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Resumo: O método da dgua duplamente marcada (ADM) acompanha o declinio dos isétopos deutério (2H) e oxigénio 18 (18
O) no pool de &gua corporal (AC), estimando-se composi¢do corporal (CC), gasto energético diario (GED) e fluxo de agua
(FA). Comparou-se soro e urina para aplicagdo do método da ADM em cées adultos ou idosos. Ap6s aplicagdo dos isétopos,
col etou-se sangue por venopuncgao e urina por micgdo espontanea em caes adultos (n=10) ou idosos (n=8), analisados por
espectometria de massa. Foram avaliados o enriquecimento e decaimento dos isdtopos na AC para estimativade CC, GED e
FA. Regresséo linear foi aplicada para cinética dos isc')topgs nos:;L f8Iuidos e ANOVA em esquemafatorial 2 x 3 para efeitos de
idade, tratamentos e interagcdo (P<0,05). Cinéticas de “H e ~~O foram lineares para fluidos e idades (P<0,01), mas o
enrigquecimento tardio na urina (12h) comprometeu a incorporacéo dos isétopos neste fluido com estimativas de CC e GED
distintas ao soro (P>0,05). Ao estimar os resultados das variaveis com o enriquecimento dos isétopos no soro e demais pontos
na urina, os valores foram semelhantes ao soro (P>0,05). Cées idosos apresentaram sarcopenia e maior massa gorda
comparado aos adultos (P<0,05). Substituicdo do enriquecimento da urina por soro é uma alternativa para aplicacdo da ADM.
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APPLICATION OF THE DOUBLY LABELED WATER METHOD IN SENIOR OR ADULT
DOGSUSING SERUM AND URINE SAMPLES

Abstract: The doubly labeled water (DLW) method tracks the decline of deuterium (2H) and oxygen-18 (180) isotopesin
the body water pool (BWp), estimating body composition (BC), daily energy expenditure (DEE), and water flux (WF). Serum
and urine were compared for application of the DLW method in adult or elderly dogs. After application of the isotopes, blood
was collected by venipuncture and urine by spontaneous urination in adult (n=10) or elderly (n=8) dogs, analyzed by mass
spectrometry. The enrichment and decay of isotopes in the BWp were evaluated to estimate BC, DEE, and WF. Linear
regression was applied for isotope Ki neticszi nfl uidi §\nd ANOVA ina2 x 3factorial scheme for the effects of age, treatments,
and interaction (P<0.05). The kinetics of “H and =~ O were linear for fluids and ages (P<0.01), but late enrichment in urine
(12h) compromised the incorporation of isotopes in this fluid with BC and DEE estimates different from serum (P>0.05).
When estimating the results of the variables with isotope enrichment in serum and other points in urine, the values were
similar to serum (P>0.05). Older dogs had sarcopenia and greater fat mass compared to adults (P<0.05). Replacing urine
enrichment with serum is an alternative for DLW application.
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Introducédo: O envelhecimento € um processo progressivo e irreversivel, marcado pela diminuicdo do metabolismo e de
massa magra (MM), definido como sarcopenia (Saker, 2021). Métodos praticos aplicaveis a campo para reconhecer esses
processos apresentam maior adesdo pelos responsaveis de caes em estudos fisiol 6gicos e nutricionais. O método da ADM é
considerado padréo-ouro para a avaliacdo dataxa me%abél i lc e composicao corporal em animais (Speakman e Krdl, 2005).
Consiste Je_én acompanhar o declinio dos is6topos de “H e ~~O_no pool de AC. Dessa forma, estima-se MM e massa gorda
(MG). O ~~0 perdido em didxido de carbono (CO2) e dguae o “H perdido apenaaem agua, refletem a producdo de CO2 pelo
organismo, sendo possivel estimar o GED. Ainda, ao se calcular ameiavida de “H, o FA pode ser determinado (Park et al.,
2014). Os fluidos soro e urina foram comparados para a cinética dos isdtopos e para as variaveis estimadas do método da
ADM em c8es adultos ou idosos.

Material e Métodos: O estudo seguiu delineamento inteiramente casualizado, com duracdo de 30 dias, em cédes adultos
(n=10; 3,5+1,0 anos; 11,4+1,8 kg) ou idosos (n=8; 13,3+2,2 %nos; 12,8+1,3 kg; CEL{@ 9537/18) apds a aplicagdo subcuténea
dos isétopos em jejum hidrico e alimentar dos cées (0,12g “H a 99,9 atm% e 2g ~~0 a 99,9 atm% por kg de AC; Sercon
Limited, UK). Foram colhidas amostras de sangue por venopungéo nos tempos basal, 2h, 2, 4 e 15 dias ap0s a aplicacéo, e
amostras de urina foram coletadas por micgéo esponténea em gaiola metabdlica nos tempos basal, entre 3 € 24 horas e, 2 e 4
dias apos a aplicacdo. As concentragOes de isotopos foram analisadas por espectometria de massa por determinagdo darazéo
isotopica (Ferriolli et al., 2008), definindo-se a cinética dos isdtopos na AC (Schoeller et al., 1996). Foram estimados MM,
MG, GED e FA (Ferriolli et al., 2008; Goloni et al., 2020). Aplicou-se regressao linear para determinacéo da cinética dos
isotopos nos fluidos. Os efeitos de idade e fluido foram submetidos a andlise de variancia em esquema fatorial 2 idades
(adultos e idosos) e 3 tratamentos — soro, urina e, um terceiro tratamento com o enrigquecimento dos isétopos pelo soro e,
is6topos nos tempos basal e decaimento pela urina. Foram considerados os efeitos de idade, tratamento e interacdo idade x
tratamento, totalizando 6 grupos experimentais. Quando significancia foram obtidas no teste F, as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey (P<0,05 significativo).

Resultado e Discussdo: As cinéticas de 2H e 18O foram lineares para os fluidos e idades (P<0,01; Figura 1), mas o tempo de
enriguecimento parzia uriaafoi tardio (12 ilg h; s%ro: 2,4+ 0,2 h), oque compron%eteu %comportamento Tgs isé&opos no
fluido para adultos (“H, R® = 0,22; P=0,01; ~~O, R = 0,33; P<0,01; n=8) eidosos (“H, R” = 0,56; P<0,01; =0, R* =0,74;



P<0,01; n=9; Figura 1). Para acuréacia do método da ADM, até 6 horas de enriquecimento dos isétopos no fluido é indicado
(Speakman e Krél, 2005). Com isso, 02tempo de coleta para a incorporagao dos isétopos na urina ultrapassou o
(igriqueci mento maximo no pool de AC de “H (250 + 30 ppm) comparado ao soro (278 + 12 ppm; P<0,01), assim como para

O (P<0,01), promovendo resultados de MM e GED superestimadas e, subestimando-se a MG quando comparado ao soro
(P<0,05; Tabela 1). No entanto, a analise dos isétopos nos pontos de decaimento na urinafoi semelhante ao do soro (P>0,05)
e, quando aplicados a ADM com soro para enriquecimento e demais tempos para a urina, os resultados foram semelhantes ao
do soro (P>0,05; Tabela 1), assim como descrito para gatos (Goloni et al., 2020). Cées idosos apresentaram menor MM (78 +
1,2%) e maior MG (21,2 + 1,2%) comparado aos cdes adultos (MM: 88 £ 1,2%; MG: 12 + 1,2%; P<0,05), mas com mesmo
GED (P=0,23; Tabela 1). O uso de diuréticos pelos animais idosos (n=5) como terapia de doenca valvar mixomatosa pode ter
interfe |% nas estimativas de FA, com valor superior comparado ao de cées adultos (Idosos: 114 + 6,5; Adultos 91 + 5,9

mL/kg™ " ~/dia; P=0,02).
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Figura 1. Cinética de deutério (*H) e oxigénio 18 ("™0) no soro e na wrina de cdes
adultos e idosos. LM logaritmo natral. A, “H: v = -0,0746x - 5914 R = 0,84,
P=001; 00y = 0,1042x - 5.86356; BT = 084, P<0,01 (n=9) B, "H: y = -0,0868x -
6,0112; R? = 0,76; P<0,01; '"0: v = -0,1185x - 5,9708; B = 0,80; P<(.,01 (n=10); C,
H: y = -0,0047x - 5,9461; R = 0.22; P=0,01; "0: y = -0,1243x - 5.886; ]® = 0,33;
P<0,01 (n=8); D, *H: y = -0,0952x — 5,9994; R* = (,56; P=0,01; "0: y = -0,1333x -
39431 B=0.74; P<0,01 (n=9).

Tabela 1. Massa magra, massa gorda, gasto energético diario e fluxoe de dgua de cdes
. £ & Fi ! :
adultos ou idosos caleulados com *H ou "0 para os fluidos soro, urina e, soro e urina.

: Soro e == IP valor

— SE00 L Urina e i Idude I'utomento
AT,
Adulto 86,05 9350 28532 87.92 1.20
Idoso 77.59 83,25 721 78,73 1.26
Mlédia 81,80 go.11v 81,260 1.07 =000 ] 0,002
M7 %)
Adulta 13,895 6,50 14,68 1208 1.20
Idoso 2242 16,75 22,79 21,25 1.26
Mlédin 18,18 14, 800 18,74 1.07 20,00 ] 0,001
Crasto enevgdtico (Kealkg” Fid)
Adulto 10k .38 14216 T3, 82 108,68 11,55
Idoso 100,652 13549 96 86 113,79 541
Meédia 105 50k 1 3% 050 86,220 7.07 0,237 0,024
Flauvo e ague inlg™ s
Adulto BR.54 76,44 [JUURATH 018 .40
libaso 110,15 L1106 121,10 114,30 G.51
Mlédia 100,25 9] ,82 | 16,68 .80 0021 0,174

'EPM = Erro Padriio da Média.
* P valor = Nio verificado interacio entre idade * tratamento (P=0,03).

Conclusio: Céaesidosos apresentaram sarcopeniae FA maior do que em adultos. O momento em horas da col eta de urina por
micgdo esponténea ultrapassou o tempo de incorporacdo méxima dos isotopos na gua corporal. Ao substituir apenas este
ponto pelas andlises no soro e demais mantidos pela urina, estimativas de condi¢do corporal, GED e FA foram acuradas,
tornando o método mais aplicavel em estudos a campo.
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