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DIFERENTES FLUIDOS CORPORAIS, INTERVALOS DE AMOSTRAGEM E 1 

EFEITO DO SEXO NA APLICAÇÃO DO MÉTODO DA ÁGUA DUPLAMENTE 2 

MARCADA EM GATOS 3 

RESUMO - O gasto energético diário (GED) de gatos tem sido estudado há algum tempo 4 

em gatos de laboratório, com ambiente, alimentação e massa corporal controlados. O 5 

metabolismo energético destes animais pode ser dividido em quatro compartimentos: taxa 6 

metabólica basal que soma o maior GED destes animais em torno de 60%, a atividade 7 

muscular voluntária contribuindo em torno de 30%, seguido do incremento calórico e 8 

termogênese adaptativa (10%). Nota-se que a atividade muscular voluntária contribui com 9 

porção considerável do GED destes animais, não devendo ser limitada, pois interfere 10 

diretamente no gasto energético. Estudos com animais em domicílio, com número 11 

representativo de grandes populações, que apresentam rotina de vida normal com 12 

protocolo prático e eficaz, de fácil aceitação pelos proprietários para mensurar GE, 13 

composição corporal (CC) e fluxo de água (FA) no estilo de vida habitual de gatos é 14 

importante para estudos nutricionais mais precisos. Método prático e eficaz para 15 

mensuração destes parâmetros, de fácil aplicação em domicílio e que não interfira no estilo 16 

de vida e atividade física dos animais é o método da água duplamente marcada que os 17 

mensura por meio do enriquecimento e decaimento de deutério (2H) e oxigênio 18 (18O) na 18 

água corporal. O objetivo do presente trabalho foi avaliar protocolo prático de tempos de 19 

coleta de enriquecimento (2, 4, 6, 7 e 8 horas) e decaimento (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 e 20 

20 dias), bem como os fluidos corporais alternativos saliva e urina, em comparação com o 21 

fluido padrão sangue para avaliação da concentração dos isótopos em gatos machos e 22 

fêmeas. No estudo do protocolo de tempos de coleta, verificou-se que o ponto máximo de 23 

enriquecimento foi às 5h (P<0,0001; R2=0,82) e que o decaimento foi linear (R2=0.99; 24 

P<0•0001), com resultados semelhantes para estimativa do GED em qualquer dia de 25 

coleta(P=0•999). Catorze gatos adultos, sete machos e sete fêmeas, castrados e 26 

saudáveis, tiveram sangue, saliva e urina coletados nos tempos basal, 5h, 7, 10 e 14 dias 27 

após aplicação de solução isotópica. O enriquecimento de 2H e 18O foi menor na urina 28 

(P<0.05), mas semelhante entre sangue e saliva. Já o decaimento não diferiu entre fluidos. 29 

Não houve efeito de fluído para as variáveis CC, GED e FA. O GED foi maior nos machos 30 

(78kcal/kg0,67/dia) do que nas fêmeas (63kcal/kg0,67/dia), sem diferenças entre sexos na 31 

composição corporal percentual. Na estatística Bland e Altman e Correlação de Pearson 32 

houve correlação entre o GED estimado com sangue e saliva (viés= 0,4; r=0,86; p<0,001), 33 

mas não entre sangue e urina (viés=-4,5; r=0,27; p=0,441). Concluiu-se que o fluido saliva 34 

viii 



11 
 

 

pode ser empregado em substituição ao fluido padrão sangue e, apesar de gatos machos 35 

e fêmeas terem apresentado composição corporal semelhantes, machos demonstraram 36 

maior gasto energético. 37 

PALAVRAS-CHAVE: oxigênio 18, deutério, gasto energético, composição corporal, gatos 38 

 39 

DIFFERENT BODY FLUIDS, SAMPLING INTERVALS AND THE EFFECT OF SEX 40 

ON THE APPLICATION OF THE DOUBLE LABELED WATER METHOD IN CATS 41 

ABSTRACT – The energy expenditure (EE) of cats has been studied for some time in 42 

laboratory cats, with controlled environment, feeding and body mass. The energy 43 

metabolism of these animals can be divided into four compartments: basal metabolic rate 44 

that sums the highest EE of these animals around 60%, voluntary muscle activity 45 

contributing around 30%, followed by caloric increment and adaptive thermogenesis (10%). 46 

It is noted that voluntary muscle activity contributes a considerable portion of the EE of these 47 

animals, and should not be limited, as it directly interferes with energy expenditure. Studies 48 

with animals at home, with a representative number of large populations, that present normal 49 

life routine with a practical and efficient protocol, easily accepted by the owners to measure 50 

EE, body composition (BC) and water turnover (WT) in lifestyle of cats is important for more 51 

accurate nutritional studies. A practical and effective method for measuring these 52 

parameters, which is easy to apply at home and does not interfere with the animals' lifestyle 53 

and physical activity, is the double labeled water method that measures them through the 54 

enrichment and decay of deuterium (2H) and oxygen 18 (18O) in body water. The aim of the 55 

present study was to evaluate the practical protocol of enrichment collection times (2, 4, 6, 56 

7 and 8 hours) and decay (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 and 20 days ) as well as alternative 57 

body fluids saliva and urine compared to blood for assessing the concentration of isotopes 58 

in male and female cats. In the study of the collection time protocol, it was verified that the 59 

maximum point of enrichment was at 5h (P<0.0001; R2 = 0.82) and that the decay was linear 60 

(R2=0.99; P<0.0001), with similar results for EE estimation on any day of collection 61 

(P=0.999). Fourteen adult cats, seven males and seven females, castrated and healthy, had 62 

blood, saliva and urine collected at baseline, 5h, 7, 10 and 14 days after application of 63 

isotope solution. The enrichment of 2H and 18O was lower in urine (P<0.05), but similar 64 

between blood and saliva. The decay did not differ between fluids. There was no fluid effect 65 

for the BC, EE and WT variables. EE was higher in males (78 kcal/kg0.67/day) than in females 66 

(63 kcal/kg0.67/day), with no differences between sexes in the percentage body composition. 67 

In Bland and Altman and Pearson correlation, there was a correlation between estimated 68 

ix 
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EE with blood and saliva (bias=0.4, r=0.86, P<0.001), but not difference between blood and 69 

urine (bias=-4.5, r=0.27, P=0.441). It was concluded that saliva fluid can be used instead of 70 

standard blood fluid, and although male and female cats showed similar body composition, 71 

males showed different energy expenditure. 72 

KEY WORDS: oxygen 18, deuterium, energy expenditure, body composition, cats 73 

 74 

 75 
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 77 

 78 

 79 

 80 

 81 

 82 
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 84 

 85 

 86 
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CAPÍTULO 1 – CONSIDERAÇÕES GERAIS  87 

Introdução e revisão de literatura 88 

 89 

A palavra isótopo vem do grego ISO, que significa mesmo ou igual e TOPOS 90 

caracterizando lugar, referindo-se à mesma posição na tabela periódica. Isótopos são 91 

átomos de um mesmo elemento químico que apresentam a mesma propriedade química, 92 

porém diferentes propriedades físicas (DUCATTI, 2011). Cada átomo é composto por um 93 

núcleo cercado por elétrons (e-) com carga negativa, e o núcleo apresenta prótons (Z) com 94 

carga positiva e nêutrons (N) que não tem carga. Os isótopos de um mesmo elemento 95 

químico diferem somente no número de nêutrons (DAWSON e BROOKS, 2001). Quanto 96 

maior o número de nêutrons de um isótopo mais radioativo ele se apresenta. A estabilidade 97 

de um isótopo o caracteriza como inócuo ao ambiente e não prejudicial à saúde, 98 

diferentemente de isótopo instável ou radioisotópico, que apresenta potencial radioativo 99 

nocivo (DUCATTI, 2007).  100 

Os isótopos estáveis são utilizados em inúmeras áreas da ciência, inicialmente 101 

empregados na geologia e arqueologia, se difundiram para as áreas biológicas e ecológicas 102 

(DUCATTI, 2011). São considerados atualmente padrão ouro para a avaliação da taxa 103 

metabólica e composição corporal em seres humanos e animais. São empregados, 104 

também, em avaliações metabólicas de animais de vida livre, pela sua característica não 105 

invasiva (GUIDOTTI, 2013). Os isótopos de maior interesse nas áreas biológicas são o 106 

carbono, hidrogênio, oxigênio, nitrogênio e enxofre, átomos que fazem parte da estrutura 107 

de carboidratos, proteínas, aminoácidos, lipídios e ácidos nucléicos (DNA e RNA) corporais 108 

(DUCATTI, 2011).  109 

O método da água duplamente marcada (DLW) foi alternativa proposta por Lifson 110 

em 1955. A base do método é acompanhar o declínio do enriquecimento dos isótopos 111 

estáveis não radioativos de oxigênio (18O) e hidrogênio (deutério, 2H), no pool de água 112 

corporal. De início se quantifica a água corporal total, injetando-se quantidade conhecida 113 

dos isótopos e na sequência se acompanha seu declínio nos fluidos corporais. O princípio 114 

do método é que o 18O é perdido do corpo em forma de água e dióxido de carbono (CO2), 115 

enquanto o 2H é perdido somente na forma de água (PARK et al., 2014; BELLISLE, 2001). 116 

De acordo com Ballevre et al., (1994), a diferença do desaparecimento de ambos reflete a 117 

produção de CO2 pelo organismo durante o período, resultado da oxidação de gorduras, 118 

carboidratos e proteínas. A partir dos dados de produção de CO2 pode-se conhecer o gasto 119 

energético do animal no período. Além disso, o método também mensura a entrada de água 120 
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(ingestão + síntese metabólica) e a composição corporal (água, massa magra e massa 121 

gorda) (SCHIERBEEK et al, 2009).  122 

O método da água duplamente marcada já é consolidado em seres humanos e 123 

animais, tendo sido empregado em diversas fases do ciclo de vida, como neonatos, 124 

gestantes, lactantes, adultos e idosos e mesmo em situações de doenças (PFRIMER et al., 125 

2014; RAVELLI et al., 2014; WONG et al., 2014; SCHIERBEEK et al., 2009; SPEAKMAN & 126 

KRÓL, 2005). O fluido corporal usual para este método é o sangue, porém saliva e urina, 127 

ou mesmo determinação dos isótopos nos gases expirados (CZIMADI et al, 2014; 128 

FERRIOLLI et al., 2010; SCHIERBEEK et al, 2009; SCHOELER & SANTEN, 1982) foram 129 

avaliados. Períodos de coleta de 2, 4, 8 e 10 horas; 2, 4, 6, 7, 10, 14 ou 20 dias e planos 130 

de amostragem com 2, 4 ou 5 pontos ao longo do período já foram adotados (GEMMING, 131 

2015; BUTTE, 2014; BERMINGHAM et al., 2013). Apesar destas variações em relação ao 132 

número e momentos de coleta, concentração dos isótopos na solução a ser inoculada e 133 

dose inoculada nos animais, este vem permitindo avanços importantes no estudo do 134 

metabolismo energético de cães e gatos. (CENTER et al, 2011; JEUSETTE et al, 2010; 135 

AHLSTROM et al, 2006; POUTEAU et al, 2002; MARTIN et al, 2001). Nos estudos de 136 

Schierbeek (2009), por exemplo, foram coletadas tanto amostras de urina como de saliva 137 

de crianças com paralisia cerebral grave com o intuito de validar o método da água 138 

duplamente marcada nessas amostras biológicas. Ambos mostraram declínio linear e boa 139 

correlação entre si. 140 

O método da água duplamente marcada também já vem sendo utilizado em cães e 141 

gatos. O primeiro estudo que avaliou esta proposta foi o de Ballevre et al (1994). Embora 142 

ainda existam variações metodológicas em relação ao número e momentos de coleta, 143 

concentração dos isótopos na solução a ser inoculada e dose inoculada nos animais, este 144 

vem permitindo avanços importantes no estudo do metabolismo energético de cães e gatos 145 

(POUTEAU et al., 2002). Em alguns estudos publicados com animais, os isótopos naturais 146 

foram dosados em amostras de sangue venoso e urina (CENTER et al., 2011; JEUSETTE 147 

et al., 2010; AHLSTROM et al., 2006; MARTIN et al., 2001; BERMINGHAM et al., 2013). 148 

Outros métodos clássicos de calorimetria indireta, como a respirometria, não 149 

estimam o gasto energético de animais de vida livre, pois requerem o confinamento em 150 

câmara respirométrica. Os gases expirados são medidos por equipamentos especializados, 151 

sendo menos prático. A restrição da atividade física é o maior inconveniente, pois o gasto 152 

com atividade muscular voluntária soma importante fração do gasto diário de energia dos 153 
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gatos (NRC, 2006). Segundo o NRC, 2006 o gasto energético é composto por quatro 154 

componentes:  155 

1) Taxa metabólica basal: gasto energético referente ao metabolismo de repouso, 156 

representa 60% a 75% do gasto diário total. Inclui a energia gasta pelo organismo para 157 

manter suas funções vitais, entre elas o funcionamento dos sistemas cardiovascular, 158 

respiratório, gradientes elétricos de membranas em animais em jejum. É afetado pelo status 159 

hormonal, sistema nervoso autônomo, composição e superfície corporal, status nutricional 160 

e idade;  161 

2) Atividade Muscular Voluntária: inclui 30% do gasto diário, varia com o peso e 162 

tamanho do animal, grau, duração e intensidade do exercício físico;  163 

3) Incremento calórico ou termogênese induzida pelo alimento: representa 164 

aproximadamente 10% do gasto energético, correspondente ao efeito térmico dos 165 

alimentos, representando a energia perdida na digestão, absorção, transporte, 166 

transformação, assimilação e/ou armazenamento dos nutrientes. Esta varia de acordo com 167 

o substrato consumido (composição nutricional da ração); 168 

4) Termogênese adaptativa: inclui perdas adicionais não obrigatórias decorrentes de 169 

mudanças ambientais, alteração no consumo de alimentos e decorrentes de stress, ou seja, 170 

ação dinâmica adaptativa. 171 

A forma mais simples de se determinar a necessidade energética de manutenção de 172 

um animal é pela mensuração do consumo de um alimento (com base em energia 173 

biodisponível), em quantidade suficiente para manutenção do peso corporal estável. No 174 

entanto, esta é pouco precisa e não informa a participação dos diferentes substratos 175 

(proteína, gordura e carboidratos) no gasto energético do animal (LIGHTON et al, 2008). 176 

Dentre as alternativas disponíveis, avaliar o gasto energético por calorimetria indireta por 177 

respirometria é a forma mais tradicional e difundida (WEIR, 1949). Com o animal em uma 178 

câmara de respirometria mensura-se o volume consumido de oxigênio, volume produzido 179 

de gás carbônico e a eliminação de resíduos nitrogenados pela urina. Com estes fatores é 180 

possível se determinar o gasto energético e a oxidação relativa dos diferentes substratos 181 

(proteína, gordura e carboidratos). Os diferentes substratos energéticos, (carboidratos, 182 

proteínas e gorduras) consomem diferentes quantidades de oxigênio e produzem diferentes 183 

quantidades de gás carbônico no seu metabolismo. Contudo, a necessidade de 184 

equipamentos específicos e de controle da interferência de fatores externos, mantendo-se 185 

o animal confinado a uma câmara de respirometria, torna sua execução restrita. O método 186 
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da água duplamente marcada oferece vantagens em relação à respirometria, por não exige 187 

equipamentos específicos e o animal é mantido em sua condição usual de vida, permitindo 188 

se incluir a atividade muscular voluntária na estimativa do gasto energético, já que o animal 189 

é avaliado em condição de liberdade, em seu domicílio. 190 

 O aprimoramento do método da água duplamente marcada, principalmente 191 

com vistas ao desenvolvimento de alternativas utilizando amostras de diferentes fluidos 192 

biológicos, pode ampliar as possibilidades de estudos sobre o gasto energético, 193 

metabolismo da água e composição corporal de gatos domiciliados. Se viável o estudo em 194 

amostras de saliva e urina, com resultados com a mesma acurácia e precisão que a tomada 195 

de amostras de sangue, poderão se abrir outras possibilidades de pesquisa, em condições 196 

mais próximas a realidade de vida de um animal alojado na casa de seu proprietário. Os 197 

estudos poderão ser conduzidos em populações maiores, sem restrição das atividades 198 

diárias em domicílio, obterem mais facilmente a concordância dos proprietários pelas 199 

coletas apresentarem-se menos invasivas e, desta forma, aperfeiçoar-se ferramenta que 200 

venha a contribuir para a melhor compreensão do metabolismo e necessidades energéticas 201 

de gatos. 202 
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Conclusão  

Todos os pontos de enriquecimento e decaimento estudados resultaram em 

estimativas semelhantes do gasto energético diário, podendo ser empregados no estudo do 

metabolismo de energia e água de gatos. O fluido saliva pode ser empregado em substituição ao 

fluido padrão sangue, tanto para se estabelecer o enriquecimento como o decaimento dos isótopos. 

O fluído urina não se mostrou confiável para o estabelecimento do enriquecimento isotópico, 

mas é alternativa para a determinação do decaimento. Apesar de gatos machos e fêmeas terem 

apresentado composição corporal semelhantes, machos demonstraram maior gasto energético, 

tanto em relação ao peso corporal como massa corporal magra. 
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