y analisis consistente. Todos los métodos requieren algun nivel técnico para
lograr exactitud, y es posible que los métodos no sean comparables directamente uno con el
otro o entre laboratorios (Miller y Fowler 2015).

Ademas, el sitio y método de colecta de sangre son factores que también pueden afectar
el hemograma. Los vasos linfaticos usualmente acompafian a los vasos sanguineos en
reptiles, resultando cominmente en una mezcla de sangre y linfa a la hora de la puncion
(Mans 2008). La subsecuente linfodilucion de la muestra sanguinea va a afectar el
hemograma disminuyendo el hematocrito, hemoglobina y conteo tanto de glébulos rojos
como de glébulos blancos (McArthur et al. 2004; Campbell y Ellis 2007; Cabrera et al.
2011).

La colecta de sangre para hematologia en tubos con EDTA puede causar hemdlisis en
especial en las muestras de quelonios por lo que no se recomienda (Mader y Diver 2006;
Campbell y Ellis 2007). Por esta razon se prefiere utilizar la heparina, debido a una menor
distorsion de la morfologia de los leucocitos; sin embargo, puede causar acimulos de estas
células y de los trombocitos, lo que puede dificultar el conteo celular (Campbell y Ellis 2007;
Chitty y Raftery 2013).

A pesar de que el recuento leucocitario se encuentra por debajo de los rangos reportados,
el porcentaje de los diferentes tipos celulares presentes (diferencial leucocitario) se comporto

de la manera esperada para este orden (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Valores hematoldgicos en diferentes especies de tortugas.

Rhinoclemmys | Trachemys | Geochelone | Trachemys | Trachemys Hieremys Cuora
pulcherrima scripta denticulata scripta callirostris | annandalii | flavomarginata
callirostris spp.

Hematocrito (%) 10-29 8-26 11-29 8-44 20-39 11-18 23-44
Hemoglobina (g/dL) 2,7-7,4 0,71-9,97 | 3,1-12,2 10-12,2 2,6-6,3 4,96-7,2 4,9-10,5
C. Leucocitario 0,6-8,1 2,64- 1,0-194 | 5,5-23,5 | 5,07-18,25 1,0-10,1
(x10%/pl) 18,26
Heterdfilos (%) 22-69 22-54 9-87 10-33 23-36
Heterdfilos (ul) 261-3643 180-5860 1130-5730 579-7171
Linfocitos (%) 8-60 0-10 4-74 21-52 9-21
Linfocitos (ul) 101-2992 30-6900 570-2690 260-3116
Monocitos (%) 1-25 0-13 0-4 9-25
Monocitos (ul) 13-1619 40-650 0-328
Basofilos (%) 0-11 4-22 0-11 1-7 19-23
Basofilos (ul) 0-360 10-3560 960-4060 0-1344
Eosindfilos (%) 0-32 32-59 3-38 6-47 18-29
Eosindfilos (ul) 0-812 10-3060 950-4730 0-176

Fuente: Arcila et al. 2000; Cabrera et al. 2011; Carpenter 2018; Carrascal-Vel&squez et al.
2014; Chansue et al. 2011; Yang et al. 2014

De manera general se reporta que en la mayoria de las especies de reptiles los heterofilos
componen de 30 % a 45 % de los gldbulos blancos en la sangre periférica; en especies de
quelonios y cocodrilos estos componen mas del 50 % de las células. Los eosinofilos
componen entre 7 % a 20 % de los leucocitos en reptiles saludables, algunas especies de
tortugas tienden a estar en el rango superior. El porcentaje de baséfilos varia ampliamente
entre especies de reptiles con un rango entre 0 % a 40 %, se ha observado que tortugas
saludables pueden tener porcentajes de hasta 65 % aunque la razén de esto es desconocida.
Los monocitos se encuentran entre 0 % a 10 %, algunas especies de reptiles llegan hasta una
presencia de 20 %. La concentracién de linfocitos es variable y puede representar un 80%
del diferencial leucocitario normal en algunas especies (Campbell y Ellis 2007; Stacy et al.

2011).
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Las tortugas muestreadas para este estudio provienen de centros de cautiverio donde la
dieta que consumen no necesariamente concuerda con su dieta normal en vida silvestre, por
lo que se pueden presentar algunas deficiencias que ocasionen cambios en la hematologia de
algunos de los individuos. Ademas, el muestreo se realizé a través de todo el afio y se reporta
que la época reproductiva para esta especie se presenta en los meses de mayo a diciembre,
razon por lo que las hembras podrian presentar cambios dependiendo de su ciclo reproductivo

(Acuha-Mesén 1998; Savage 2002).

4.2 Anélisis bioquimico

Los parametros bioguimicos son afectados de manera similar por los factores que afectan
los valores hematologicos (McArthur et al. 2004; Mader y Diver 2006; Miller y Fowler
2015). Actualmente la interpretacion de la bioquimica sanguinea de reptiles se considera
igual a la de los mamiferos domésticos con la consideracion de los factores externos, como
las condiciones ambientales, los cuales tienen una gran influencia en la fisiologia normal y
salud de los vertebrados ectotérmicos en comparacion con endotermos (Mader y Diver 2006;
Miller y Fowler 2015).

La especie, edad, sexo, estado nutricional, época de afio y estado fisiologico influencian
la bioquimica sanguinea de los reptiles, esto genera que la interpretacion de los resultados de
esta en reptiles sea desafiante (Mader y Diver 2006; Miller y Fowler 2015). Las pruebas
bioquimicas que aparentemente son mas Utiles para diagndstico en reptiles incluyen proteinas
totales, albimina, glucosa, acido drico, AST, CK, calcio y fésforo (Mader y Diver 2006).

El rango de proteinas totales fue bastante amplio siendo su limite maximo un valor por

encima de los reportados en la mayoria de estudios (Kramer 2006; Mader y Diver 2006;
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Chansue et al. 2011; Andreani et al. 2014; Grioni et al. 2014; Yang et al. 2014; Fournier-
Gutiérrez 2015; Eshar et al. 2016; Carpenter 2018). Las proteinas totales en plasma estan
compuestas por albumina, globulinas y fracciones de fibrinbgeno, cualquier variacion en
estos componentes se refleja en el valor total de estas (Eatwell et al. 2104). Tomando esto en
cuenta, dos individuos del estudio presentaron valores muy elevados de globulinas (20.1 g/dL
y 7.8 g/dL) lo que generd un aumento de las proteinas totales, elevando asi el limite maximo
del rango. Aparte de estos individuos, los datos de alodmina y globulinas obtenidos presentan
valores similares a los reportados (Kramer 2006; Mader y Diver 2006; Chansue et al. 2011,
Andreani et al. 2014; Grioni et al. 2014; Yang et al. 2014; Fournier Gutiérrez 2015; Eshar et
al. 2016; Carpenter 2018). Los niveles aumentados de globulinas generalmente se asocian a
inflamacién, siendo las a- y B-globulinas las que responden mas rapidamente, mientras que
las y-globulinas usualmente se encuentran elevadas en inflamacion cronica (Eatwell et al.
2104).

En cuanto a los valores de glucosa estos se encuentran generalmente por debajo de los
rangos reportados para diferentes géneros de tortugas (Kramer 2006; Mader y Diver 2006;
Chansue et al. 2011; Andreani et al. 2014; Grioni et al. 2014; Yang et al. 2014; Fournier
Gutiérrez 2015; Eshar et al. 2016; Carpenter 2018); sin embargo, un individuo presentd el
valor de glucosa por encima del limite superior, esto puede ser debido al estrés generado a la
hora de la manipulacion (Eatwell et al. 2104). Tomando en cuenta los otros valores obtenidos
el rango de glucosa seria de 2 mg/dL a 53 mg/dL, donde la mayoria de valores se encuentra
por debajo de lo establecido en la literatura, estos niveles pueden indicar periodos de
anorexia, malnutricion, enfermedad hepatica severa o septicemia (Mader y Diver 2006;
Eatwell et al. 2104; Miller y Fowler 2015); en este caso se sospecharia mas de un factor

relacionado con la nutricion de los animales ya que estan siendo alimentados en cautiverio.
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Los rangos de colesterol encontrados para esta especie concuerdan con los obtenidos por
Mader y Diver (2006), Grioni y colaboradores (2014), Yang (2014) y Carpenter (2018). Los
valores de &cido Urico se encuentran dentro del rango reportado por Andreani y colaboradores
(2014) y concuerdan con diversos estudios (Kramer 2006; Chansue et al. 2011; Grioni et al.
2014; Yang et al. 2014; Eshar et al. 2016; Carpenter 2018).

El rango obtenido de AST y de CK se asemeja a los valores reportados (Kramer 2006;
Mader y Diver 2006; Chansue et al. 2011; Andreani et al. 2014; Grioni et al. 2014; Yang et
al. 2014; Fournier Gutiérrez 2015; Eshar et al. 2016; Carpenter 2018). La actividad del AST
es alta en el higado de los quelonios, pero no es especifica de este érgano ya que también se
encuentra en el rifion y en el musculo. Elevaciones de esta enzima pueden indicar dafio
hepatico, enfermedad renal o dafio muscular (usualmente en combinacion con aumento de
CK despues de una venopuncion traumatica). La CK es una enzima musculo especifica, su
aumento se puede dar en trauma, aplicacién de inyecciones o infecciones sistémicas (Mader
y Diver 2006; Eatwell et al. 2104; Miller y Fowler 2015).

Los valores normales de BUN en la mayoria de reptiles es bajo (<10 mg/dL), con la
excepcion de quelonios, especialmente en las especies desérticas que usualmente tienen
concentraciones de BUN que pueden variar normalmente entre 30 mg/dL a 100 mg/dL
(Mader y Diver 2006). Segun Carpenter (2018), el rango de los valores referenciales de este
pardmetro para Trachemys scripta spp. va de 2 mg/dL a 64 mg/dL el cual se asemeja a los
resultados obtenidos para la especie estudiada.

En cuanto a los valores de Ca y P algunos valores se encuentran dentro de los rangos
reportados (Kramer 2006; Mader y Diver 2006; Chansue et al. 2011; Andreani et al. 2014;
Grioni et al. 2014; Yang et al. 2014; Fournier Gutiérrez 2015; Eshar et al. 2016; Carpenter

2018); sin embargo, la mayoria se encuentra por encima de los valores maximos reportados.
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La concentracion normal de calcio en el plasma para la mayoria de reptiles tiene un rango
entre 8 mg/dL y 11 mg/dL, aunque varia entre especies y estatus fisiologico. Debido a estos
factores que afectan las mediciones de calcio total en el plasma de los reptiles, se recomienda
realizar mediciones de calcio ionizado (Mader y Diver 2006).

Segin Mader y Diver (2006) se considera hipocalcemia cuando la concentracion
plasmatica de calcio es menor a 8 mg/dL, en este estudio ningun individuo present6 valores
menores a éste. Se considera hipercalcemia cuando se presentan valores mayores a 20 mg/dL,
aungue algunos estudios reportan rangos normales de hasta aproximadamente 30 mg/dL
(Grioni et al. 2014; Yang et al. 2014; Carpenter 2018). En el presente estudio se observo que
muchas tortugas se encuentran dentro de estos valores.

Generalmente la hipercalcemia ocurre por una excesiva cantidad de calcio o vitamina D3
suministrada en la dieta o de manera parenteral (generalmente de manera iatrogénica) (Mader
y Diver 2006). Es importante tomar en consideracion que, los niveles de calcio pueden
aumentar de dos a cuatro veces mas de lo normal debido a desarrollo folicular (Miller y
Fowler 2015).

Los niveles normales de fosforo en plasma para la mayoria de reptiles se encuentra entre
1 mg/dL y 5 mg/dL (Mader y Diver 2006; Miller y Fowler 2015). Los niveles de fosforo
generalmente se relacionan con los niveles de calcio debido a los efectos de la hormona
paratiroidea, calcitonina y el calcitriol (Eatwell et al. 2104). Varios de los individuos del
estudio presentaron valores superiores a 5 mg/dL, esto se puede presentar debido a una
suplementacion excesiva en la dieta, hipervitaminosis D3, enfermedad renal o trauma severo
a los tejidos (Mader y Diver 2006; Miller y Fowler 2015). La proporcion de calcio:fésforo
es uno de los indicadores mas utiles de enfermedad renal temprana; en un reptil sano esta

proporcidn es tipicamente mayor a uno, en casos de enfermedad renal puede ser menor a uno
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debido a niveles de fésforo aumentados en comparacion con los niveles de calcio (Eatwell et
al. 2104).

Los valores de sodio, potasio y cloro en tortugas son 120 - 150 mEg/L, 2 - 6 mEg/L y
100 - 110 mEq/L respectivamente (Mader y Diver 2006; Miller y Fowler 2015). La mayoria
de los animales en este estudio se encuentran dentro de los rangos mencionados
anteriormente, asi como los rangos encontrados en otros estudios (Kramer 2006; Mader y
Diver 2006; Andreani et al. 2014; Grioni et al. 2014; Fournier-Gutiérrez 2015; Eshar et al.
2016; Carpenter 2018).

El cloruro es el principal anién en la sangre, y junto con el sodio, representan el
componente osmadticamente activo del plasma de la mayoria de reptiles (Mader y Diver
2006). Sin embargo, la concentracion de cloruro en sangre nos brinda la informacién menos
atil clinicamente de todos los electrolitos (Mader y Diver 2006). Un aumento en este
electrolito (hipercloremia) se asocia con deshidratacion y posiblemente enfermedad renal
tubular (Mader y Diver 2006).

Debido al método utilizado para la determinacién de potasio varios individuos
obtuvieron valores de 7.1 mmol/L que es valor maximo reportado por el equipo utilizado
para la medicién de bioguimicas, por lo que se podria esperar que los valores reales para esos
individuos sobrepasan ese dato. Una hiperkalemia se puede dar por una ingesta excesiva de
potasio en la dieta, acidosis severa, presencia de hemolisis y secrecion renal disminuida

(Mader y Diver 2006; Miller y Fowler 2015).



29

4.3 Analisis morfolégico de las células sanguineas

Las caracteristicas de las células sanguineas de diferentes especies de tortugas han sido
documentadas en libros de texto y diversas publicaciones (Arcila 2005; Campbell y Ellis
2007; Redondo 2008; Stacy et al. 2011; Jenkins 2012; Andreani et al. 2014; Carrascal et al.
2014; Velasquez 2014; Campbell 2015; Howell-Ramirez 2017). Las diferentes tinciones
utilizadas, variaciones en los criterios y métodos de microscopia pueden generar
inconsistencia en la descripcion de las células entre los estudios (Redondo 2008).

La identificacion de las siete células sanguineas del presente estudio es concordante con
lo descrito en otros autores como Velasquez y colaboradores (2014) y Campbell (2015). La
célula mas abundante de los leucocitos son los heterofilos, igual a lo reportado por Arcila y
colaboradores (2005), mientras que la que se encuentra en menor cantidad son los basofilos.

En el estudio realizado por Arcila y colaboradores (2005), tanto los eritrocitos como
la linea blanca concuerdan en medidas y aspecto con los del presente estudio. Los glébulos
blancos se dividen en granulocitos y agranulocitos. Los granulocitos corresponden a los
eosindfilos, heterdfilos y basofilos, mientras que los agranulocitos son los linfocitos y los
monocitos (Arcila et al. 2005). Estas células descritas son los mismos leucocitos encontrados
en esta investigacion.

Un estudio realizado en Colombia por Velasquez y colaboradores (2014), con la
especie Trachemys callirostris obtuvo los siguientes valores de area total para células
sanguineas: eritrocitos (278 + 8.5) um?, trombocitos (77 + 3.0) um?, linfocitos (75 * 2.0)
um?, heteréfilos (224 + 1.2) um?, eosindfilos (198 + 5.0) um?, monocitos (170 + 2.2) um?y
basofilos (86 + 3.6) um?, estos valores son muy similares a los promedios de area obtenidos

para cada célula en la presente investigacion.
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Respecto a los linfocitos, se pudo observar que estos varian en tamafio, encontrandose
entre 5 - 15 um, lo que concuerda con lo detallado por Carrascal y colaboradores (2014),
quien explica que los linfocitos més pequefios pueden incluso confundirse con otro tipo de
células como los trombocitos, ademas de Campbell y Ellis (2007) que describen a los
linfocitos grandes con mayor volumen citoplasmatico que los pequefios.

En la observacion morfoldgica no fue posible encontrar azurdfilos, que son descritos
como células de tamafio mas pequefio que el de los monocitos, con un ndcleo que puede ser
redondo, ovalado o bilobulado y cuyo citoplasma tiene un color azul més oscuro que el de
los monocitos con la posibilidad de tener granulos azurofilos en él. A pesar de lo anterior, lo
azurdfilos podrian representar una forma inmadura de los monocitos y hay poca ventaja
clinica al separarlos como una célula blanca diferente a las mencionadas inicialmente
(Campbell y Ellis 2007).

Dentro de la observacién y analisis morfolégico de las células se lograron observar
heterdfilos degranulados. Lo anterior puede deberse a la técnica de realizacion del frotis o en
el caso de algunas sustancias toxicas que afecten al animal (Campbell y Ellis 2007). También
podrian presentarse a causa de una fijacion inadecuada, o bien ser parte del proceso de
envejecimiento normal de estas células (Martinez et al. 2011).

En algunos de los eritrocitos del presente estudio se observaron unas estructuras en el
citoplasma y cerca del nucleo sin afectar la posicion de este, presentado forma alargada,
delgada y curvada (forma de banano) que pueden corresponder a un hemoparasito. Diversos
estudios sefialan a los quelonios como hospedadores de diferentes paréasitos, incluyendo los
hemoparésitos. Estos dltimos se caracterizan por tener forma elongada, ligeramente

curvados, extremos redondeados, nicleo denso y bordes bien definidos (Batalla et al. 2015).
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Las estructuras encontradas en los eritrocitos de esta investigacion coinciden con las
descritas por Batalla y colaboradores (2015) quienes ademés detallan que cuando se
encuentran hemoparasitos en tortugas terrestres y no hay estudios previos en la zona acerca
de estos parasitos, se adopta el género Haemoagregarina hasta que nuevos datos sean
descritos para su clasificacion.

Las hemogregarinas son los hemoparasitos mas comunes en reptiles, mas ampliamente
distribuidos y con mayor namero de especies; infectan a cada uno de los 6rdenes de reptiles
vivientes. La mayor parte de especies de hemogregarinas fueron descritas como
Haemogregarina antes de ser descubiertas, excepto por muy pocos estudios de
hemogregarinas que indican que el patron esporogénico es esencial para la identificacion de
género y familia (Campbell y Ellis 2007; Medrano y Margarita, 2015). Por lo anterior, se
puede afirmar que el parésito encontrado en este estudio se asemeja a los del género
Haemoagregarina.

Estos hemoparasitos en las tortugas estan bien adaptados a su hospedero causando
ninguna o poca enfermedad (disminucion en el crecimiento, disminucion en rendimiento
reproductivo, afectacion de inmunidad), pero en infecciones con alta parasitemia se podria
observar un cuadro de anemia hemolitica y de lesiones inflamatorias severas en varios

organos (Campbell y Ellis 2007; Batalla et al. 2015).
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5. CONCLUSIONES

1. Se determinaron los primeros datos de hematologia, bioquimica serica y morfologia
celular de la tortuga roja en condiciones de cautiverio, que constituyen una guia
referencial preliminar con valores confiables comparados con otras especies y que
resultan de utilidad para el campo bioldgico y veterinario.

2. Se gener6 un atlas de imagenes que permitio la descripcion de la morfologia celular. Este
material serd de utilidad para veterinarios y centros de cautiverio al proveer material
grafico para la identificacion de estructuras y caracteristicas celulares, lo cual aportara
informacién al momento de la evaluacion del frotis sanguineo, ya sea realizado a campo
y/o en clinicas.

3. Se elaboro una guia de referencia rapida (Anexo 6) que permite el analisis integral de
resultados de hematologia, bioquimica y morfologia celular, facilitando a los encargados
de los centros de cautiverio evaluar la salud del individuo mediante andlisis clinicos, asi

como las condiciones brindadas a los animales.
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6. RECOMENDACIONES

Las muestras que contienen linfa deben ser descartadas y tomadas nuevamente para asi
evitar alteraciones en la hematologia y bioquimica.

Para interpretar la hematologia y la bioquimica de cada individuo hay que tomar en
cuenta los factores extrinsecos e intrinsecos del mismo, ya que animales aparentemente sanos
al examen fisico podrian presentar alteraciones en las pruebas de laboratorio.

Se recomienda realizar estudios en poblaciones de vida libre permitird ampliar la
informacion de esta especie y comparar las diferencias con las que se encuentran en
cautiverio.

La confirmacion del hemoparasito similar a los del género Haemogregarina se debe
realizar mediante técnicas méas especificas y confiables como una reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) y/o la verificacion del desarrollo y ciclo de vida del hospedador
invertebrado para su correcta identificacion.

Estudios adicionales deben investigar la variacion en la hematologia y bioquimica de R.
pulcherrima segln el sexo y edad.

Es necesario realizar nuevos estudios en hematologia de tortugas continentales para la
obtencion de una base de datos mas amplia.

La realizacion de analisis clinicos periddicamente en los centros de cautiverio, les
permitird tener una base de datos para identificar alteraciones en la salud de cualquier

individuo.
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8. ANEXOS

ANEXO 1. Consentimiento Informado

UNIVERSIDAD
NACIONAL

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE

INVESTIGACION CIENTIFICA

Titulo del Estudio : | Determinacién de parimetros hematoldgicos,
birquimica sanguinea y morfologia de las células
sanguineas de la tortuga roja (Rhinoclemmys
pulcherrima) en condiciones de cautiverio.

Investigadores : | Valeria Valenciano Gonzilez

Responsables Alexandra Corrales Quirds

Doctor Responsable : | Dr. Randall Arguedas Porras

Unidad Académica : | Universidad Nacional de Costa Rica

Nt de teléfonos asociados al| : | BBB8-8662

estudio 8490-6228

Correo electronico : | valevg.932@gmail.com

Investigador Responsable alexacorralesl@hotmail.com

El propésito de este documento es ayudarle a tomar una decisién informada para decidir
participar o no en el estudio denominado "Determinacidn de parimetros hematolégicos,
bioquimica sanguinea y morfologia de las células sanguineas de la tortuga roja
(Rhinoclemmys pulcherrima) en condiciones de cautiverio” con financiamiento de la
Universidad Nacional de Costa Rica, por lo que usted no debe pagar o colaborar con dinero
en esta investigacion.

L- INTRODUCCION

Se estd realizando un investigacidn en la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad
Nacional sobre hematologia en tortugas, especificamente Rhinoclemmys pulcherrima,
conocida popularmente como torutga roja o Coralito que es una especie muy comin en este
pais. Le vamos a dar informacitn e invitar a su centro a participar de esta investigacion. No
tiene que decidir hoy

Una vez que haya comprendido la investigacion y si usted desea participar, entonces se le
solicitard que firme esta forma de consentimiento, del cual recibird una copia firmada y
fechada.

I1.- PROPOSITO Y JUSTIFICACION DEL ESTUDID

La proteccion de especies animales, en especial aquellas que podrian estar en peligro de
extincidn, debe basarse en investigaciones que permitan conocer adecuadamente como
funciona su organismo normalmente, enfermedades y comportamiento. La importancia de
realizar investigaciones en estas especies radica en promover una mejora de su salud y
conservacidn, de forma que se evite que en un futuro puedan estar en categoria de riesgo de
extincion. Ademds, la informacidn que se generard, favorecera la reduccion de las
consecuencias debidas al cautiverio de las tortugas continentales.

Los anilisis que se realizan a partir de muestras de sangre son de importancia ya que junto
con el examen clinico y la historia clinica brindan la informacidn necesaria para la solucién
de muchas enfermedades.




El presente proyecto de investigacidn es de relevancia porque constituira el primer estudio
a nivel nacional que servird de referencia clinica para evaluar el estado de salud de esta
especie, colaborando asl con su conservacion. Ya que para lograr un diagndstico adecuado
es indispensable contar con valores previamente establecidos acerca de los componentes
de la sangre y la forma de las células que posee, para asi conocer cuando éstas se encuentren
alteradas. El establecimiento de estos valores servira como fuente de consulta para personas
relacionadas con la fauna silvestre [médicos veterinarios, bi6logos, docentes y estudiantes).

IV. OBJETIVO DEL ESTUDIO

A usted se le estd invitando a participar en un estudio de investigacion que tene como
objetivo: determinar los valores normales de los diferentes componentes de la sangre de la
tortuga roja, asi como la forma normal de las células que la componen. Lo anterior permitird
tener valores normales de estos componentes que permitirin una mejor valoracidn y
diagndstico en tortugas con enfermedades en cautiverio.

V.- PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO:

Para la obtencidn de la muestra de sangre se podria utilizar la vena dorsal de la cola o la
vena yugular dependiendo de: tamafio del animal, facilidad de manipulacién y cantidad de
muestra que se logre extraer. La cantidad de sangre a extraer serd de maximo 1% del peso
de cada tortuga, por lo tanto cada animal serd pesado antes de la toma de sangre. Los machos
pesan entre 441.7-546.8g, mientras gue las hembras oscilan entre B88.1-1001.1g, por lo
tanto si el animal a muestrear pesa 500g se podrian extraer Sml de sangre que son
equivalentes una cucharadita. Posteriormente estas muestras serdn analizadas en el
Laboratorio de Andlsiis Clinicos de la Universidad Nacional.

V1. BENEFICIOS DEL ESTUDID

Este estudio tiene el beneficio de producir conocimiento cientifico para la especie estudiada
ya que no hay estudios en esta drea con relacién a este género de tortugas. Este estudio se
realiza como tesis para optar por el titulo de Licenciatura en Medicina Veterinaria.

VIIL. RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO

Este estudio consta una extraccion de sangre que puede generar estrés por
manipulacién en los animales. A juicio de los investigadores el estudio no implica
ningin tipo de riesgo fisico o psicolégico para los animales.

En caso de presentarse alguna emergencia el Dr. Randall Arguedas, el cual tiene
amplia experiencia con reptiles, estard siempre presente en la toma de muestras.
Ademas, si se presentara alguna complicacion podra contactarlo por via telefénica
al B873-7088.

1X.- TIEMPO:
Esta investigacion se llevara a cabo por un lapso de un afio, pudiendo realizar mas
de una visita a cada centro de cautiverio.
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X.- VOLUNTARIEDAD

La participacidon de centro de cautiverio es en este estudio es totalmente voluntaria.
Usted puede decidir participar o no en este proyecto y puede retirarse de la
investigacidn en cualquier momento.

Usted podra solicitar informacidn relacionada con el proyecto de investigacidn en el
momento que desee a las investigadoras responsables (datos presentes en la
primera pagina).

XIL.- PREGUNTAS/INFORMACION:

Usted tiene derecho a clarificar todas las dudas que se le presenten, podra solicitar
informacién mis detallada sobre la investigacidn o algiin tema relacionado con el
estudio, en el momento que desee, debe comunicarse con a las investigadoras
responsables (datos presentes en la primera pagina).

Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacidn, puede, si asi
lo desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado que forma parte de este
documento.

Cuando ocurran cambios en las condiciones o en los procedimientos de un estudio y
también en estudios de largo plazo, el investigador responsable debera Renovar el
Consentimiento.

XIL. COMITE DE BIENESTAR ANIMAL Y SINAC:

El Comité de Bienestar Animal de la Universidad Nacional, revisé y avald la
realizacion de este estudio. El Comité es un grupo de personas independientes del
estudio, que evalia el cumplimiento de la normativa ética nacional e internacional y
asegura la proteccion, la seguridad y bienestar de los animales involucrados en una
investigacion. Ademas, se cuentan con los permisos de colecta de muestras por parte
del SINAC.

X1Il. DERECHOS DE LOS PARTICIPANTES

He leido, comprendido y discutide la informacion anterior con el investigador
responsable del estudio y mis preguntas han sido respondidas de manera
satisfactoria.

La participacién de este centro en este estudio es voluntaria, podré renunciar a
participar en cualquier momento, sin causa y sin responsabilidad alguna.

He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden ser
publicados o difundidos con fines cientificos y/o educativos.

Si durante el transcurso de la investigacidn me surgen dudas respecto a la
investigacion o sobre mi participacidn en el estudio, puedo contactarme con las
investigadoras responsables, Srta. Valeria Valenciano Gonzalez, teléfono 8888-8662,
correo  electronico valevg.932@gmailcom o Srta. Alexandra Corrales Quirds,
teléfono B490-6228, correo electrdnico alexacorrales1@hotmail.com.

Acepto participar en este estudio de investigacion titulado “Determinacion de
parametros hematologicos, bioguimica sanguinea y morfologia de las células

3
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sanguineas de la tortuga roja (Rhinoclemmys pulcherrima) en condiciones de
cautiverio” Recibiré una copia firmada y fechada de esta forma de consentimiento.

Firma del responsable del centro Fecha

Nombre del Centro de Cautiverio

Testigo 1 Fecha

Testigo 2 Fecha

Esta parte debe ser completada por el Investigador (o su representante):
He explicado al Sr(a).

la naturaleza y los propositos de la investigacion;
le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica la participacion de su

centro. He contestado a las preguntas en la medida de lo posible y he preguntado si
tiene alguna duda.

Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedid a firmar el
presente documento.

Firma del investigador Fecha
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ANEXO 2. Sexo, peso Yy observaciones de cada individuo de la especie R. pulcherrima

muestreado

ID [ Sexo |Peso (kg) Observaciones Sitio de colecta
1 H 0,834 Seno del caparazén
2| M | 0,532 Seno del caparazén
3| H 1,211 Seno del caparazén
41 M | 0516 Seno del caparazén
5| H 0,952 Seno del caparazén
6| H 0,516 Seno del caparazén
7| H 1,139 Seno del caparazén
8| M | 0,661 Seno del caparazén
9| M | 0,594 Seno del caparazén
10| H 1,110 Seno del caparazon
11| M | 0,510 Seno del caparazon
12| H 1,085 Seno del caparazon
13( H 1,146 Faltan escamas del caparazén Seno del caparazon
14| H 0,884 Caparazon fue reparado Seno del caparazon
15| H 1,412 Seno del caparazon
16| H 0,842 Deformacion del caparazén Seno del caparazon
171 H 1,468 Seno del caparazon
18| H 1,241 Hueco en el caparazén Seno del caparazon
191 H 1,187 Seno del caparazon
20( H 0,757 Fractura del caparazon Seno del caparazon
21( H 0,750 Seno del caparazon
22 H 1,336 Obesa, algunos cortes en el caparazén Seno del caparazon
23| M [ 1,025 Seno del caparazon
24 H 0,885 Seno del caparazon
25 H 0,963 Lesion caparazon lado izquierdo Seno del caparazén
26 H 1,141 Seno del caparazon
27( H 1,030 Seno del caparazon
28| H 0,752 Yugular

29| M | 0,553 Miembro anterior derecho amputado Seno del caparazon
30 H 0,920 Seno del caparazén
31( H 0,883 Seno del caparazon
32 H 0,797 Seno del caparazon




ANEXO 3. Ficha de informacién

Adaptado de Miller and Fowler (2015) y Chitty and Raftery 2013.
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Ficha de Informacién

Generalidades

Identificacion:

Sexo: ( ) Macho ( ) Hembra () Desconocido

Longitud del caparazon:

Lugar donde se obtuvo el animal:

Tratamiento actual: ( )Si ( )No

Observacion externa:

() Presencia de lesiones  Localizacién:

() Presencia de ectoparasitos

() Presencia de masas

() Presencia de descargas

Color membranas mucosas () Normal (rosa a rosa palido) () Anormal

Ambiente
Tipo de recinto: () Acuético () Terrestre () Mixto

Tamanio del recinto:

Sustrato:

Temperatura: °C
Humedad:
Luz UV o Luz Solar: () Si ( )No

Alimentacion
Dieta:

Acceso al agua: ()Si ( )No
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ANEXO 4. Cartas de autorizacion del SINAC Area de Conservacion Central y Area de

Conservacion Arenal Huetar Norte

f’ 2 SISTEMA NACIONAL DE AREAS DE CONSERVACION i
| Y AREA DE CONSERVACION CENTRAL '/
SlNAC N\ Reserva de Biosfera Cordillera Volcanica Central rﬁlnae

DIRECCION REGIONAL

ACC Programa de Investigacién

RESOLUCION DE INVESTIGACION CIENTIFICA N° ACC-PI-008-2018

El MINISTERIO DEL AMBIENTE y ENERGIA, Sistema Nacional de Areas de Conservacion, a
través del AREA DE CONSERVACION CENTRAL, a las ocho horas del dia diecisiete del mes de
enero del dos mil DIECIOCHO.

Resultando:

PRIMERO: Que el dia veinte de diciembre del dos mil diecisiete, la sefiora Valeria Valenciano
Gonzalez, cédula numero uno, mil quinientos cincuenta y dos, quinientos seis (1015520506),
respaldada oficialmente por la Universidad Nacional de Costa Rica, solicita permiso para realizar la
investigacion titulada: “Determinacion de parametros hematoldgicos,bioquimica sanguinea vy
morfologia de las células sanguineas dela tortuga roja (Rhinoclemmys pulcherrima) en
condiciones de cautiverio”, y a su vez solicita la emision de la licencia de colecta cientifica

Considerando:

PRIMERO: Que la Ley Organica del Ambiente (Ley N°7554), Capitulo VII, en su Articulo 35, define
como uno de los objetivos de las Areas Silvestres Protegidas la promocién de la investigacion
cientifica, el estudio de los ecosistemas y su equilibrio, asi como el conocimiento y las tecnologias
que permitan el uso sostenible de los recursos naturales del pais y su conservacion

SEGUNDO: Que la Ley de Biodiversidad (Ley N° 7788) en su Articulo 89: Fomento de
programas de investigacion, divulgacion e informacion; establece que el Ministerio del Ambiente
y Energia y las demas instituciones publicas y privadas fomentaran el desarrollo de programas de
investigacidn sobre la diversidad biolégica.

TERCERO: Que con fundamento en los articulos uno y tres, de la Ley de Conservacion de la Vida
Silvestre, Ley numero siete mil trescientos diecisiete del siete de diciembre de mil novecientos
noventa y dos, declara que la Vida Silvestre esta conformada por la Fauna Continental e Insular que
vive en condiciones naturales, temporales o permanentemente en el territorio nacional y la flora que
vive en condiciones naturales en el pais, y que uUnicamente pueden ser objeto de apropiacion
particular y de comercio mediante las disposiciones contenidas en los tratados y convenios
internacionales, en la Ley N°® 7317 y su reglamento, articulos 3 y 36 al 50 y otras normativas
vinculantes.

CUARTO: Que la Ley de Conservacion de la Vida Silvestre (Ley N°7317), en su Articulo 2, define
como Estudio Cientifico: Toda investigacion que aplica el método cientifico, Recolectar: accion de
recoger, cortar, capturar o separar de su medio especies organicas, sus productos o subproductos,
Recolecta Cientifica: /a captura o extraccion de animales o plantas, sus productos o subproductos,

Direccidn: San Miguel, Santo Domingo de Horedia
Tel. (506)2268-8091 / 2268-8087 « Fax: (506)2268-8096 » Apdo.: | 1384-1000 San José, Costa Rica
RIC/
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con fines de estudio cientifico, Recolecta Cultural /a captura o extraccion de animales o plantas, sus
productos o subproductos, con fines educativos Vida Silvestre: conjunto de la fauna continental e
insular que vive en condiciones naturales, temporales o permanentes y de la flora que vive en
condiciones naturales en el terntorio nacional

QUINTO: Que la Ley de Conservacién de la Vida Silvestre (Ley N°7317), en su Articulo 7,
expresa que el Ministerio del Ambiente y Energia, tiene como competencia, entre otros el promover y
ejecutar investigaciones en el campo de la Vida Silvestre

SEXTO: Que la Ley de Conservacion de la Vida Silvestre (Ley No 7317), en sus Articulos 3, 4, 5
y los Articulos del 36 al 51, faculta al Ministerio del Ambiente y Energia para otorgar permisos de
investigacion cientifica, otorgar licencias por recolecta cientifica, a establecer los requisitos por
trémites y procedimientos para otorgar dichos permisos, a inscribir y registrar las investigaciones y a
otorgar permisos de importacién y exportacion de flora y fauna, entre otros

SETIMO: Que segun la Ley N° 7317, Ley de Conservacion de la Vida Silvestre. en el articulo 6
establece que la Direccion General de Vida Silvestre es el 6rgano competente en maternia de
planificacion, desarrollo y control de la flora y la fauna silvestre

OCTAVO: Que el Reglamento de Investigaciones de los Parques Nacionales (Decreto Ejecutivo
12329-A), actualmente bajo administracién del Sistema Nacional de Areas de Conservacion (SINAC)

en sus considerandos establece: a) que la investigacion es uno de los fines fundamentales para
preservar y proteger areas naturales y juega un papel muy importante en la elaboracion de los planes
de manejo de los parques nacionales y areas afines, asi como para los avances de la ciencia en el
area de los recursos naturales. b) que la investigacion en los Parques puede resultar favorecida por la
coordinacion de sus funcionarios con organismos o personales especializadas. ¢) que tienen priondad
las investigaciones que ayuden a comprender y conocer mejor los recursos de los Parques con el fin
de manejarlos en forma correcta

NOVENO: Que la Estrategia Nacional de Conservacion y Uso Sostenible de la Biodiversidad,
establece dentro de sus politicas: el impulso a las investigaciones dirigidas a conocer el estado de las
especies y ecosistemas de interés particular para la conservacion

DECIMO: Que las Politicas para las Areas Silvestres Protegidas establecen que se debe -
fomentar el desarrollo de la investigacion basica y aplicada dentro de las areas silvestres protegidas
de acuerdo con las necesidades identificadas por la institucion; « autorizar aquellas investigaciones
que se realicen en las éareas silvestres protegidas de conformidad con lo que establece la legislacion
vigente, la reglamentacion interna del Area de Conservacion y las prioridades de mvestigacion
tdentificadas por las éreas silvestres protegidas.

DECIMO PRIMERO: Que el Area de Conservacién Central (ACC), tiene como uno de sus principios

basicos la coordinacién, promocion, participacion y facilitacion del desarrollo de investigaciones
béasicas y aplicadas e inventarios de biodiversidad que contribuyan a incrementar el conocimiento y

Direccidn: San Miguel, Santo Domingo de Heredia
Tel. (506)2268-8091 / 22628087 « Fax: (506)2268-8096 « Apdo.: | 1384-1000 San Jose, Costa Rica
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entendimiento de la biodiversidad, sus ecosistemas y el componente geologico sobre el que se
desarrollan.

DECIMO SEGUNDO: Que el Area de Conservacién Central ha establecido un Programa de
Investigacién que tiene como objetivo hacer del ACC, un sitio de estudios cientificos de primer
orden, muy amigable a los usuarios y en donde los procesos cientificos y la informacion obtenida,
sirvan de eje central para su biodesarrollo y conservacion a perpetuidad de la biodiversidad que se
restaura y conserva en las 150.000 hectareas terrestres de area silvestre protegida.

DECIMO TERCERO: Que el proyecto “Determinacion de parametros hematolégicos, bioquimica
sanguinea y morfologia de las células sanguineas de la tortuga roja (Rhinoclemmys
pulcherrima) en condiciones de cautiverio” es considerado de interés por cumplir con los objetivos
de las estrategias de biodiversidad e investigacion y con los fines que persigue el ACC de ampliar el
conocimiento de sus especies, ecosistemas, recursos geoldgicos y culturales.

DECIMO CUARTO: Que en el Manual de Procedimientos para realizar Investigacién en Biodiversidad
y Recursos Culturales en las Areas de Conservacion, establecido por el Comute Tecnico de
Investigacién del SINAC (decreto ejecutivo N°28993-MINAE) y oficializado por el SINAC (oficios
SINAC-DG-147 y DG-149, del 2002 y por el decreto ejecutivo N°32553-MINAE) se establece como
funcién de los encargados de los Programas de Investigacion, entre otras, las siguientes a) Tramitar
evaluar y resolver los proyectos de investigacion que se presenten ante su oficina regional, para
realizar estudios cientificos en su area de conservacion. b) Elaborar las resoluciones respectivas y
otorgar el pasaporte cientifico (licencia de recolecta cientifica). ¢) Recibir y analizar toda solicitud de
permiso de investigacion que se presente ante su oficina regional, para realizar estudios cientificos en
su area de conservaciéon.d) Establecer acuerdos de Transferencia de Matenal cuando sea
considerado necesario por la naturaleza de la investigacion.

DECIMO QUINTO: Que el dia veinte de diciembre del dos mil diecisiete, la sefiora Valeria
Valenciano Gonzalez, cédula nimero uno, mil quinientos cincuenta y dos, quinientos seis
(1015520506), en calidad de investigador principal, cumplié con los requisitos de inscripcion de
investigaciones y recolecta cientifica establecidos en la Ley de Conservacion de la Vida Silvestre (Ley
N° 7317) y su reglamento; con lo estipulado en el Manual de Procedimientos del SINAC y con lo
solicitado por el Programa de Investigacion del ACC, para desarrollar su investigacion titulada:
“‘Determinacion de parametros hematoldgicos, bioquimica sanguinea y morfologia de las
células sanguineas de la tortuga roja (Rhinoclemmys pulcherrima) en condiciones de
cautiverio”, por lo que lo procedente es aprobar este permiso.

Direccion: San Migucl, Santo Domingo de Heredia
Tel. (506)2268-8091 / 2261-8087 « Fax: (506)2268-8096 « Apdo.. 11384-1000 San José, Costa Rica
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Por tanto
El Licenciado Renato Sanchez Gonzalez, Director a.i.
Area de Conservaci6n Central
RESUELVE:

PRIMERO: APROBAR EL PERMISO DE INVESTIGACION a la sefiora Valeria Valenciano
Gonzalez, cédula nimero uno, mil quinientos cincuenta y dos, quinientos seis (1015520508},
quen solicité permiso para realizar la investigacion trtulada “Determinacién de parametros
hematologicos, bioquimica sanguinea y morfologia de las células sanguineas de la tortuga
roja (Rhinoclemmys pulcherrima) en condiciones de cautiverio”.

SEGUNDO: APROBAR LA LICENCIA DE COLECTA CIENTIFICA a la sefiora Valeria Valenciano
Gonzalez, cédula numero uno, mil quinientos cincuenta y dos, quinientos seis (10155205086),
en calidad de investigador principal, y a Alexandra Corrales Quirés, cédula namero uno, mil
cuatrocientos doce, doscientos cincuenta y ocho (1014120258), en calidad de co-investigador,
para la colecta permanente de:

Un maximo de 60 muestras de sangre de Rhinoclemmys pulcherrima (Tortuga Roja).
Las muestras seran trasladadas al Laboratorio de Analisis Clinicos de la Escuela de
Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional.

TERCERO: Este permiso es otorgado con los siguientes objetivos: (1) Determinar los parametros
hematologicos, bioquimica sanguinea y morfologia de las células sanguineas de tortugas R.
pulchermima adultas y clinicamente sanas en condiciones de cautiverio en centros de rescate de
Costa Rica.

CUARTO: Este permiso es vdlido unicamente para el Area de Conservacién Central,
especificamente en el Centro de Rescate de Vida Silvestre Tropical ZooAve Refugio
Herpetolégico de Costa Rica, Tortufauna y Parque Zoolégico y Jardin Botanico Nacional
Simén Bolivar y no faculta para hacer la investigacién o recolectar en otras areas de proteccién
estatal o fincas particulares sin el respectivo permiso de quien esta legalmente autorizado para
otorgario.

QUINTO: El Sistema Nacional de Areas de Conservacion y el Area de Conservacién Central
autoriza los métodos de recolecta cientifica enumerados en el reglamento de la Ley de Conservacién
de la Vida Silvestre (Ley 7317) y los métodos autorizados en el Manual de Procedimientos del SINAC,
asi como aguellos que de previo hayan sido avalados por el Programa de Investigacion.

Pagina 4 de 6
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SEXTO: El Area de Conservacion Central se reserva el derecho de cancelar este permiso sin
responsabilidad alguna para el Estado, cuando se compruebe que se ha incumplido el mismo o se

han variado las actividades sin haber informado y obtenido autorizacion previa del Programa de
Investigacion.

SETIMO: El Investigador no puede ceder ni en modo alguno traspasar el permiso, pues el mismo es
intransferible.

OCTAVO: El Investigador debera permitir a los funcionarios del Area de Conservacion Central |a

verificacion de las actividades cuando sea requerido y a acatar sus disposiciones cuando le sea
indicado.

NOVENO: El investigador se compromete a mantener informados al Programa de Investigacion y al
ACC sobre el desarrollo de su investigacion y se compromete a presentar un informe de colecta

cientifica el primero de marzo del dos mil diecinueve (01/03/2019) y un informe de resultados
finales el primer. mayo del do:

Los informes deben seguir como
minimo lo indicado en la “Guia para la elaboracién de informes finales y de colecta del SINAC

DECIMO: El Area de Conservacién Central y el Programa de Investigacion salvan la
responsabilidad sobre cualquier accidente o situacién que afecte y/o ponga en peligro la integridad de

las personas (investigador, asistentes, acompafiantes) que participan en el desarrollo de las
actividades de la investigacion tanto en laboratorio como en el campo

DECIMO PRIMERO: Este permiso rige a partir del dia primero de febrero del dos mil dieciocho
(01/02/2018) hasta el dia primero de febrero del dos mil diecinueve (01/02/2019).

DECIMO SEGUNDO: Notifiquese.

c Jorlle Hernandez B, Programa de Investigaciones ACC
Lourdes Vargas F, Gestor de Investigaciones Secretaria Ejecutiva SINAC

D cccion: San Miguel, Santo Domingo de Heredia
Tel. (506)2268-809) / 2245 8087 » Far: (506)2268-8076 * Apdo. - | 11841000 San Jore, Costa Rica

e SNAL ROLT
’ AC S/

Pagina § de 6

51



- - SISTEMA NACIONAL DE AREAS DE CONSERVACION
P AREA DE CONSERVACION ARENAL HUETAR NORTE
SIN AC DIRECCION REGIONAL minae
RESOLUCION
SINAC-ACAHN-PI-R-004-2018

El Sistema Nacional de Areas de Conservacién y el Area de Conservacion Arenal Huetar Norte
a través de las facultades y competencias del Director Regional a.i., al ser las catorce horas del
dia siete de febrero del dos mil dieciocho.

RESULTANDO:

PRIMERO: Que el dia treinta de noviembre del afio dos mil diecisiete, |a oficina de la Secretaria
Ejecutiva del Sistema Nacional de Areas de Conservacién (SINAC) recibe la solicitud de
permiso de investigacién y colecta cientifica, la investigadora principal VALERIA VALENCIANO
GONZALEZ, nacionalidad costarricense, estudiante de medicina veterinaria de la Universidad
Nacional, cédula de identidad nimero 115520506: 1a cual solicita permiso para desarrollar |a
investigacion con fines académicos titulada “Determinacién de parametros hematolégicos,
bioquimica sanguinea y morfologia de las células sanguineas de la tortuga roja
(Rhinoclemmys pulcherrima).

SEGUNDO: Que la investigadora principal presentd documento del proyecto, formulario de
solicitud, copia de curriculum, cédula de identidad, fotografias, carta respaldo de la Universidad
Nacional de Costa Rica (UNA). Ademas solicita se incluya a Alexandra Corrales Quirds cédula
114120258 en calidad de co-investigadora.

TERCERO: Que €l dia slete de febrero del dos mil dieciocho. la funcionaria Sandra Diaz
Alvarado, encargada del Programa de Investigacién del Area de Conservacion Arenal Huetar
Norte. presentd oficic SINAC-ACAHN-PI-05-2018; donde se Informa del analisis previo y
recomienda se autorice.

CUARTO: Que de cenformidad con el criterio del ente técnico competente sea la Secretaria
Técnica Nacional Ambiental (SETENA), seglin acuerdo ACP-70-2015 adoptado en la Sesién
Ordinaria N* 088-2015-SETENA de la Comisién Plenaria de la Sacretaria Técnica Nacional
Ambiental dei 23 de junio de 2015, la evaluacién de impacto ambiental no resulta de aplicacion
para los permisos de funclonamiento para centros de rescate, mariposarios, acuarios, herbarios,
museos naturales, bancos de germoplasma y exhibiciones que impliguen construcciones
menores a 300 metros cuadrados o gue no impliquen nuevas construcciones. asi como los
viveros artesanales comerciales, los permisos de investigacion, las licencias de caza de
subsistencia y las licencias de colecta cientifica o académica, los permisos de importacion y de
exportacion presuponiendo que los establecimientos respectivos de procedencia o de destino
de los especimenes si cuentan con una EIA, los permisos para desarrollar actividades
relacionadas con costumbres comunitarias y por ende los mismes quedaron exentos del tramite
| s
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referente a la evaluacion de impacto ambiental establecido en el numeral 26 de la Ley de
Conservacion de la Vida Silvestre N° 7317.

CONSIDERANDO:

PRIMERO: Que la Ley de Conservacion de la Vida Silvestre N° 7317, del treinta de octubre de
mil novecientos noventa y dos y sus reformas, en los articulos 1 y 3, establece que: “La vida
silvestre estd conformada por el conjuntc de organismos que viven en condiciones naturales.
temporales o permanentes en el lerntono nacional,...” que *“Se declara de dominio publico la
fauna silvestre que constituye un recurso natural renovable.... De interés puiblico la fiora
silvesfre...” y que Unicamente pueden ser objete de apropiacion particular y de comercio
mediante las disposiciones contenidas en los tratados publicos, en los convenios
interacionales y en la Ley N® 7317 y su reglamento, articulos 3 y del 36 al 50 y otras
normativas vinculantes,

SEGUNDO: Que segun la Ley N® 7317, Ley de Conservacién de la Vida Silvestre y sus
reformas, en el articulo 6, establece que el Sistema Nacional de Areas de Conservacién del
Ministerio de Ambiente y Energia es el 6rgano competente en materia de planificacién.
desarrolio y control de la vida silvesire, en igual sentido dicha competencia se encuentra
establecida en el articulo 22 de la Ley de Bicdiversidad N° 7788.

TERCERO: Que segin la Ley N° 7317, Ley de Conservacién de la Vida Silvestre y sus
reformas, en el articulo 7, inciso €) establece que el Sistema Nacional de Areas de
Conservacion del Ministerio de Ambiente y Energia tiene entre sus competencias el promover y
ejecutar investigaciones en el campo de la vida silvestre.

CUARTO: Que segin la Ley N° 7317, Ley de Conservacion de Ia Vida Silvestre y sus reformas.
en los articulos 40 al 49, faculta al SINAC para dar permiscs de investigacion asi como rechazar
cualquier solicitud contraria al interés publico y fiscalizar la ejecucion de estas actividades.

QUINTO: Que la Ley N° 4594, Depoésito de duplicados de Material Zoolégico, Botanico o
Mineral en ia UCR y el Museo Nacional, del primero de julio del afio mil novecientos setenta, en
su articulo 1 indica que “todo cientifico o institucion que personalmente o en representacion,
recoja matenial botanico, zoologico o mineral con fines faxonémicos. en cualquier zona o lugar
del terntorio nacional, tiene la obligacién de dejar duplicados de sus colecciones a la
Universidad de Costa Rica y al Museo Nacional. La Universidad de Costa Rica y &l Museo
Nacional, conjuntaments, pueden exonerar al clentifico o Institucion de que se trata, de la
obligacion a que se refiere el parrafo anterior, tomando en consideracién motivos calificados
que le impidan dejar esos duplicados.”
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SEXTO: Que el Decreto Ejecutivo N° 12328-A, Reglamento de Investigaciones del Servicio de
Parques Nacionales, del 6 de marzo de 1981, establece lo referente a las investigaciones en los
parques nacionales y areas afines administradas por el Servicio de Parques Nacionales.

SETIMO: Que de conformidad con el criteric del ente técnico competente sea la Secretaria
Técnica Nacional Ambiental (SETENA), segun acuerdo ACP-70-2015 adoptado en la Sesién
Ordinaria N° 088-2015-SETENA de la Comision Plenaria de la Secretaria Técnica Nacional
Ambiental del 23 de junio de 2015, Ia evaluacién de impacto ambiental no resulta de aplicacién
para los pemisos de funcionamiento para centros de rescate, mariposarios, acuarios, herbarios.
museos naturales, bancos de germoplasma y exhibiciones que impliquen canstrucciones
menores a 300 metros cuadrados 0 que no impliquen nuevas construcciones, asi como los
viveros artesanales comerciales, los permisos de investigacién, las licencias de caza de
subsistencia y las licencias de colecta cientifica o académica, los permisos de importacién y de
exportacion presuponiendo que los establecimientos respectivos de procedencia o de
destino de los especimenes si cuentan con una EIA, los permisos para desarrollar
actividades relacionadas con costumbres comunitarias y por ende los mismos quedaron
exentos del fréamite referente a la evaluacion de impacto ambiental establecido en el numeral 26
de la Ley de Conservacién de la Vida Silvestre N* 7317, segln el acuerdo previamente citado,

OCTAVO: Que el solicitante VALERIA VALENCIANO GONZALEZ cumplié con los requisitos
de inscripcion de investigaciones y colecta cientifica establecidos en la Ley N® 7317, Ley de
Conservacién de |a Vida Silvestre, sus reformas y su reglamento.

POR TANTO
EL DIRECTOR REGIONAL A.l. DEL AREA DE CONSERVACION ARENAL HUETAR NORTE
RESUELVE:

PRIMERO: Aprobar la solicitud de la investigadora principal VALERIA VALENCIANO
GONZALEZ e inscribir la investigacion cientifica con fines académicos titulada “Determinacién
de parametros hematolégicos, bloguimica sanguinea y morfologia de las células
sanguineas de la tortuga roja (Rhinoclemmys pulcherrima) en condiciones de cautiverio”.

SEGUNDO: Anotar en el Pasaporte Cientifico N°02981 a nombre de Valeria Valenclano
Gonzalez, investigadora principal; y en el Pasaporte Cientifico N°02962 a nombre de Alexandra
Corrales Quirés en calidad de co-investigadora; guienes estan autorizadas segun el permiso de
investigacidn y colecta cientifica del proyecto titulado "Determinacién de parametros
hematoldgicos, bioguimica sanguinea y morfologia de las células sanguineas de ia tortuga roja
(Rhinoclemmys pulcherrima) en condiciones de cautiverio”.
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TERCERO: Se autoriza |a captura y liberacion de sesenta tortugas Rhinoclemmys pulchemima
en cautiverio, que se ubica en el Area de Conservacién Arenal Huetar Norte (ACAHN), segun se
detalla:

Lugar Centro de Vida Silvestre Snake Garden en La Virgen
de Sarapiqui, Heredia.

Cantidad a colectar por especie 60 tortugas se autoriza para sacar muestras de
sangre

Este permiso no faculta para colectar en fincas privadas nl en territorios Indigenas, sin el
respectivo permiso del propietario registral o de quien estd legalmente autorizado para
otorgarlo.

CUARTO: Los objetivos de la investigacion son: Determinar los parametros hematologicos,
bioquimica sanguinea y morfologia de las células sanguineas ce tortugas Rhnoclemmys
Pulcherrima adultas y clinicamente sanas en condiciones de cautiverio en centros de rescate de
Caosta Rica.

Los objetivos especificos sefialan. a) Establecer los valores hematolégicos y bioguimicos de
referencia para la poblacion nacional de Rhnoclemmys pulcherrima en cautiverio. b) Establecer
la morfolagia celular sanguinea narmal de R. pulcherrima y representaria a manera de atflas de
iméagenes. c) Elaborar una referencia rapida de facil interpretacién acerca de parametros
sanguineos y morfologia celular para centros de rescate o de cautiverio de la tortuga roja.

QUINTO: Métodos: Se incluiran individuos de al menos cuatro centros de cautiverio (zoologico,
herpetolégico, centro de rescate y centro de exhibicidn). Los puntos de muestreo se ubican en
la regién Central y en la region Huetar Norte. El tipo de estudio a realizar, consiste en un estudio
transversal de tipo descriptivo cuyo propdsito es determinar los valores hematoldgicos, valores
de bioquimica sérica normal y morfologia celular sanguinea de la especie de tortuga continental
R. pulcherrima en condiciones de cautiverio, a) Poblacion a estudiar. Una poblacion de al
menos 60 tortugas de la especie R. pulcherrima, Se seleccionaran tanto hembras como
machos, ambos adultes determinados mediante la longitud recta espaldar tomada desde el
borde anterior del escudo nucal hasta el borde posterior del escudo supracaudal, a nivel de la
linea media lengitudinal del espaldar; teniendo esta medicidn un rango entre 13.4-14.4cm en
machos y 16.3-17.0cm en hembras (Merchan-Fornelino 2003).

b) Recolecta de muestras y almacenamiento: Para el manejo, inspeccion y toma de muestra se
recomienda el uso de guantes al manipular los animales, asi como lavarse muy bien las manos.

a7
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las ufias y el antedrazo posteriormente. Para la obtencidn de la muestra de sangre se podria
utilizar |la vena coccigea dersal o la vena yugular dependiendo de: tamafio del animal, facilidad
de manipulacién y cantidad de muestra que se logre extraer. Es posible obtener un volumen
maximo del 1% de su peso corporal (Campbell and Ellis 2007; Chitty and Raftery 2013). Para el
montaje de la hematologia y quimica clinica se trabajara con sangre colectada en tubos de
heparina. Ademas, se realizara el frotis con sangre sin anticoagularinmediatamente después de
la colecta de sangre, para evitar asl la Interferencia de los anticoagulantes durante el anélisis
{Fallis 2013). Para el sangrado de las tortugas se utilizara el equipo basico de jeringa y aguja
calibre 22G o 23G nuevos para cada animal. El procedimiento de toma de muestra se debera
realizar por dos personas, una que realice la sujecién adecuada y otra que extraiga Ia muestra
de sangre en el minimo tiempo posible para evitar causar estrés al animal. Aquellos animales a
los que no se les logre extraer un volumen suficiente de sangre. se muestrearan en una
sequnda visita. Las muestras recolectadas se almacenaran en tubos heparinizados. Una vez
que se pasa la muestra al tubo esta se mezclara gentilmente y se colocaran en posicion vertical
en un contenedor a 4°C. teniendo en cuenta que el hielo no debe tocar directamente el tubo,
Cada muestra y frotis seran debidamente identificados con una etiqueta (lugar. hora,
Identificacion del animal, sexo. numero de muestra). Cada nimero de muestra se debera
correlacionar con un numero de ficha de informacion, Esta ficha consistira en preguntas
sencillas y rapidas que permitan obtener informacion acerca del habitat. condiciones
ambientales, nutricion y bienestar animal de cada quelonio muestreado.

¢) Procesamiento de muestras: Se determinard hematocrito. hemoglobina, conteo de
leucocitos, proteinas totales (fraccionadas), glucosa, colesterol, acido Grico, nitrégeno ureico,
calcio, fosforo, AST, cloruro, sodioc y potasio. Para la determinacién del hematocrito,
hemoglobina y conteo de leucocitos se ulilizana la técnica de Natt y Herrick (Martinez-Siivestre
et al. 2011). El computo y diferencial de leucecitos se realizara segun el protocolo establecido
en el Laboratorio de Analisis Clinicos de |la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad
Nacional, mismo que funge como laboratorio de referencia a nivel nacional (Meneses-Guevara
and Bouza-Mora 2014). Para la observacion morfologica se utilizara la tincion MayGrinwald-
Giemsa en un microscopio de luz (Meneses-Guevara and Bouza-Mora 2014). Para la quimica
sanguinea se empleara un equipo marca Spinreact modelo Spin 200E (Espafia) cuyo principio
es el de fotometria de absorcién y turbidimetria. Los reactivos se utilizaran de acuerdo a la casa
matriz y segin el protocolo del Laboratorio de Analisis Clinicos (Spinreact 2017).

d) Destino de las muestras: Laboratoric de Analisis Clinico, Universidad Nacional de Costa
Rica.

SEXTO: El Sistema Nacional de Areas de Conservacion Gnicamente autorizara los métodos de
colecta clentifica enumerados en el reglamento de la Ley 7317, Ley de Conservacién de 1a Vida
Silvestre.

SETIMO: Cuando los especimenes obtenidos mediante recolecta cientifica o cuftural se
destinen a instituciones extranjeras, el Sistema Nacional de Areas de Conservacién. exigira
s
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antes de otorgar el permiso de exportacion con fines cientificos o culturales, la entrega de
gjemplares idénticos para el Museo Nacional y a fa Universidad de Costa Rica, para los jardines
botanicos y los zoolégicos estatales, Gnica y exclusivamente {Articulo 46 Ley N°7317). Asi,
también se exigira la devolucian de los especimenes colectados (vives o muertes) al Museo de
Zoologia de la UCR).

OCTAVQ: Este permiso de investigacién no autoriza al permisionario a utilizar l0s recursos
biologicos descritos en la clausula TERCEROQ para fines de acceso a la informacién genética o
biequimica de diches recursos. Si asi fuere, este permiso no tendria validez y en tal casec el
interesado debera tramitar su solicitud de permiso de acceso por via separada, en cumplimiento
de la legislacion nacional respectiva.

NOVENO: EI presente permisc no autoriza la comercializacion de plantas o animales ni
subproductos de estos.

DECIMO: E| Sisterna Nacional de Areas de Conservacién se reserva el derecho de cancelar
este permiso sin responsabilidad alguna para el Estado, cuando se compruebe que se ha
Incumplide con los términos y condiciones en él estipulados.

DECIMO PRIMERO: El permisionario no puede ceder ni en modo alguno enajenar el pemiso,

pues el mismo es intransferible, Del mismo modo. cuando el investigador principal desee incluir
co-investi res o asistentes de i igacion est is0. debera solicita escrito

al Area de Conservacién Arenal Huetar Norte del Sistema Nacional de Areas de Conservacion,

con al menes 8 dias de antelacién,

DECIMO SEGUNDO: El permisionario debera pemmitir a los funcionarios (as) del Sistema
Nacional de Areas de Conservacién, el ingreso al lugar donde se realizara el acceso o al lugar

donde se realiza la investigacién. El permisionario debera rendir un informe final en la fecha
siete de marzo del dos mil diecinueve (07-03-2019), como lo establece la Ley de Conservacion

de la Vida Silvestre N* 7317 y su Reglamento, decreto Ejecutivo 32633-MINAE y el Manual para
realizar investigaciones en biodiversidad y en recursos culturales, E1 incumplimiento de este
reguisito sera sancionado con la imposibilidad, para los clentificos en forma personal o para la
instituclén que representa, de obtener nuevas autorizaciones, de estudios o Investigaciones,
hasta por un pericdo de dos afios.

Con el fin de asegurar la adecuada transferencia de los conocimientos derivados de este
proyecto de investigacion hacia las comunidades locales. el permisionario debera desarroliar
alguna iniciativa para Ia divulgacién de los resultados hacia las comunidades localizadas.

DECIMO TERCERO: El permisionario debera enviar una copia del informe final y de todas las

a4
Dirwcciten: Alajusis, San Cartos, Ciicsadu | 50 metras Nerte y 250 avetren Ewe dil Hospima! Sae < o
Telofono: (304 7680,06.20 « Fax: (506) 240008 44+ Apdo.: |1 3541 M0 Sur [out, C

R oo
e

57



- - SISTEMA NACIONAL DE AREAS DE CONSERVACION
' AREA DE CONSERVACION ARENAL HUETAR NORTE )
DIRECCION REGIONAL x
SIN AC miNnacs

publicaciones que se generen a raiz del presente permiso de investigacion a la Eiblioteca
Nacional y otra copia al Area de Conservacion Arenal Huetar Norte.

DECIMO CUARTO: Este permiso rige a partir del dia siete de febrero del afio dos mil

ieciocho (07-02-2018), ha dia slete del a mil _di e (07-02-
2019), pudiendo solicitarse un nuevo permiso para el mismo proyecto. desde treinta dias antes
de su vencimiento

DECIMO QUINTO: De comprobarse el incumplimiento parcial o total de alguno de los términos
y condiciones establecidos en la presente resolucién o a la Ley de Conservacion de Ja Vida
Silvestre N° 7317 y su reglamento, se procedera a cancelar el permiso, con las consecuencias
administrativas, civiles y penales que consecuentemente se deriven y $& interpondra sin mayor
demora la denuncia penal o administrativa ante la autoridad correspondiente.

DECIMO SEXTO: Contra la presente resolucién proceden los recursos ordinarios de revocatoria
y / o apelacion, de conformidad con los articulos 343 y siguientes de Iz Ley General de la
Administracion Pablica, los cuales seran resueltos, &l de revocatoria por &l mismo drganec que lo
dictd y el de apelacion por el Consejo Nacional de Areas de Conservacion. Los recursos
deberan interponerse ante el Grgano que dicta ésta resolucién dentro de los tres dias tratandose
de acto final y de veinticuatro horas en los demas casos, contados, en ambos casos,
posteriores a su notificacion.

Area de Conservacion Arenal Huetar Norte
Sistema Nacional de Areas de Conservacion
ACAHN-SINAC
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ANEXO 5. Aprobacién por parte de la Comision de Bioética y Bienestar Animal de la

| 2277-3000
3-3000

Escuela

Facultad de Ciencias de la Salud -
[M Escuela de Medicina Veterinaria L2F e
ORIV NN AL Comité de Bioética y Bienestar Animal
SaaTA RICA Tel. 2562-4565/2562-4569 RELIBE

8 de febrero de 2018
UNA- EMV- CBBA-ACUE-001-2018

Dra. Nancy Astorga Miranda <3\ L
Directora ’(.% oA
Escuela de Medicina Veterinaria

Estimada sefiora:

Para su informacidn y efectos consiguientes, me permito transcribir el acuerde tomado
por la Comisién de Bioética y Bienestar Animal, en la Sesién Ordinaria N"001-2018,
celebrada el 2 de febrero de 2018, que dice:

Considerando

1.

4.

5.

Que una vez revisado y analizado el proyecto titulado: “Determinacion de parametros
hematolégicos, bioquimica sanguinea y morfologia de las células sanguineas de la
tortuga roja (Rhinoclemmys pulcherrima) en condiciones de cautiverio”,

. Que el mismo estara a cargo de las estudiantes Alexandra Corrales Quirds y Valeria

Valenciano Gonzélez.

. Que el proyecto arriba enumerado todos los participantes se comprometen a guardar

el bienestar animal de todos los animales objeto del estudio.

Asimismo, el proyecto cumple los requisitos que se emanan de la Ley 7451 "Bienestar
de los Animales”.

Que este proyecto cuenta con cuatro votos a favor.

POR LO TANTO, SE ACUERDA:

p

AVALAR EL PROYECTO TITULADO: “DETERMINACION DE PARAMETROS
HEMATOLOGICOS, BIOQUIMICA SANGUINEA Y MORFOLOGIA DE LAS CELULAS
SANGUINEAS DE LA TORTUGA ROJA (RHMINOCLEMMYS PULCHERRIMA) EN
CONDICIONES DE CAUTIVERIO", PRESENTADO POR LAS ESTUDIANTES ALEXANDRA
CORRALES QUIROS Y VALERIA VALENCIANO GONZALEZ.

Atenumente, /
gdra Estrada Ktbj

Coordinadora
Comité de Bioética y Bienestar Animal
Escuela de Medicina Veterinaria

ACUERDO FIRME

C: Est, Alexandra Corrales Quirds
Est. Valeria Valenciano Gonzdlez.
Dr. Mario Baldi Salas
Dr. Julio César Rojas Ocampo
Dr. Mauricio Jiménez Sote

IEMERITA DE LA EDUCACION. LA TECNOLOSGIA, LA CIENCTIA Y LA CULTURA COSTARRICENSE » LEY
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ANEXO 6. Guia de referencia rapida de parametros sanguineos de la tortuga roja

| H_j;lﬁematobgia 4 bioguimica
2% sanguinea
Rﬁfnocfemmys pufchef‘f‘fma

Valores sanguineos Tortuga Roja

(Rhinoclemmys pulcherrima)

Hematologia
Hematocito (%) 10 - 29
Hemoglobina (g/dL) 27-74
CHCM (g/dL) 23 - 42
C. Leucocitos (pL) 645 — 8096
Heterofilos (pL) 261 - 3643
Linfocitos (nl) 101 — 2992
Monocitos (L) 13 - 1619
Basafilos (pL) 0 - 360
Eosinéfilos (uL) 0-812
Bioquimica
Glucosa (mg/dL) 2-53
Colesterol (mg/dL) 77 - 353
BUN (mg/dL) 1-35
Calcio (mg/dL) 9-42
Fosforo (mg/dL) 2-32
Proteinas Totales (g/dL) 2.1-86
Albumina (g/dL) 0.8-43
Globulinas (g/dL) 1.6 - 5.3
Acido trico (mg/dL) 0.06 - 1.8
AST (UI/L) 14 — 356
CK (UI/L) 117 - 1745
Sodio (mmol/L) 35-144
Potasio (mmol/L) 02-71
Cloruro (mmaol/L) 32 - 404

Tincién May Griinwald-Giemsa, microscopio Olymp
CX33, objetivo 100X, muestreo Agosto/Noviembre.

Descripf;icln Mor‘f‘olagisa
Celular

Eritrocito

Tamafio: 19 261 pm x 11.0995 pm
Forma: oval

Abundante citoplasma con nicleo

central redondeado u ovalado.

Trombaocito

Tamafio: 5800 pm x 8.752 pm
Forma: oval o redondo
Dificilmente ge logra observar su
citoplaama, su niclen ea grande

v a2 pueden observar en grupos.

Linfocito

Tamafio: 0871 pm x 8455 pm
Forma: redondo

Nicleo grande con un halo
baetfilo de citoplasma alrededor.

Heterofilo

Tamafio: 16218 pm x 14.555 pm
Forma: redondo

Micleo es excéntrico, con
citoplasma abundante cubierto
con grinulos ecsinofilicoa

{material amorfo).

Eosindfilo

Tamafio: 15.762 pm x 13.8684 pm
Forma: redondao

Citoplaama abundante con
miltiples granulos anaranjados,
v nicleo en la periteria.

Monocito

Tamafio: 139683 pm x 12484 pm
Forma: redondo a irregular
Nicleo polimérfico con un
citoplaama abundante,
granulado, de color basofilico o

grisficen que pusde presentar

vacuolas,

Basdfilo

Tamafic: 11.015 pm x 10.365 pm
Forma: redondo

Citoplasma es basotilico con
granulos morado ocacuro gue

cubren inclueo el nicleo.
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