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The erythropoietin (EPO) is a glicoproteic grow factor synthesized by the adjacent cells
in the proximal renal tubes and controlled by feedback mechanism that involve the tension
of tissular oxygen. In the presence of low tension of arterial oxygen, the production of EPO
increases and it causes a major production of erythrocytes in the marrowbone. Due to poor
knowledge of the serum concentration of erythropoietin in equines and the absence of in-
formation about the differences between age and gender, the aim of this study was to com-
pare the serum concentration of erythropoietin in Arabian horses, clinically healthy with
different age and gender. A total of 31 horses were used from 6 to 12 months old (young)
and over 24 months old (adult), 13 males (six young and seven adult) and 18 females (ei-
ght young and ten adult) clinically healthy. Blood samples were collected from jugular vein
using a vacuntainer with blood clot gel activator and the serum was separated by centri-
fugation and stored until the time of processing. The EPO serum concentration was mea-
sured by radioimmunoassay method (RIA) using a commercial kit (EPO Trac TM!#[ RIA,
Diagnostic Systems Laboratories, Webster, Texas, USA). For statistical analysis of data were
used the Student t test at 5% level of significance (P<0.05). It was not observed any statistic
differences (P<0.05) between the sex and age of the animals from 6 to 12 months old and
over of 24 months. We concluded that the concentration of the EPO in Arabian equines is
independent of the sex and age, and can be used as reference values however it is very im-
portant and necessary to obtain references values for each laboratory.

INDEX TERMS: Erythropoietin, Arabian, horses.

RESUMO.- A EPO é um fator de crescimento glicoprotéico
sintetizado pelas células adjacentes aos tiibulos proximais
renais regulada via mecanismo de “feed back” envolvendo
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a tensdo de oxigénio tissular. Na baixa tensdo de oxigénio
arterial, a producao de EPO aumenta causando uma maior
producio de eritrécitos na medula 6ssea. Devido ao pouco
conhecimento da concentracdo de EPO sérica em equinos e
a auséncia de trabalhos sobre o efeito da idade e sexo sobre
a sua concentrag¢do o trabalho teve como objetivo compa-
rar a concentracdo sérica de eritropoietina em equinos da
raca Arabe de sexos e idades diferentes. Foram utilizados
31 equinos da raga Arabe, com idades de seis a 12 meses
(jovens) e acima de 24 meses (adultos), sendo 13 machos
(seis jovens e sete adultos) e 18 fémeas (oito jovens e 10
adultas), clinicamente sadios. As amostras de sangue foram
colhidas por venipuncgio jugular e o soro armazenado até
o momento do processamento. A concentracdo sérica de
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eritropoetina foi determinada pelo método de radioimuno-
ensaio (RIA) utilizando kit comercial (EPO Trac TM!#] RIA,
Diagnostic Systems Laboratories, Webster, Texas, USA).
Para andlise estatistica dos dados utilizou-se o Teste t de
Student ao nivel de 5% de significancia (P<0,05). Nao fo-
ram observadas diferencgas significativas (P<0,05) quando
se compararam os animais divididos entre sexos e as ida-
des de seis a 12 meses (jovens) e acima de 24 meses (adul-
tos). Conclui-se que a concentracdo de eritropoietina em
equinos da raca Arabe independe do sexo e idade, e pode
ser utilizada como valores de referéncia, porém ressalta-
-se anecessidade da obtencdo de valores de referéncia para
cada laboratorio.

TERMOS DE INDEXACAO: Eritropoietina, equinos, Arabe.

INTRODUCAO

A massa eritrocitaria é continuamente alterada de acordo
com a sua func¢do carreadora de oxigénio por um hormo-
nio conhecido como eritropoetina (EPO) (Erslev 1991,
D’Acunto et al. 2001). A EPO é um fator de crescimento gli-
coprotéico sintetizado pelas células adjacentes aos tubulos
proximais renais (Erslev 1991, Geor & Weiss 1993, Sou-
illard et al. 19964, Piercy et al. 1998) regulada via mecanis-
mo de “feed back” envolvendo a tensao de oxigénio tissular.
Na baixa tensdo de oxigénio arterial, a producdo de EPO
aumenta causando uma maior producdo de eritrocitos na
medula 6ssea. O resultado é uma melhora no suprimento
de oxigénio para os tecidos e posteriormente uma diminui-
¢do na produgdo da EPO (Lappin & Maxwell 1997, McKe-
ever et al. 2006). A EPO é o principal fator de regulagio
da proliferacao das células progenitoras eritréides (Geor &
Weisss 1993, Scarth et al. 2011) e exerce seu efeito sobre as
células alvo da medula dssea pela interagdo com receptores
especificos na superficie celular. Na medula 6ssea, a EPO
age sobre o compartimento de células progenitoras conhe-
cido como células formadoras de colonia eritréide (CFU-E),
multiplicando o nimero de células (Adamson 1996) e pro-
movendo o seu desenvolvimento para eritrécitos maduros
(Erslev 1991). Segundo Kearns et al. (2001) a sequéncia de
aminoacidos da EPO permanece preservada entre os ma-
miferos, permitindo que anticorpos designados a determi-
nacdo de EPO para pesquisas em humanos possam também
ser utilizadas em outras espécies animais. Devido a escas-
sez de trabalhos cientificos sobre a concentracgio sérica de
eritropoietina em equinos e a auséncia de informagdes so-
bre as diferencas entre idades e sexo, o objetivo do trabalho
foi comparar as concentragdes séricas de eritropoetina em
equinos da raca Arabe de sexo e idades diferentes.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido no Laboratério Clinico Veterinario
“Aguemi Kohayagawa”, Laboratério de Endocrinologia do Hospi-
tal Veterinario, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Unesp, Campus de Botucatu, SP, e no Laboratdrio de Farmacologia
do Instituto de Biociéncias da Unesp, Botucatu, SP. Foram utiliza-
dos 31 equinos da raca Arabe, com idades de 6-12 meses (jovens)
e acima de 24 meses (adultos), sendo 13 machos (seis jovens e
sete adultos) e 18 fémeas (oito jovens e 10 adultas), clinicamente
sadios. Os animais eram mantidos em regime semi-intensivo com
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periodos de exercicio leves diarios. A alimentag¢do constituiu-se a
base de feno de coast-cross (Cynodon dactylon) e ragdo comercial
concentrada, sal mineral e 4gua a vontade. Os animais foram va-
cinados e vermifugados de acordo com o protocolo determinado
para a propriedade. Foram colhidas amostras de 10mL de sangue
por venipunc¢do jugular em tubos de colheita a vacuo com gel
ativador de coagulo (Vacutainer, Becton & Dickinson, England) e
centrifugados a 1000g para a obtengdo do soro. As amostras de
soro foram acondicionadas a temperatura de -20°C até o momen-
to do processamento. A concentragao sérica de eritropoetina foi
determinada pelo método de radioimunoensaio (RIA) utilizando-
-se kit comercial (EPO Trac TM'?°I RIA, Diagnostic Systems Labo-
ratories, Inc.) e a leitura realizada em contador gama (Cobra™ II
Auto-Gamma, Packard Instrument Company, Meriden). Para ana-
lise estatistica dos dados utilizou-se o Teste t de Student ao nivel
de 5% de significancia (P<0,05) (Curi 1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A fisiologia dos eritrocitos nos equinos é unica quando
comparada a outras espécies animais. Eritrocitos imaturos
contendo RNA (reticuldcitos) sdo normalmente produzidos
na medula 6ssea de equinos, mas nao sao liberados durante
ahomeostase ou nos casos de anemia leve a moderada (Co-
opers et al. 2005). Nao foram observadas diferencas signifi-
cativas (P<0,05) quando se comparou os animais divididos
entre sexos e as idades de 6-12 meses (jovens) e acima de
24 meses (adultos) (Quadro 1). De acordo com Jaussaud et
al. (1994) os valores plasmaticos de EPO em 104 equinos
clinicamente sadios, sendo 70 animais de corrida e 34 de
esporte de ambos os sexos determinados pela técnica de

Quadro 1. Concentracio sérica de eritropoietina (mUI/mL)
em equinos da raca Arabe machos e fémeas com idades de
6-12 meses (jovens) e acima de 24 meses (adultos)

Categorias EPO (mUI/mL)
Independente de idade Macho 5,192+ 2,29
Fémea 5,872+ 2,68
Independente de sexo Jovens (6-12 meses) 5,36+ 1,96
Adultos (>24meses) 5,77+ 2,93
Dependente de sexo e idade Machos
Jovens (6-12 meses) 5,442 + 2,37
Adultos (>24 meses) 4,97+ 2,39
Fémeas
Jovens (6-12 mess) 5,302+ 1,76
Adultas (>24 meses) 6,34° + 3,25

2Para letras iguais ndo ha diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos.
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Fig.1. Distribui¢do da concentragdo de eritropoietina sérica (mUl/
mL) de 31 equinos da raga Arabe machos e fémeas com idades

de 6-12 meses (jovens) e acima de 24 meses (adultos).
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radioimunoensaio foram 3,6+2,3mUI/mL, sendo que 65%
das concentra¢des mensuradas encontravam-se entre 1,0 e
4,0mUI/mL, e 98% entre 0,0 e 9,0mUIl/mL. A média dos va-
lores encontrados independentes de sexos e idades (Qua-
dro 1 e Fig.1) foram superiores aos obtidos por Jaussaud
et al. (1994), porém concordam com a observacdo de que
a maioria dos animais (93%) permaneceram entre as con-
centracdes de 0,0 e 9,0mUI/mL. Em estudos realizados por
Garcia et al. (1982) e Rhyner et al. (1989) ndo foram obser-
vadas diferencas significativas entre sexos para as concen-
tracdes séricas de eritropoetina em humanos determina-
dos pelo método de radioimunoensaio. McKeever (2002)
relatou que o exercicio agudo ndo estimula a elevacao plas-
matica da concentragdo de EPO em equinos nem em huma-
nos. E que a altitude causa uma elevagio transitéria na EPO
plasmatica em equinos e humanos, entretanto em equinos
0 aumento ocorreu somente durante as trés primeiras ho-
ras do primeiro dia a 3800 metros de altitude (Wickler et
al. 2000). McKeever (2002) concluiu que os equinos pos-
suem uma habilidade inata para tolerar altera¢des agudas
induzidas pelo exercicio e altitude. Posteriormente, McKee-
ver etal. (2010) observaram que a exposicao dos equinos a
altas altitudes aumentou a concentragao de EPO em 387%
no primeiro dia. No entanto, 12 h mais tarde no segundo
dia a EPO retornou aos valores normais pré-altitude. A con-
centracdo de EPO nos equinos nio se alterou apos oito dias
em altas altitudes nem dois dias apds ter retornado ao nivel
do mar. Além disso, ndo houve alteracdo da concentragdo
de EPO em resposta ao exercicio agudo ao nivel do mar ou
a altitude de 3800 metros. A eritropoietina recombinan-
te humana (rhEPO) é comercializada para a utilizagdo no
tratamento da anemia, mas também tem sido utilizada em
humanos e animais de esporte devido aos seus efeitos no
aumento da resisténcia fisica (Reichel & Gmeiner 2010).
Segundo Guan et al. (2008) devido a capacidade da eritro-
poetina em estimular a produgdo de eritrdcitos tem sido
utilizada nos humanos e animais de esporte como doping
sanguineo (“blood dopping”). Porém, a administragio de
rhEPO em equinos esta associada com o desenvolvimen-
to de anemia ndo regenerativa e morte, como relatada por
Piercy et al. (1998) e Woods et al. (1997). A anemia fatal
imunomediada ocorre devido a produc¢ido de anticorpos
contra a EPO enddgena equina (McKeever et al. 2006). A
anemia foi detectada em oito de 14 equinos que receberam
rhEPO, sendo que cinco animais vieram a 6bito. O risco do
desenvolvimento de aplasia medular ap6s a administracdo
de rhEPO é baixo, porém a rhEPO administrada repetida-
mente aumenta muito o risco do desenvolvimento de ane-
mia arregenerativa e morte. A anemia foi detectada entre
duas semanas e quatro meses apés a administracao da ul-
tima dose de rhEPO (Schwarzwald & Hinchcliff 2004). De
acordo com Souillard et al. (1996b) apés uma tnica admi-
nistracdo subcutanea de rHuEpo humana em equinos ndo
houve alteragdo nos valores hematolégicos, porém mul-
tiplas e altas doses causaram alteracdes no eritrograma.
Wen et al. (1993) sequenciou a eritropoietina em diversas
espécies animais incluindo macaco Rhesus, rato, suino,
ovino, cdo e gato e encontraram estrutura semelhante da
EPO entre as espécies de mamiferos, tanto na sequéncia

de aminoacidos como no cDNA. A EPO humana é 91% ho-
mologa a do macaco, 85% com a do gato e do cdo, e 80 a
82% em outras espécies. Embora a sequéncia completa de
aminoacidos da EPO equina nio seja totalmente conhecida,
existe aproximadamente 80% de semelhangas com a EPO
humana. Em estudo realizado por Kearns et al. (2001) foi
demonstrada reatividade cruzada entre os anticorpos anti-
-EPO humana e a EPO equina, permitindo que anticorpos
designados para a determinac¢do de EPO para pesquisas em
humanos possam ser usados em outras espécies animais.
As dosagens de EPO podem ser realizadas por técnicas de
radioimunoensaio, porém outros testes como ELISA foram
desenvolvidos para deteccdo rapida de rhEPO no plasma
ou urina de equinos (Guan et al. 2008). A rhEPO também
pode ser determinada pela cromatografia liquida acopla-
da a espectrometria de massa (LC-MS/MS) (Scarth et al.
2011). Mais recentemente, o método de micro-cromatogra-
fia WGA MAIIA foi desenvolvido para deteccdo de agentes
estimulantes da eritropoiese na urina e plasma de equinos
(Lonnberg et al. 2012).

CONCLUSAO

Concluimos que a concentracdo de eritropoietina em equi-
nos da raca Arabe independe do sexo e idade e pode ser
utilizada como valores de referéncia, porém, ressalta-se
a necessidade da obtencdo de valores de referéncia para
cada laboratorio.
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