Comparacion de anticoagulantes de heparina de litio
y sodio en la bioquimica plasmatica del cocodrilo de
pantano (Crocodylus moreletii), en Campeche, México

Comparison of sodium and lithium heparin
anticoagulants in plasma biochemistry of Morelet's
crocodiles (Crocodylus moreletii) in Campeche, Mexico

Sergio E. Padilla*t  Manuel Weber* Elliott Jacobson**

Abstract

Lithium heparin and sodium heparin anticoagulants were compared with the aim to measure concentrations and activity of
selected plasma biochemical analytes in wild and captive Morelet’s crocodiles (Crocodylus moreletii). Blood samples were
obtained from the ventral caudal tail vein in 63 crocodiles (32 wild and 30captive) and each sample was placed in both lithium
heparin and sodium heparin. Plasma was removed and duplicate samples were assayed for the following: cholesterol, glucose,
uric acid, creatinine and alanine aminotransferase (ALT). The only analyte having a significant difference (t = —-2.95, df = 56, P <
0.01) when comparing the two anticoagulants was ALT. Still, the difference was not considered to be clinically significant. The
results of this study indicates that the type of heparin used as an anticoagulant, does not affect concentratrions and activity of
certain plasma biochemicals of Morelet’s crocodiles, and perhaps other species of crocodilians.
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Resumen

Los anticoagulantes de heparina de litio y heparina de sodio se compararon con el objetivo de medir las concentraciones y activi-
dad de analitos bioquimicos seleccionados en el plasma de cocodrilos de pantano (Crocodylus moreletii). Se obtuvieron muestras
de sangre de la vena caudal de 63 cocodrilos (32 silvestres y 30 en cautiverio), cada muestra se analizé en heparina de litio y
heparina de sodio. Se obtuvo el plasmay las muestras pareadas fueron analizadas para los siguientes analitos: Colesterol, glucosa,
4cido urico, creatinina y alanina aminotransferasa (ALT). El Gnico analito que mostré una diferencia significativa (t =-2.95, gl = 56,
P <0.01) fue el ALT para ambos anticoagulantes; sin embargo, la diferencia no se considera clinicamente significativa. Los resulta-
dos de este estudio indican que el tipo de heparina usado como anticoagulante no afecta las concentraciones y actividades de la
bioquimica plasmética del cocodrilo de pantano y quizé de otras especies de cocodrilianos.
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Introduction

to affect concentrations and activity of plasma

biochemicals. A comparative study on the use of
EDTA (ethylene diamine tetraacetic acid) and hepa-
rin as anticoagulants in the green iguana, Iguana
iguana, indicated that it was better to use EDTA for
blood analysis.1 However, other researchers have used
lithium heparin and sodium heparin when perfor-
ming biochemical analysis of the blood of reptiles.2'5
These studies demonstrated that there were no signifi-
cant differences in the use of these anticoagulants for
the blood analysis of certain reptiles. However, there
are no similar reports in crocodilians. The objective of
the current study was to evaluate and compare sodium
heparin and lithium heparin as anticoagulants for
measuring selected biochemical analytes in wild and
captive Morelet’s crocodiles in Campeche, Mexico.

Two crocodile populations were used in this study.
Official capture and handling permits were obtained
from Secretariade Medio Ambiente y Recursos Natura-
les (Semarnat), throughout Direccion General de Vida
Silvestre (permit number: SGPA/DGVS/00671/07).
Wild Morelet’s crocodiles were captured from April to
September 2007 in the wetlands of the northern coast
of Campeche, Mexico (20°51’35” and 19°49°00” N lati-
tude and 90°45’15” and 90°20°00” W longitud). This
region, locally known as Petenes (Island in Mayan lan-
guage), is a low land profile, low altitude salt-marsh
region with permanent freshwater availability.6 Part of
this region was declared by UNESCO and the Mexi-
can government as the Petenes Biosphere Reserve
(RBLP for its name in Spanish) in 1999 encompassing
an area of 282 857 hectares. The captive population
that was sampled belongs to Centro de Estudios Tec-
nologicos del Mar No. 2 (CETMAR), a technological
high-school specializing in fisheries training in Cam-
peche. The CETMAR holds a captive population of
about 300 Morelet’s crocodiles, in all biological stages,
from newborns to reproductive adults.

Capture of wild crocodiles was done at night by
using spotlights, headlamps and Thompson steel
snares attached to aluminum poles.7' 8 The crocodiles
were manually restrained using rubber bands to tap
the jaws and the limbs of the adults were tied. Sexing
was performed by cloacal palpation9 and the crocodi-
les were classified according to their age (total body
length), as follows: class I (< 500 mm), class II (> 501
and < 1 000 mm), class IIT (> 1 001 and < 1 500 mm)
and class IV (> 1 501 mm).'*!"

A blood sample was obtained from the ventral
caudal tail vein of each crocodile using sterile syrin-
ges (b and 3 mL) attached with a 3.5 cm long, 22
and 23 gauge needles.”” Each sample was aliquoted

In reptiles, the type of anticoagulant used is known
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Introduccion

Se ha sugerido que el uso de anticoagulantes

sanguineos afecta los resultados de los analisis

bioquimicos en reptiles. Un estudio compara-
tivo entre el uso de EDTA (acido etilen diamino tetra-
acético) y un anticoagulante a base de heparinas,'
sugiere que es mejor usar EDTA al analizar la sangre
de iguanas (lguana iguana). Sin embargo, otros auto-
res recomiendan utilizar anticoagulantes de heparina
de litio en reptiles.“ Asimismo, la heparina de sodio
se ha utilizado también en estudios hematologicos de
reptiles, al comparar los efectos de ambos tipos de
heparinas en los resultados.*® Los resultados de estos
estudios sugieren que no existen diferencias significa-
tivas entre estos dos tipos de heparinas en el analisis
bioquimico sanguineo en algunos grupos de reptiles.
Sin embargo, no se ha realizado ningtn trabajo sobre
el uso de anticoagulantes en la bioquimica sanguinea
de cocodrilos. Este estudio analiza el efecto del tipo
de heparina en los resultados de bioquimica plasma-
tica en poblaciones silvestres y en cautiverio del coco-
drilo de pantano (Crocodylus moreletii), en Campeche,
México.

Se trabajo con dos poblaciones de cocodrilos de
pantano. Se obtuvieron los permisos correspondien-
tes de la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos
Naturales (Semarnat), mediante la Direccion Gene-
ral de Vida Silvestre (Oficio SGPA/DGVS/00671/07).
La captura de cocodrilos silvestres se realizé de abril
a septiembre de 2007 en los humedales costeros del
norte de Campeche. Estos forman parte del ecosis-
tema conocido como Petenes, que en lengua maya
significa isla. Se trata de una regiéon con topografia
de poco contraste en altitud, que carece de una red
fluvial superﬁcial.f‘ En 1999 parte de esta region fue
decretada como Reserva de la Biosfera Los Petenes
(RBLP), con extension de 282 857 hectareas en las
coordenadas 20°51’35” y 19°49°00” de latitud Norte y
los 90°45°'15” y 90°20°00” de longitud Oeste. La pobla-
cién en cautiverio estudiada pertenece al Centro de
Estudios Tecnologicos del Mar nam. 2 (CETMAR),
ubicado en San Francisco de Campeche. E1 CETMAR
tiene una poblacién aproximada de 300 cocodrilos de
pantano en todas sus etapas biologicas, desde crios,
hasta adultos reproductores.

La observacion y captura de cocodrilos se realizé
con el método de conteos directos,”® consiste en usar
un reflector y lamparas de cabeza de diferente intensi-
dad. La captura de los animales avistados se llevo a
cabo con lazos Thompson (cable de acero inoxida-
ble) y pértigas de aluminio o de manera manual. Los
cocodrilos se inmovilizaron de manera manual. El
sexo de los individuos se determino a través de palpa-
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into two tubes each of lithium and sodium heparin.
The total volume of blood obtained depend on the
weight of the crocodile, in this study, it was between
90 to 38 000 grams. Never exceeded 0.1% of the total
body weight.” Blood was collected in 3 mL Vacutai-
ner* tubes containing sodium heparin and lithium
heparin.>*"* Samples of anticoagulated whole blood
were transported to a laboratory in cool boxes at 4°C
where samples were centrifuged and plasma removed
and analyzed within 8 hours after collection."”

The laboratory analyses were performed in the
Laboratorio Central de Patologia Animal (LACEPAC),
Comité Estatal para el Fomento y Produccién Pecua-
ria del Estado de Campeche. The plasma analytes
selected for measurement were: glucose, cholesterol,
uric acid, creatinine, and alanine aminotransferase
(ALT). All the plasma biochemical tests were perfor-
med using an automatic analyzer®*, following their
standard protocol."®

For eachvariable (analyte) a Kolmogorov—Smirnov
test was used to determine if the values were normally
distributed (P < 0.05). For analytes that were norma-
lly distributed, parametric tests [Analysis of Variance
(ANOVA) and t tests] were used for comparing
plasma biochemical values in samples anticoagulated
with lithium and sodium heparin. For those analytes
that were not normally distributed, a non-parametric
Wilcoxon’s signed rank test'” was performed to look
at differences in the values obtained using the two
anticoagulants. An assessment for mean differences
between wild and captive crocodiles was performed
using a paired samples t test (equal variance assump-
tions fulfilled; Levene test, P > 0.05)) and a Mann-
Whitney test (when variances were not equal). A t test
for paired samples (for sexes) and ANOVA’s (for age
classes) were performed to look at differences in the
plasma biochemical values. All statistical analysis was
performed using SPSS 13.#%%

A total of 62 paired blood samples were obtained,
with 32 samples from wild and 30 from captive croco-
diles (Table 1).

The t tests indicated that, except for ALT (¢=-2.95,
df =56, P < 0.01) (Table 2), there were no statistical
differences (P < 0.05) in plasma biochemcal values
for samples anticoagulated with sodium and lithium
heparin. The Wilcoxon test indicated that there are
no statistical differences in the values of uric acid (Z=
-0.735, P > 0.05) among anticoagulants (Figure 1).

A comparison between wild and captive crocodiles
found statistical differences in the cholesterol values
by anticoagulant (P < 0.05). A Mann-Whitney test for
glucose and uric acid suggest statistical differences for
these metabolites in the sodium heparin samples (P
< 0.05), but not in the lithium heparin samples (P >
0.05), between wild and captive crocodiles (Figure 2).

clase de edad en: Clase I (< 500 mm), clase II (> 501y
<1000 mm), clase IIT (> 1 001 y <1 500 mm) y clase
IV (> 1501 mm).'"""

Se extrajo sangre de la vena caudal, utilizando
jeringas estériles de 5y 3 mL (dependiendo de la canti-
dad a extraer) con aguja de calibres nimero 22 o 23."”
La cantidad de sangre extraida dependié6 del peso de
cada cocodrilo, que en este estudio fue de 90 a 38 000
gramos y nunca sobrepas6 mds del 0.1% del peso cor-
poral.” La sangre recolectada se virti6é en tubos Vacu-
tainer* de heparina de litio y heparina de sodio de
3 mL para prevenir la coagulacion.>™'* Las muestras
fueron analizadas antes de transcurridas ocho horas
posteriores a la toma de muestras y mantenidas a 4°C
hasta su procesamiento."

Las pruebas de laboratorio se realizaron en el Labo-
ratorio Central de Patologia Animal (LACEPAC), del
Comité Estatal para el Fomento y Produccién Pecua-
ria del estado de Campeche. Se determinaron los
valores de glucosa, colesterol, acido turico, creatinina
y alanina-aminotransferasa (ALT) en las muestras de
sangre obtenidas de cocodrilos silvestres y en cauti-
verio. Todas las pruebas se realizaron en un equipo
automatizado,** siguiendo los protocolos de la linea
liquida establecidos para este equipo.'

A todas las variables analizadas se les someti6 a
pruebas de normalidad de Kolmogorov-Smirnov,
para explorar si su distribucion se ajustaba a la de una
distribucién normal (P < 0.05). La mayor parte de las
variables se ajustaron a la distribucién normal, con
excepcion del dcido urico. Cuando la distribucién fue
diferente a la normal se utiliz6 estadistica no paramé-
trica. Para encontrar diferencias entre los tipos de anti-
coagulante utilizado, se aplicé una prueba de t para
muestras pareadas, salvo el dcido urico que se analizé
con una prueba de signos de Wilcoxon."” Diferencias
entre medias de cocodrilos silvestres y en cautiverio se
realizaron con pruebas de t para muestras pareadas (a
los valores que tuvieron igualdad de varianzas) y una
prueba de Mann-Whitney (a los valores con varianzas
distintas). Entre sexos y clases de edad, las bioquimi-
cas sanguineas de los cocodrilos demostraron tener
varianzas iguales (prueba de Levene, P > 0.05), por lo
que se analizaron con una prueba de t para muestras
independientes y un ANDEVA de una via, respectiva-
mente. Los datos se analizaron en el programa SPSS
version 13 ##*

Se estudiaron 62 muestras pareadas de bioqui-
micas sanguineas con dos tipos de anticoagulante
(heparina de litio y heparina de sodio). Del total de

*Beckton Dickinson, Tepotzotlan, Estado de México.
**Wiener Laboratorio Modelo Metrolab, 1600, DR, Argen-
tina.

***SPSS, Inc, Chicago, III, Estados Unidos de América.
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A significant difference was found in the cholesterol
values of lithium heparin among sexes (¢ = 2.23, df
=59, P < 0.05), with the females presenting higher
values than the males (Figure 3).

No statistical difference was found among age
(size) classes that were sampled. Because of their
small size (< 50 cm long), enough blood could not be
obtained from class I crocodiles in a humane and safe
manner (Table 3).

It has been suggested that the type of anticoagu-
lant may affect clotting time and the concentration of
several plasma analytes in reptiles.” The methods used
in handling blood samples is also an important factor
that may affect analyte values."” For example, there is
some variation in ALT concentration with the length
of time from collection to analysis'® In Morelet’s cro-
codiles, handling of samples and time from collection
to analysis were carefully monitored and controlled,
so that little or no variation might be attributed to
these confounding variables.

Comparing both types of anticoagulants, there

muestras, 32 correspondieron a cocodrilos silvestres y
30 a cocodrilos en cautiverio (Cuadro 1).

Al comparar entre los tipos de anticoagulante uti-
lizado, la prueba de t para muestras pareadas, indica
que no existen diferencias significativas (P > 0.05)
entre los valores de quimica sanguinea analizados,
con excepcion del ALT, donde si existen diferencias
significativas (t=-2.95, gl = 56, P < 0.01) segun el tipo
de anticoagulante utilizado (Cuadro 2). El acido urico
se analizé con una prueba de Wilcoxon, que sugiere
que no hay diferencias significativas (Z = -0.735, P >
0.05) en los valores de este parametro con respecto al
anticoagulante (Figura 1).

Se encontraron diferencias significativas con una
prueba de t entre cocodrilos silvestres y en cautiverio
para colesterol en ambos tipos de anticoagulante (P <
0.05); para las demds pruebas no se observaron dife-
rencias significativas. Se hizo una prueba de Mann-
Whitney para la glucosa y el acido trico, se observo
que existen diferencias significativas en el dcido trico
y para la glucosa con heparina de sodio (P < 0.05),

Cuadro 1

VALORES DE BIOQUIMICA PLASMATICA DE LOS PARAMETROS ANALIZADOS CON DOS

TIPOS DE HEPARINA COMO ANTICOAGULANTE EN C. moreletii EN CAMPECHE, MEXICO

PLASMA BIOCHEMISTRY ANALYSIS OF SELECTED PARAMETERS WITH TWO TYPES OF

HEPARIN ANTICOAGULANT IN MORELET’S CROCODILES (C. moreletii) IN CAMPECHE, MEXICO

Mean Minimum Maximun Standard error
Lithium heparin Glucose g/L 69.55 36.34 132.52 2.65
Cholesterol g/L 250.14 79.24 520.11 11.50
Uric acid mg/L 3.04 12 13.15 33
Creatinine mg/L 2.70 1.16 7.77 13
ALT U/L 20.20 .06 58.88 1.76
Sodium heparin
Glucose g/L 69.95 31.54 119.74 2.81
Cholesterol g/L 255.41 89.70 525.49 12.47
Uric acid mg/L 3.26 .05 13.32 375
Creatinine mg/L 3.97 1.23 83.13 1.417
ALT U/L 21.49 .00 50.51 1.68

Note: See table 4 for statistical differences. Uric acid was not statistically tested because it did not prove to be normally distributed
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were no significant differences in the majority of the
analyzed parameters. Unfortunately, no similar stu-
dies exist in this or other species of crocodilians, so
that comparisons with the literature were not possible.
However, these results concur with those obtained for
loggerhead (Caretta caretta)* and leatherback (Dermo-
chelys coriacea)® sea turtles. In these species, no diffe-
rences in plasma biochemical values were found in the
use of these two types of heparins. Nevertheless, there
are some shortcomings in the results of these stu-
dies. In the first study* paired samples were obtained,
while unpaired samples were analyzed in the second.”
Paired samples of each crocodile were analyzed and

pero no para glucosa con heparina de litio (P > 0.05)
entre cocodrilos silvestres y en cautiverio (Figura 2).

El resultado de la prueba de t muestra que sélo
existieron diferencias significativas (t = 2.23, gl = 59, P
< 0.05), para el colesterol con heparina de litio entre
sexos; los valores fueron mas altos en hembras que en
machos. Para los demas pardmetros no existen dife-
rencias significativas (P > 0.05) (Figura 3).

No hubo diferencias estadisticas significativas entre
clases de edad en los parametros quimicos analizados
(P >0.05) (Cuadro 3). En este analisis no se tomaron
muestras de cocodrilos de la clase I (menores de 50
cm de largo), ya que por su tamano y peso no se pudo

Cuadro 2

PRUEBA DE t PARA MUESTRAS PAREADAS DE GLUCOSA, COLESTEROL, CREATININA

Y ALT ENTRE TIPOS DE ANTICOAGULANTE: HEPARINA DE LITIO Y HEPARINA DE
SODIO EN C. moreletii EN CAMPECHE, MEXICO

PAIRED t TEST FOR GLUCOSE, CHOLESTEROL, CREATININE AND ALT WITH TWO
TYPES OF HEPARINS AS ANTICOAGULANT IN C. moreletii IN CAMPECHE, MEXICO

t daf P
Pair 1 Lithium glucose - Sodium glucose 236 56 815
Pair 2 Lithium cholesterol - Sodium cholesterol 581 56 563
Pair 3 Lithium creatinine - Sodium creatinine _ 861 56 393
Pair 4 Lithium ALT - Sodium ALT -2.951 56 .005
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Figura 1: Valores medios y error estandar de glucosa, colesterol, dcido trico y creatinina con dos tipos de anticoagulante de heparina en cocodri-

los de pantano C. moreletii en Campeche, México.

Figure 1: Mean and standard errors of glucose, cholesterol, uric acid and creatinine with two types of heparin as anticoagulant in Morelet’s

crocodiles (C. moreletii) in Campeche, Mexico.
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Figura 2: Valores medios y error estandar de glucosa, colesterol, dcido tirico y creatinina con dos tipos de anticoagulante de heparina entre coco-
drilos (C. moreletii) silvestres y en cautiverio en Campeche, México.

Figure 2: Mean and standard errors of glucose, cholesterol, uric acid and creatinine with two types of heparin as anticoagulant in wild and captive
Morelet’s crocodiles (C. moreletii) in Campeche, Mexico.
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similar results were obtained. In another research,
the effect of the heparin type (lithium and sodium
heparin) in the linfocyte proliferation in sea turtles
(Caretta caretta) was analyzed. The results suggest that
there are no significant differences between heparin
types."

Significant differences were found in the ALT
values of the crocodiles, with the higher values obtai-
ned using sodium heparin. This might be attributed
to hemolysis affecting the determination of ALT."® A
minimal hemolysis was observed during laboratory
analysis in some of the sodium heparin tubes. Howe-
ver, this is a subjective observation and further studies
are needed to reach reliable conclusions on the effect
of hemolysis and anticoagulant on plasma biochemi-
cals of reptiles.

Lithium heparin is the most commonly recom-
mended anticoagulant for the blood analysis of repti-

obtener una cantidad de sangre significativa para rea-
lizar las pruebas bioquimicas sanguineas correspon-
dientes (Cuadro 3).

El tipo de anticoagulante utilizado puede afectar
el tiempo de coagulacién y las concentraciones de los
valores sanguineos.” El manejo de la muestra también
es importante;'” por ejemplo, en los parametros de
ALT existe una variacién en sus concentraciones con
respecto al tiempo que transcurre entre la toma de
muestras y su andlisis, debiendo ser éste lo mds rapido
posible.” En este estudio se fue muy cuidadoso en
todo el proceso, tanto en los muestreos de cocodrilos
silvestres como en cautiverio, por lo que se considera
que este tipo de error no influy6 en la variacién de los
valores.

En la comparacién entre los dos tipos de anti-
coagulante utilizados no se encontraron diferencias
significativas en la mayoria de los parametros analiza-

Cuadro 3
ANALISIS DE VARIANZA DE UNA ViA (ANDEVA) PARA LAS VARIABLES
SELECCIONADAS DE BIOQUIMICA PLASMATICA ENTRE CLASES DE EDAD
(CLASES I, Il Y IV) EN C. moreletii EN CAMPECHE, MEXICO (* DIFERENCIAS
ESTADISTICAS SIGNIFICATIVAS CONSIDERADAS A P < 0.05)
ONE WAY ANALYSIS OF VARIANCE (ANOVA) FOR THE SELECTED VALUES
OF PLASMA BIOCHEMISTRY AMONG AGE CLASSES (I, Il AND 1V) OF C. moreletii

IN CAMPECHE, MEXICO (* STATISTICAL DIFFERENCES AT P < 0.05).

Parameter Sum of squares  df Mean F P

Lithium heparin

Glucose 604.768 2 302384 665 518
Cholesterol 27264.899 2 13632450 1.727 .187
Uric acid 7.124 2 3.562 496 612
Creatinine 727 2 364 315 731
ALT 913.376 2 456.688  3.132 .051

Sodium heparin

Glucose 2195.703 2 1097.852 2.562 .087
Cholesterol 22497.325 2 11248.663 1.281 .286
Uric acid 8.439 2 4.219 516 .600
Creatinine 160.028 2 80.014 .691 505
ALT 555918 2 277959 1.768 .180

Vet. Méx., 40 (2) 2009
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Figura 3: Media y error estandar en los valores de colesterol
con dos tipos de heparinas como anticoagulantes en machos
y hembras de C. moreletii, en Campeche, México.

Figure 3: Mean and standard error in the plasma biochemistry

| | | |
Cholesterol Cholesterol Cholesterol
lithium heparin sodium heparin lithium heparin

les."” However, according to self-experience, the avai-
lability of lithium heparin tubes might be problematic
in some regions of Latin America, such as the Yucatan
peninsula, where sodium heparin is readily obtained
from commercial human medical supply companies.
More studies with paired samples using these anti-
coagulants and their effect on other metabolites are
necessary in other species of reptiles. The results of
this study suggest that the use of sodium heparin and
lithium heparin does not affect the results of the selec-
ted plasma biochemistry parameters in both wild and
captive populations of Morelet’s crocodiles, therefore,
future studies can use either one of these anticoagu-
lants.
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