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DIFERENTES FLUIDOS CORPORAIS, INTERVALOS DE AMOSTRAGEM E
EFEITO DO SEXO NA APLICACAO DO METODO DA AGUA DUPLAMENTE
MARCADA EM GATOS

RESUMO - O gasto energético diario (GED) de gatos tem sido estudado ha algum tempo
em gatos de laboratério, com ambiente, alimentacdo e massa corporal controlados. O
metabolismo energético destes animais pode ser dividido em quatro compartimentos: taxa
metabolica basal que soma o maior GED destes animais em torno de 60%, a atividade
muscular voluntaria contribuindo em torno de 30%, seguido do incremento caldrico e
termogénese adaptativa (10%). Nota-se que a atividade muscular voluntaria contribui com
porcdo consideravel do GED destes animais, ndo devendo ser limitada, pois interfere
diretamente no gasto energético. Estudos com animais em domicilio, com numero
representativo de grandes populagdes, que apresentam rotina de vida normal com
protocolo pratico e eficaz, de facil aceitacdo pelos proprietarios para mensurar GE,
composicdo corporal (CC) e fluxo de agua (FA) no estilo de vida habitual de gatos é
importante para estudos nutricionais mais precisos. Método pratico e eficaz para
mensuracao destes parametros, de facil aplicacdo em domicilio e que néo interfira no estilo
de vida e atividade fisica dos animais € o0 método da agua duplamente marcada que o0s
mensura por meio do enriquecimento e decaimento de deutério (*H) e oxigénio 18 (*¥0) na
agua corporal. O objetivo do presente trabalho foi avaliar protocolo pratico de tempos de
coleta de enriquecimento (2, 4, 6, 7 e 8 horas) e decaimento (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 e
20 dias), bem como os fluidos corporais alternativos saliva e urina, em compara¢ao com o
fluido padrdo sangue para avaliacdo da concentracdo dos is6topos em gatos machos e
fémeas. No estudo do protocolo de tempos de coleta, verificou-se que o ponto maximo de
enriquecimento foi as 5h (P<0,0001; R2=0,82) e que o decaimento foi linear (R2=0.99;
P<0-0001), com resultados semelhantes para estimativa do GED em qualquer dia de
coleta(P=0-999). Catorze gatos adultos, sete machos e sete fémeas, castrados e
saudaveis, tiveram sangue, saliva e urina coletados nos tempos basal, 5h, 7, 10 e 14 dias
apos aplicacao de solugao isotopica. O enriqguecimento de 2H e 180 foi menor na urina
(P<0.05), mas semelhante entre sangue e saliva. Ja o decaimento nao diferiu entre fluidos.
N&o houve efeito de fluido para as variaveis CC, GED e FA. O GED foi maior nos machos
(78kcal/kg®®’/dia) do que nas fémeas (63kcal/kg®®’/dia), sem diferencas entre sexos na
composicao corporal percentual. Na estatistica Bland e Altman e Correlacdo de Pearson
houve correlacdo entre o GED estimado com sangue e saliva (viés= 0,4; r=0,86; p<0,001),

mas nao entre sangue e urina (viés=-4,5; r=0,27; p=0,441). Concluiu-se que o fluido saliva
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pode ser empregado em substituicdo ao fluido padrédo sangue e, apesar de gatos machos

e fémeas terem apresentado composicao corporal semelhantes, machos demonstraram

maior gasto energético.

PALAVRAS-CHAVE: oxigénio 18, deutério, gasto energético, composi¢ao corporal, gatos

DIFFERENT BODY FLUIDS, SAMPLING INTERVALS AND THE EFFECT OF SEX
ON THE APPLICATION OF THE DOUBLE LABELED WATER METHOD IN CATS

ABSTRACT - The energy expenditure (EE) of cats has been studied for some time in
laboratory cats, with controlled environment, feeding and body mass. The energy
metabolism of these animals can be divided into four compartments: basal metabolic rate
that sums the highest EE of these animals around 60%, voluntary muscle activity
contributing around 30%, followed by caloric increment and adaptive thermogenesis (10%).
It is noted that voluntary muscle activity contributes a considerable portion of the EE of these
animals, and should not be limited, as it directly interferes with energy expenditure. Studies
with animals at home, with a representative number of large populations, that present normal
life routine with a practical and efficient protocol, easily accepted by the owners to measure
EE, body composition (BC) and water turnover (WT) in lifestyle of cats is important for more
accurate nutritional studies. A practical and effective method for measuring these
parameters, which is easy to apply at home and does not interfere with the animals' lifestyle
and physical activity, is the double labeled water method that measures them through the
enrichment and decay of deuterium (*H) and oxygen 18 (*20) in body water. The aim of the
present study was to evaluate the practical protocol of enrichment collection times (2, 4, 6,
7 and 8 hours) and decay (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 and 20 days ) as well as alternative
body fluids saliva and urine compared to blood for assessing the concentration of isotopes
in male and female cats. In the study of the collection time protocol, it was verified that the
maximum point of enrichment was at 5h (P<0.0001; R? = 0.82) and that the decay was linear
(R?=0.99; P<0.0001), with similar results for EE estimation on any day of collection
(P=0.999). Fourteen adult cats, seven males and seven females, castrated and healthy, had
blood, saliva and urine collected at baseline, 5h, 7, 10 and 14 days after application of
isotope solution. The enrichment of 2H and 80 was lower in urine (P<0.05), but similar
between blood and saliva. The decay did not differ between fluids. There was no fluid effect
for the BC, EE and WT variables. EE was higher in males (78 kcal/kg®¢’/day) than in females
(63 kcal/kg®87/day), with no differences between sexes in the percentage body composition.

In Bland and Altman and Pearson correlation, there was a correlation between estimated
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EE with blood and saliva (bias=0.4, r=0.86, P<0.001), but not difference between blood and
urine (bias=-4.5, r=0.27, P=0.441). It was concluded that saliva fluid can be used instead of
standard blood fluid, and although male and female cats showed similar body composition,

males showed different energy expenditure.

KEY WORDS: oxygen 18, deuterium, energy expenditure, body composition, cats
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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

Introducao e revisdo de literatura

A palavra isétopo vem do grego ISO, que significa mesmo ou igual e TOPOS
caracterizando lugar, referindo-se a mesma posi¢cdo na tabela periddica. Isétopos sdo
atomos de um mesmo elemento quimico que apresentam a mesma propriedade quimica,
porém diferentes propriedades fisicas (DUCATTI, 2011). Cada atomo é composto por um
nacleo cercado por elétrons (e-) com carga negativa, e o nucleo apresenta prétons (Z) com
carga positiva e néutrons (N) que ndo tem carga. Os is6topos de um mesmo elemento
guimico diferem somente no numero de néutrons (DAWSON e BROOKS, 2001). Quanto
maior o nimero de néutrons de um isétopo mais radioativo ele se apresenta. A estabilidade
de um is6topo o caracteriza como in6cuo ao ambiente e ndo prejudicial a saude,
diferentemente de is6topo instavel ou radioisotopico, que apresenta potencial radioativo
nocivo (DUCATTI, 2007).

Os isGtopos estaveis sdo utilizados em inameras areas da ciéncia, inicialmente
empregados na geologia e arqueologia, se difundiram para as areas bioldgicas e ecoldgicas
(DUCATTI, 2011). Séao considerados atualmente padréo ouro para a avaliacdo da taxa
metabdlica e composicdo corporal em seres humanos e animais. Sdo empregados,
também, em avaliacbes metabdlicas de animais de vida livre, pela sua caracteristica nao
invasiva (GUIDOTTI, 2013). Os is6topos de maior interesse nas areas biolégicas séo o
carbono, hidrogénio, oxigénio, nitrogénio e enxofre, atomos que fazem parte da estrutura
de carboidratos, proteinas, aminoacidos, lipidios e &cidos nucléicos (DNA e RNA) corporais
(DUCATTI, 2011).

O método da &gua duplamente marcada (DLW) foi alternativa proposta por Lifson
em 1955. A base do método é acompanhar o declinio do enriquecimento dos is6topos
estaveis ndo radioativos de oxigénio (*20) e hidrogénio (deutério, ?H), no pool de agua
corporal. De inicio se quantifica a 4gua corporal total, injetando-se quantidade conhecida
dos is6topos e na sequéncia se acompanha seu declinio nos fluidos corporais. O principio
do método é que o 80 é perdido do corpo em forma de agua e didéxido de carbono (CO2),
enquanto o ?H é perdido somente na forma de agua (PARK et al., 2014; BELLISLE, 2001).
De acordo com Ballevre et al., (1994), a diferenca do desaparecimento de ambos reflete a
producédo de CO:2 pelo organismo durante o periodo, resultado da oxidacdo de gorduras,
carboidratos e proteinas. A partir dos dados de producéo de CO2 pode-se conhecer o gasto

energético do animal no periodo. Além disso, o método também mensura a entrada de agua
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(ingestdo + sintese metabdlica) e a composicao corporal (Agua, massa magra e massa
gorda) (SCHIERBEEK et al, 2009).

O método da agua duplamente marcada ja € consolidado em seres humanos e
animais, tendo sido empregado em diversas fases do ciclo de vida, como neonatos,
gestantes, lactantes, adultos e idosos e mesmo em situacdes de doencas (PFRIMER et al.,
2014; RAVELLI et al., 2014; WONG et al., 2014; SCHIERBEEK et al., 2009; SPEAKMAN &
KROL, 2005). O fluido corporal usual para este método é o sangue, porém saliva e urina,
ou mesmo determinacdo dos isOtopos nos gases expirados (CZIMADI et al, 2014,
FERRIOLLI et al., 2010; SCHIERBEEK et al, 2009; SCHOELER & SANTEN, 1982) foram
avaliados. Periodos de coleta de 2, 4, 8 e 10 horas; 2, 4, 6, 7, 10, 14 ou 20 dias e planos
de amostragem com 2, 4 ou 5 pontos ao longo do periodo ja foram adotados (GEMMING,
2015; BUTTE, 2014; BERMINGHAM et al., 2013). Apesar destas variacbes em relacdo ao
namero e momentos de coleta, concentracdo dos isétopos na solugcdo a ser inoculada e
dose inoculada nos animais, este vem permitindo avan¢os importantes no estudo do
metabolismo energético de cées e gatos. (CENTER et al, 2011; JEUSETTE et al, 2010;
AHLSTROM et al, 2006; POUTEAU et al, 2002; MARTIN et al, 2001). Nos estudos de
Schierbeek (2009), por exemplo, foram coletadas tanto amostras de urina como de saliva
de criancas com paralisia cerebral grave com o intuito de validar o método da agua
duplamente marcada nessas amostras bioldgicas. Ambos mostraram declinio linear e boa

correlacéo entre si.

O método da agua duplamente marcada também ja vem sendo utilizado em cées e
gatos. O primeiro estudo que avaliou esta proposta foi o de Ballevre et al (1994). Embora
ainda existam variacfes metodologicas em relacdo ao nimero e momentos de coleta,
concentracdo dos isétopos na solucdo a ser inoculada e dose inoculada nos animais, este
vem permitindo avancos importantes no estudo do metabolismo energético de cées e gatos
(POUTEAU et al., 2002). Em alguns estudos publicados com animais, os is6topos naturais
foram dosados em amostras de sangue venoso e urina (CENTER et al., 2011; JEUSETTE
et al., 2010; AHLSTROM et al., 2006; MARTIN et al., 2001; BERMINGHAM et al., 2013).

Outros métodos classicos de calorimetria indireta, como a respirometria, néo
estimam o gasto energético de animais de vida livre, pois requerem o confinamento em
camara respirométrica. Os gases expirados sdo medidos por equipamentos especializados,
sendo menos prético. A restricdo da atividade fisica € o maior inconveniente, pois o gasto

com atividade muscular voluntaria soma importante fracdo do gasto diario de energia dos
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gatos (NRC, 2006). Segundo o NRC, 2006 o gasto energético é composto por quatro

componentes:

1) Taxa metabdlica basal: gasto energético referente ao metabolismo de repouso,
representa 60% a 75% do gasto diario total. Inclui a energia gasta pelo organismo para
manter suas fungbes vitais, entre elas o funcionamento dos sistemas cardiovascular,
respiratorio, gradientes elétricos de membranas em animais em jejum. E afetado pelo status
hormonal, sistema nervoso autbnomo, composicao e superficie corporal, status nutricional

e idade;

2) Atividade Muscular Voluntéria: inclui 30% do gasto diario, varia com o peso e

tamanho do animal, grau, duracéo e intensidade do exercicio fisico;

3) Incremento caldrico ou termogénese induzida pelo alimento: representa
aproximadamente 10% do gasto energético, correspondente ao efeito térmico dos
alimentos, representando a energia perdida na digestdo, absorgcédo, transporte,
transformacao, assimilacdo e/ou armazenamento dos nutrientes. Esta varia de acordo com

0 substrato consumido (composicao nutricional da racao);

4) Termogénese adaptativa: inclui perdas adicionais ndo obrigatérias decorrentes de
mudancas ambientais, alteragdo no consumo de alimentos e decorrentes de stress, ou seja,

acao dinamica adaptativa.

A forma mais simples de se determinar a necessidade energética de manutencao de
um animal é pela mensuracdo do consumo de um alimento (com base em energia
biodisponivel), em quantidade suficiente para manutencdo do peso corporal estavel. No
entanto, esta é pouco precisa e nao informa a participacdo dos diferentes substratos
(proteina, gordura e carboidratos) no gasto energético do animal (LIGHTON et al, 2008).
Dentre as alternativas disponiveis, avaliar o0 gasto energético por calorimetria indireta por
respirometria é a forma mais tradicional e difundida (WEIR, 1949). Com o animal em uma
camara de respirometria mensura-se o volume consumido de oxigénio, volume produzido
de gas carbbnico e a eliminacao de residuos nitrogenados pela urina. Com estes fatores é
possivel se determinar o gasto energético e a oxidacéo relativa dos diferentes substratos
(proteina, gordura e carboidratos). Os diferentes substratos energéticos, (carboidratos,
proteinas e gorduras) consomem diferentes quantidades de oxigénio e produzem diferentes
guantidades de gas carbbnico no seu metabolismo. Contudo, a necessidade de
equipamentos especificos e de controle da interferéncia de fatores externos, mantendo-se

o animal confinado a uma camara de respirometria, torna sua execucao restrita. O método
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da 4gua duplamente marcada oferece vantagens em relacdo a respirometria, por ndo exige
equipamentos especificos e o animal € mantido em sua condicdo usual de vida, permitindo
se incluir a atividade muscular voluntaria na estimativa do gasto energético, ja que o animal

€ avaliado em condi¢éo de liberdade, em seu domicilio.

O aprimoramento do método da agua duplamente marcada, principalmente
com vistas ao desenvolvimento de alternativas utilizando amostras de diferentes fluidos
biologicos, pode ampliar as possibilidades de estudos sobre o gasto energético,
metabolismo da agua e composicdo corporal de gatos domiciliados. Se viavel o estudo em
amostras de saliva e urina, com resultados com a mesma acuracia e precisdo que a tomada
de amostras de sangue, poderéo se abrir outras possibilidades de pesquisa, em condicdes
mais proximas a realidade de vida de um animal alojado na casa de seu proprietario. Os
estudos poderdo ser conduzidos em populagdes maiores, sem restricdo das atividades
diarias em domicilio, obterem mais facilmente a concordéancia dos proprietarios pelas
coletas apresentarem-se menos invasivas e, desta forma, aperfeicoar-se ferramenta que
venha a contribuir para a melhor compreenséo do metabolismo e necessidades energéticas

de gatos.
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CAPITULO 2 - Diferentes fluidos corporais, intervalos de amostragem e efeito do sexo na
aplicacdo do método da 4gua duplamente marcada em gatos

Carta de Apresentacdo

Este estudo explorou métodos que possibilitem mensurar o gasto energético de gatos em seu
préprio domicilio, ndo havendo restricdo de atividade fisica ou alteracGes do estilo de vida. Sendo o
método da agua duplamente marcada pratico, indcuo ao animal, acurado e preciso, seu emprego em
estudos com populagbes maiores de animais, avaliando a taxa metabolica, composic¢éo corporal e
fluxo de &gua serdo de grande importancia por se obter resultados mais proximos da realidade de um
gato domiciliado. As alternativas de fluidos corporais propostos, saliva e urina, sdo mais facilmente
coletados em alguns gatos em comparacdo com a coleta de sangue, evitando estresse para estes
animais e facilitando o possivel consentimento dos proprietarios para a condugdo do estudo. A
avaliacdo da acurécia e precisdo dos diferentes tempos de coleta propostos, tanto para o conhecimento
do enriquecimento como para o decaimento dos is6topos, sdo importantes para melhor conhecimento
e fundamentacdo da possivel flexibilidade deste método de acordo com o comportamento dos gatos

ou do interesse de delineamentos especificos.
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Diferentes fluidos corporais na aplicagdo do método da 4gua duplamente marcada para efeito

da composic¢ao corporal, gasto energético e fluxo de agua em gatos machos e fémeas

Camila Goloni®, Francine M. Peres?, Igor L. S. Senhorello!, Ludmilla G. Di Santo?, Fernanda S.
Mendongal, Bruna A. Loureiro?, Karina Pfrimer?, Eduardo Ferriolli?, Gener T. Pereiral, Aulus C.

Carciofi'”

! Universidade Estadual Paulista (Unesp), Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Jaboticabal,
SP, 14884-900, Brasil

2 Universidade de S&o Paulo, Escola de Medicina de Ribeirdo Preto, Ribeirdo Preto, S&o Paulo 14049-
900, Brasil.

“ Correspondéncia do autor: aulus.carciofi@gmail.com. Nimero de telefone + 55 16 3209-2626; fax
namero +55 16 3203-1226. Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP — Univ Estadual

Paulista, Via de acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/n, 14884-900, Jaboticabal-Sdo Paulo, Brasil.

Titulo breve: Amostragem alternativa no método da agua duplamente marcada

Resumo: O método da agua duplamente marcada mensura a composicao corporal (CC), gasto
energético (GED) e fluxo de agua (FA) por meio do enriquecimento e decaimento de deutério (°H) e
oxigénio 18 (*80) na &gua corporal. O objetivo do presente trabalho foi avaliar protocolo pratico de
tempos de coleta de enriquecimento (2, 4, 6, 7 e 8 horas) e decaimento (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18
e 20 dias), bem como os fluidos corporais alternativos saliva e urina, em compara¢do com o sangue
para avaliacdo da concentracdo dos is6topos em gatos machos e fémeas. No estudo do protocolo de
tempos de coleta, verificou-se que o ponto maximo de enriquecimento foi as 5h (P<0,0001; R?>=0,82)
e que o decaimento foi linear (R?=0.99; P<0+0001), com resultados semelhantes para estimativa do
GED em qualquer dia de coleta(P=0999). Catorze gatos adultos, sete machos e sete fémeas, castrados
e saudaveis, tiveram sangue, saliva e urina coletados nos tempos basal, 5h, 7, 10 e 14 dias apds
aplicacdo de solucdo isotopica. O enriquecimento de 2H e 0 foi menor na urina (P<0.05), mas
semelhante entre sangue e saliva. J4 o decaimento ndo diferiu entre fluidos. Ndo houve efeito de
fluido para as variaveis CC, GED e FA. O GED foi maior nos machos (78kcal/kg®®’/dia) do que nas
fémeas (63kcal/kg®®’/dia), sem diferencas entre sexos na composicdo corporal percentual. Na
estatistica Bland e Altman e Correlagdo de Pearson houve correlagdo entre 0 GED estimado com
sangue e saliva (viés= 0,4; r=0,86; p<0,001), mas ndo entre sangue e urina (viés=-4,5; r=0,27;
p=0,441). Concluiu-se que o fluido saliva pode ser empregado em substituicdo ao fluido padréo


mailto:aulus.carciofi@gmail.com

349
350

351

352

353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367
368
369
370
371
372
373
374

375
376
377
378
379
380
381

22

sangue e, apesar de gatos machos e fémeas terem apresentado composi¢do corporal semelhantes,

machos demonstraram maior gasto energético.
Palavras-chaves: oxigénio 18: deutério: gasto energético: composicao corporal: dgua: gatos
Introducéo

O Nutrient Requirement of Dogs and Cats (2006) indica duas equacdes para se calcular a
necessidade energética diaria (GED) de gatos para manutencao de sua massa corporal, em funcdo da
composicao corporal recomenda uma para gatos obesos e outra para gatos com escore de condicao
corporal (ECC) até 5, considerado normal em escala de 1 a 9 (LAFLAMME, 1997). Porém outras
interferéncias no GED podem ocorrer além da diferenca de composic¢éo corporal nos individuos. Em
relacdo ao sexo, diferencas presentes também no metabolismo energético de gatos machos e fémeas,
tanto inteiros como castrados, vem sendo estudados ao longo dos anos (KUSTRITZ, 2014;
KANCHUK et al., 2003; FETTMAN et al., 1997). Gatos machos tendem a ser mais pesados, com
menor gordura corporal e maior massa muscular comparado com fémeas da mesma espécie
(MARTIN et al., 2001; FETTMAN et al., 1997). Fémeas por apresentarem deposicdo de gordura
maior que machos tendem a apresentar GED menor, pois o tecido adiposo é metabolicamente menos
ativo que o tecido muscular (ZORAN, 2010). Outras varia¢bes como dieta, estado reprodutivo, raca,
ambiente, socializagdo e fase de vida, interferem na taxa metabdlica basal (TMB) e na atividade fisica,
diferindo-se consideravelmente entre os individuos ocasionando inconstancia no GED (BACKUS e
WARA, 2016). O valor do GED de gatos nos estudos disponiveis ndo representam grandes
populacdes, com ndmero pequenos de animais, sendo estes de laboratério, apresentando
caracteristicas diferentes e metodologias distintas. Faltam estudos com animais domiciliados e com
rotina de vida normal, que utilizem método pratico e eficaz para mensuracéo da composicéo corporal,
gasto energético e fluxo de agua, de facil aplicacdo em domicilio e que ndo interfira no estilo de vida
e atividade fisica dos animais. Estudar protocolo pratico e eficaz, de facil aceitacao pelos proprietarios
para mensurar estes parametros no estilo de vida habitual de gatos expandindo para diversas

populacdes é importante para estudos nutricionais mais precisos.

A forma mais simples de se estimar a necessidade energetica de manutencdo de um animal é
pela quantificacdo da ingestdo de um alimento (com base em energia biodisponivel), em quantidade
suficiente para manutencdo da massa corporal estavel. Este método, no entanto, & pouco preciso
(LIGHTON et al., 2008), porém o mais realizado. Dentre as alternativas disponiveis, avaliar o gasto
energético por calorimetria indireta por respirometria é a forma mais tradicional e difundida (WEIR,
1949). Contudo, a necessidade de equipamentos especificos e de controle da interferéncia de fatores

externos, mantendo-se o animal confinado a uma camara de respirometria torna sua execucao restrita.
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O método da &gua duplamente marcada (DLW), por meio da diferenca de dois is6topos estaveis,
deutério (°H) e oxigénio 18 (*80) na agua corporal, mensura-se a producéo de didxido de carbono
(CO2) permitindo incluir a atividade muscular voluntaria na estimativa do GED no periodo, j& que 0

animal é avaliado em condicéo de liberdade.

O método da agua duplamente marcada ja € consolidado em seres humanos e animais, tendo
sido empregado em diversas fases do ciclo de vida, como neonatos, gestantes, lactantes, adultos e
idosos e mesmo em situagOes de doencas (PFRIMER et al., 2014; RAVELLI et al., 2014; WONG et
al., 2014; SCHIERBEEK et al., 2009; SPEAKMAN & KROL, 2005). O fluido corporal usual para
este metodo é o sangue, principalmente em animais, porém saliva e urina, ou mesmo determinacéo
dos is6topos nos gases expirados (CZIMADI et al, 2014; FERRIOLLI et al., 2010; SCHIERBEEK et
al, 2009; SCHOELER & SANTEN, 1982) foram avaliados. Periodos de coleta de 1, 3, 6, 8 e 10 horas
e, 2, 3,7, 10, 12 e 18 dias com planos de amostragem de 3, 5 ou 8 pontos ao longo do periodo ja
foram adotados (GEMMING, 2015; BUTTE, 2014; BERMINGHAM et al., 2013). Apesar de
variacfes em relacdo ao nimero e momentos de coleta, concentracdo dos is6topos na solucao a ser
inoculada e dose inoculada nos animais, este vem permitindo avancgos importantes no estudo do
metabolismo energético de cées e gatos. (CENTER et al, 2011; JEUSETTE et al, 2010; AHLSTROM
et al, 2006; POUTEAU et al, 2002; MARTIN et al, 2001).

Considerando-se o aprimoramento do método DLW a fim de torna-lo mais pratico e menos
invasivo, dois objetivos foram propostos para este estudo. O primeiro objetivo foi avaliar protocolo
pratico de tempos de coleta de enriquecimento e decaimento dos is6topos no sangue para se verificar
momentos mais acurados deste método. De acordo com estes resultados, o segundo objetivo deste
estudo foi mensurar ?H e 80 na saliva e urina, em comparacio com o sangue na determinacio da
composicdo corporal, gasto energético e fluxo de agua de gatos adultos machos e fémeas. Como
hip6tese do primeiro objetivo espera-se que 0s isdtopos analisados sejam semelhantes em todos os
tempos de enriquecimento e de decaimento e, no segundo, que o comportamento dos mesmos no

sangue, saliva e urina também sejam semelhantes.

Material e Métodos
Animais e delineamento experimental

Foram utilizados 14 gatos adultos, sete machos (4,14+3,9 anos; 4,57+0,45 kg; ECC 5,85+0,83
e sete fémeas (5,57+5,12 anos; 3,74+0,29 kg; ECC 5,42+0,49), castrados, considerados saudaveis

mediante exame fisico e andlises complementares incluindo hemograma, exame de urina e
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bioquimica sérica (alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase, fosfatase alcalina,
albumina, ureia e creatinina). Estes permaneceram em ambiente com ciclo de 12 horas de luz /12 sem
luz, com temperatura controlada de 26,16+0,8°C, aferidos com Termo-Higrometro digital (Incoterm®
Indistria de Termbmetros, S&o Paulo, Brasil). Durante 14 horas, das 18h as 8h foram alojados
individualmente em gaiolas de inox, medindo 0,8mx0,8mx1,0m, quando receberam alimento em
quantidade controlada. Durante 10 horas, das 8hs as 18hs os gatos permaneceram livres em gatil
coletivo, para exercicio e socializacdo, periodo em que néo receberam alimento. Agua foi fornecida
ad libtum. Dois experimentos distintos foram realizados. O primeiro sobre o0 tempo de enriquecimento
e decaimento dos is6topos no compartimento sanguineo para averiguar as tomadas de tempo mais
precisas e acuradas tanto do enriquecimento como do decaimento dos is6topos com periodo
experimental de 20 dias. O segundo experimento, sobre 0 comportamento dos isétopos nos fluidos
alternativos saliva e urina para tornar o protocolo de coletas do método DLW mais pratico com
periodo experimental de 14 dias. Nos dois experimentos o periodo de adaptacdo dos animais foi de
10 dias. Todos os procedimentos foram previamente aprovados pelo Comité de Etica de Uso de
Animais (CEUA — FCAV/Unesp, campus de Jaboticabal — SP, Brasil) sob protocolo de n° 7867/16.

No primeiro experimento sobre o enriquecimento e decaimento dos isétopos, quatro animais
(4,3£0,2 kg; 27£11 meses), dois machos e duas fémeas foram sedados com acepromazina (Acepran,
Vetnil®, Sdo Paulo, Brasil) e hidrocloreto de zolazepan (Zoletil, Virbac do Brasil Indstria e
Comércio Ltda, Sao Paulo, Brasil), administrados via intramuscular nas doses de 0,5 e 2,5 mg/kg de
peso corporal, respectivamente, para colocacdo de cateter venoso central na veia jugular (Intracath,
30,5cm, 17GA, 1,1mm; Becton Dickison Vascular Access, Sandy, UT). Para se manter a paténcia 0s
cateteres foram lavados 3 vezes por dia de permanéncia com solugdo salina heparinizada diluida
(5UI/mL). Apds recuperacdo de 48h, amostras de sangue basal foram coletadas e a solucao isotopica
aplicada. Amostras de sangue foram tomadas pelo cateter as 2, 4, 6, 7 e 8 horas pos inoculacédo, sendo
entdo o cateter removido. Nos dias 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 e 20 amostras de sangue foram tomadas
por punc¢do da veia jugular, em horério proximo a aplicacdo da solucdo de is6topos no dia zero. A
cada coleta 3mL de sangue foram recolhidos, sendo este depositado em tubo vacutainer sem
anticoagulante (BD Vacutainer® New Jersey, EUA), centrifugado em centrifuga soroldgica (ALB
32/153.5, Inbras® Equipamentos para Satde, Jardinopolis, Sdo Paulo, Brasil), sendo soro separado.

Para o segundo experimento, sobre o estudo do comportamento dos is6topos na saliva e urina,
foram empregados todos os 14 gatos. Considerando os resultados obtidos no primeiro experimento,
amostras de fluidos corporais (sangue, saliva e urina) foram tomadas nos tempos basal (antes da
aplicagdo dos isotopos) e subsequentemente as 5 horas (periodo de enriquecimento dos isétopos), 7,

10 e 14 dias (periodos de decaimento dos isotopos) apos aplicacdo dos isotopos. As amostras de
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sangue foram colhidas por venopuncdo na veia jugular, conforme procedimento descrito
anteriormente. As amostras de saliva foram colhidas com auxilio de algod&o hidrofilico. A inducéo
de salivacdo nos gatos foi realizada administrando-se uma gota de dipirona sodica (500 mg/mL,
Novalgina®, EMS, S&o Bernardo do Campo, Brasil) diretamente na cavidade oral, equivalente a 25
mg de dipirona sodica/gato. Considerando-se que a dose usual desta medicacdo é de 25mg/kg/dia
(CRIVELLENTE & BORIN-CRIVELLENTI, 2015), apenas ¥ do recomendado foi aplicado, de
modo que o procedimento pode ser considerado seguro. Nao houve efeito nocivo da medicacao nestes
animais. Apds administracdo do medicamento, um primeiro algodéo era depositado na parte externa
da cavidade oral, rente a boca, aguardando ser embebido com saliva sendo, posteriormente,
descartado. O segundo algodéo era entdo depositado da mesma forma que o primeiro, aguardando-se
até 5 minutos sendo posteriormente removido, depositado em seringa descartavel de 20 mL e, por
compressdo manual coletado no minimo 1,5 mL de saliva de cada gato. Para as coletas de urina os
animais permaneceram em gaiolas metabdlicas até o periodo em que urinaram espontaneamente, ndo
excedendo 24 horas. Quando nas gaiolas estes foram continuamente monitorados, a urina recolhida
imediatamente apds miccdo espontanea, em garrafas coletoras sem nenhum tipo de conservante,
depositadas sob o funil coletor das gaiolas.

No dia anterior a aplicacdo dos isétopos, a urina basal foi recolhida para garantir que as
amostras basais de urina fossem coletadas de todos os gatos. Todos 0s gatos urinaram
espontaneamente em periodo de 12 horas antes da aplicacdo dos is6topos. A primeira urina recolhida
apos a aplicacdo da solucdo de is6topos foi empregada para a determinacdo do enriquecimento
corporal, este periodo ocorreu entre 5 a 24 horas apés a inoculacdo. O total de urina coletada por
amostra foi de 2 mL. Todas as amostras de soro sanguineo, saliva e urina foram armazenadas em
criotubo com tampa rosquedvel, envolto com parafina plastica, congelado a -20°C até o
processamento da analise. Os momentos exatos em que as amostras de sangue, saliva e urina foram
coletadas eram anotados para posterior calculo da constante de decaimento.

Os gatos foram alimentados com dieta formulada para gatos adultos com baixo gasto
energético, de acordo com FEDIAF (2016). Esta foi produzida no Laboratério de Extrusdo da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinaria da Unesp, campus de Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil. A
formulagdo e composic¢do analisada da racdo encontra-se na Tabela 1. Previamente ao estudo, 0s
coeficientes de digestibilidade aparente dos nutrientes e a energia metabolizavel do alimento foram
determinados in vivo com seis gatos, pelo método de coleta total de fezes e urina empregando-se
periodo de adaptacdo ao alimento de 10 dias e periodo de coleta total de fezes e urina de 7 dias,
seguindo-se recomendacdes de execucdo da FEDIAF (2016). Para o célculo, a energia bruta das fezes
e urina foi determinada em bomba calorimétrica adiabatica (IKA calorimeter, C200; IKA-Werke
GmbH & Co.KG, Staufen, Germany).
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Durante os experimentos, o alimento fornecido era pesado, bem como as sobras, registrando-
se 0 consumo diério de cada animal. A quantidade de alimento fornecido foi inicialmente estabelecida
de acordo com o histérico de consumo de cada animal. Os gatos foram entdo pesados semanalmente
no mesmo periodo do dia, sendo a quantidade oferecida ajustada de modo aos animais manterem
massa corporal constante. Para fins de comparacdo de métodos, o consumo de calorias de cada gato
também foi registrado pela oferta de alimento em periodo de 14 dias. Foi mensurado a partir da
quantidade em gramas consumida multiplicado pela energia metabolizavel in vivo do alimento

consumido.

Tabela 1. Composicdo quimica analisada, energia metabolizavel e coeficiente energético do alimento

utilizado no estudo. Valores expressos na matéria seca.

Item

Umidade (%) 4.8
Proteina bruta (%) 38.9
Extrato etéreo hidrolise acida (%) 14.2
Amido (%) 28.7
Fibra bruta (%) 34
Matéria mineral (%) 5.4
Célcio (%) 0.8
Fasforo (%) 0.8
Energia Metabolizavel (kcal/g) * 3.6
Coeficiente do alimento f 0.817

Composicdo de ingredientes: milho grdo 38.0%; farinha de visceras de frango 23.0%; proteina
isolada de soja 13.9%; gordura de aves 9.4%; proteina isolada de suino 5.0%; arroz quirera 5.0%;
fibra de cana 2.0% (Vit2be Fiber, SPF do Brazil, Descalvado, Brazil); palatabilizante liquido 1.0%
(SPF Brasil, Descalvado, SP, Brazil); sal comum 0.6%; cloreto de potéssio 0.58%; premix mineral e
vitaminico 0.5%; cloreto de colina 0.4%; calcario 0.3%; taurina 0.12%, antifingico 0.1% (Mold Zap
Citrus: Ammonium dipropionate, acetic acid, sorbic acid and benzoic acid. Alltech do Brazil
Agroindustrial  Ltda); antioxidante 0.04% (Banox: Butylated hydroxyanisole, butylated
hydroxytoluene, propyl gallate and calcium carbonate. Alltech do Brazil Agroindustrial Ltda); dleo
de salméo 0.08%.

“ Determinada com seis gatos, pelo método de coleta total de fezes e urina.

" De acordo com os coeficientes de digestibilidade aparente da proteina bruta de 88,7%, do extrato
etéreo de 88,6% e do amido de 99,9%, determinados com seis gatos, pelo método de coleta total de
fezes (FEDIAF, 2016).

Aplicacéo e analise dos is6topos
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A solucéo de is6topos foi administrada na dose aproximada de 0,12g/kg de &gua corporal de
?H a 99,9 atm% e 2g/kg de agua corporal de 80 a 10 atm% (Sercon Limited, Unit 3B Crewe Trade
Park, Gateway, Crewe, Cheshire, UK). Para isto foi preparada solucéo 6:100 (p/p) de 2H a 99,9 atm%
e 0O a 10 atm%, sendo esta inoculada na dose fixa de 8g por gato. Esta foi aplicada por via
subcutanea, entre as escapulas, apos periodo de jejum alimentar de 12 horas e hidrico de 4 horas. Ao
aplicar esta solucédo nos gatos do primeiro estudo, estes manifestaram dor no local. Com isso, para 0
segundo estudo, 0.3 mL de NaCl 20% (Eurofarma Laboratorios LTDA., S&do Paulo, Brasil) foi
aplicada juntamente com a solucdo de is6topos, de modo a aproximar a osmolalidade da solucéo da
osmolalidade do intersticio, ndo havendo posteriormente a isto demonstragcdo de dor na aplicagao.
Visando-se acuracia na aplicacdo e precisdo no conhecimento da dose administrada, foram pesadas
em balanca de precisao a seringa antes de ser preenchida, a seringa mais a solucao de NaCl 20% (para
0 segundo experimento), a seringa mais a solucdo de is6topos e, por fim, a seringa imediatamente
apos inoculacdo dos isétopos nos animais, de acordo com recomendacdes de Ferriolli et al., (2008).
A massa corporal dos gatos para fins dos calculos foi estabelecido a cada 7 dias no mesmo horario
do dia, sendo a precisdo das balancas aferida a cada dia de procedimento com pesos padrdes
certificados (INMETRO: peso-padrdo de 10 g até 1 kg - Classe de Exatiddo OIML E1; Incerteza: 1/3
do erro maximo admissivel para a classe de exatiddo OIML E1/2004).

As concentragfes de isétopos nas amostras bioldgicas foram analisadas no Laboratério de
Espectrometria de Massa da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da USP. Os isétopos foram
analisados por espectometria de massa por determinacdo da razao isotopica (IRMS) em equipamento
Sistema Hydra (ANCA 20-20, Europa Scientific, Cheshire, UK), de acordo com procedimentos
descritos por Ferriolli et al., (2008). As amostras para 2H foram processadas em triplicata (100 pL
por replicacdo) com platina em vacutainers, seguindo-se de seis horas em repouso. As amostras de
0*8 foram processadas em triplicata (100 pL por replicacéo), preenchidas com CO2 e deixadas em

repouso por 24 horas, posteriormente se isolando e purificando o composto.

Procedimentos de célculo
Para estimativa do contingente de agua corporal, utilizou-se equacéo proposta por Schoeller
etal., (1996):

WA ) (6a — 6t)

les) = (
N (moles) = 15524 ) * @s —ap)

f

Onde: N = agua corporea; W= unidade ou cte A= dose administrada; a= dose diluida para analise;

da= enriquecimento da dose; ot= enriquecimento da agua; ds= enriquecimento da amostra; dp=
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enriquecimento da amostra pré-dose; f= fator de correcdo para o isdtopo deutério de acordo com a
relacdo Nd/No de cada fluido avaliado. Nd (contingente de agua corporal com deutério) e No

(contingente de agua corporal com oxigénio).

A determinagdo da massa magra baseou-se no principio de sua constante de hidratacéo, de
73,2% para mamiferos, pela seguinte equacao: massa magra (MM, kg) = (agua corporea, kg/0,732) x
100. Por diferenga entre a massa magra em kg e a massa corporal do gato, estimou-se a massa gorda
do animal, em kg (RATHBUN; PACE,1945).

O enriquecimento da agua corporal com 2H e 80 foi estabelecido pela amostra tomada no
momento de concentracdo maxima dos isotopos. A curva de decaimento foi estabelecida com as
amostras tomadas nos diferentes dias pés-inoculacdo. No segundo experimento estas foram realizadas
considerando os trés fluidos corporais estudados (sangue, saliva e urina). Para célculo da taxa de
eliminacéo de 2H e 80 foi utilizada equacéo do método de dois pontos (SCHOELLER et al., 1986),

obtendo-se uma constante para cada isotopo:

_LN[X (t2) — X(t1)]
a t2 —t1

Onde: K = constante de decaimento; LN = logaritmo natural; X(t2) = ultimo ponto de decaimento
coleta; X(t1)= ponto de coleta do enriquecimento do is6topo; t1 = dia de coleta do enriquecimento;
t2 = Ultimo dia de coleta.

O célculo da quantidade de CO2 produzido foi estabelecido segundo equacao de Ballevre et
al., (1994):

rCO, (mol/d) = (1/2.08)*(No.Ko) — (Nd.Kd) — 0,0258*(No.Ko)-(Nd.Kd)

Onde: rCO2 = producéo de CO2; No = contingente de 4gua corporal estimado com *80; Ko = constante
de decaimento do '0; Nd = contingente de &gua corporal estimado com ?H; Kd = constante de

decaimento da agua com 2H.

Por fim, para determinag&o do gasto energético diario (GED) dos gatos foi empregada equagdo
descrita por Elia (1990):

GED ((%) = rCO2 % 22,4 (% + 1,326) +4,18

Onde: GED = gasto energético diario; rCO2 = producédo de COz2; FQ = coeficiente do alimento
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O coeficiente do alimento (FQ) foi calculado a partir de sua composi¢cdo de nutrientes
digestiveis, de acordo com os coeficientes de digestibilidade aparente da proteina bruta (88.7%),
extrato etéreo (88.6%) e amido (99.9%) determinados em ensaio de digestibilidade in vivo com 6
gatos, pelo método de coleta total de fezes e urina (FEDIAF, 2016). O FQ foi calculado segundo
Black et al., (1986):

_ (P +0,781) + (G = 1,427) + (A * 0,746)

FO =
Q (P %0,996) + (G * 2,019) + (A = 0,746)

Onde: FQ = coeficiente do alimento; P = proteina digestivel; G = extrato etéreo digestivel; A =amido
digestivel. Numerador é a producéo de CO2, denominador e oxidacéo destes substratos. Sempre sera

menor que 1, pois a oxida¢do nunca supera a producédo de CO2.

O célculo do fluxo de 4gua seguiu recomendacdes de Hendriks et al., (1999):

TH (mL/dia) = Nd * Kd * 18,02

Onde: TH = water turnover; Nd = deuterium body water; K = deuterium decay constant.

Andlise Estatistica

Este estudo considerou como unidade experimental o gato. No primeiro experimento, apenas 4
repeticdes foram utilizados devido ao protocolo experimental ser invasivo aos animais conforme
descrito anteriormente. O nimero amostral do experimento dois foi baseado nas informacGes deste
primeiro experimento. Apos estabelecido poder do teste de 0,8, a de 0,05, com desvio padrdo médio
de 18,5 e erro de aproximadamente 25, utilizando pacote Samplesize do software R, o tamanho da
amostra foi igual a 7. O poder do teste foi calculado pelo pacote Opdoe do software R.

A cinética de enriquecimento e decaimento dos isétopos 2H e 80 foi descrita por anlise
estatistica descritiva e regressdes polinomiais em delineamento inteiramente casualizado. O segundo
experimento seguiu arranjo fatorial. Para as variaveis razdo Nd/No, CO2, GED e fluxo de agua, o
arranjo fatorial seguiu modelo 3 x 2, composto por 3 fluidos corporais (sangue, saliva e urina) e dois
sexos (machos e fémeas), totalizando seis tratamentos. Os dados obtidos foram submetidos a analise
de variancia, considerando-se os efeitos de tipo de fluido corporal, sexo e interacdo fluido * sexo.
Para as variaveis coeficiente angular do decaimento dos isotopos, massa magra e massa gorda foi
estabelecido arranjo fatorial 3 x 2 x 2, composto por 3 fluidos corporais (sangue, saliva e urina), dois

isotopos (2H e *0) e dois sexos (machos e fémeas), totalizando doze tratamentos. Os dados obtidos



596
597
598
599
600
601
602
603
604
605

606

607

608
609
610
611
612
613

614

615
616
617
618
619
620
621
622
623

30

foram submetidos a analise de variancia, considerando-se os efeitos de tipo de fluido corporal, sexo,
isdtopo e interacdes fluido * sexo, fluido * isétopo, sexo * isotopo e fluido * sexo * is6topo. Nas duas
situac@es, quando diferencas foram detectadas no teste F, médias entre os trés fluidos corporais foram
comparadas pelo teste de Tukey. O efeito de tempo no decaimento dos is6topos, dentro de cada fluido
corporal foi avaliado por contrastes polinomiais, considerando no eixo x 0 tempo e no eixo y 0s
isdtopos. Os limites de concordancia entre as estimativas do gasto energético nos trés fluidos
corporais e no método do consumo de alimento foram estabelecidos de acordo com Bland e Altman
(1986) e Correlacao de Pearson. O viés médio foi avaliado pela diferenca entre os métodos utilizados
e suas médias. O erro absoluto médio (1) e o erro quadratico médio (2), foram calculados para cada

férmula usando as equagdes abaixo:

(1) Mean Absolute Error (MAE) = W ;
[Efe1(P1-0p)2
(2) Root Mean Square Errors (RMSE) = Wik

N
Valores de P<0.05 foram considerados significativos. Foi verificado que todos os dados se

ajustaram aos pressupostos da andlise de variancia. As andlises de Bland e Altman e Correlacéo de
Pearson foram realizadas com o software estatistico Sigma Plot versdo 14.0 (Systat Software, USA,
2017). As demais anélises estatisticas foram realizadas com software SAS versdo 9.1 (SAS Institute,
Cary, NC, USA, 2003).

Resultados

No experimento um, foi verificado que o enriquecimento dos isétopos de ?H e 0 ocorreu logo
na primeira amostragem, ap0s 2h da aplicacdo. Os valores de enriquecimento medidos no
compartimento sanguineo ndo diferiram entre os tempos 2h, 4h, 6h, 7h e 8h (P=0-943). Todavia, em
funcdo da concentracdo basal dos is6topos ser baixa, o enriquecimento foi descrito por equacgéo
polinomial de segundo grau, cuja derivada resultou em enriquecimento maximo as 5h e 20min, para
os dois is6topos (R?=0,82; P<0-0001) observado na Figura 1. J4 o decaimento de ?H e 80 foi linear
(R?=0,99; P<0+0001), o0 que resultou em estimativas similares da producéo de CO2, independente do
dia de decaimento (P=0-999) e mesmo do horario de enriquecimento considerados para o calculo,

como pode ser observado na Figura 1.
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Figura 1. Curva de enriquecimento A (P=0-943) e decaimento B (P=0999) de ?H e 80 no

contingente sanguineo de gatos durante o experimento um (n=4).

Durante o experimento dois, 0 peso corporal dos gatos nao se alterou ao longo da avaliagdo
da cinética dos is6topos (Tabela 2). Em todo o periodo experimental as fémeas foram menos pesadas
do que machos (P<0-0001). Em relacdo ao consumo do alimento (Tabela 2), machos apresentaram

consumo maior que fémeas (P=0-0009).

Tabela 2. Massa corporal dos gatos ao inicio e final da avaliacdo da cinética dos is6topos e consumo

de gatos machos e fémeas durante o experimento dois.

Massa corporal (kg) ) Ingestdo de Alimento Desvio
Média  P-valor 3

Inicio Final (g de MS) Padrao
Machos 4.57 4.62 4.60 0-1341 69.1 6.27
Fémeas 3.74 3.84 3.79 0-1379 57.0 7.76

As concentragdes basais de 80 néo variaram entre os fluidos corporais analisados e sexo dos
gatos (P>0-05; Tabela 3). N&o foi verificada interacdo fluido*sexo para nenhuma medida (P>0-05).
Houve, no entanto, efeito de tipo de fluido na avaliacio do enriquecimento de 0, com resultados
semelhantes entre sangue e saliva, mas menores na urina dos gatos (P<0-05). As avalia¢fes do
decaimento, por outro lado, demonstraram resultados semelhantes de 20 para os trés fluidos
corporais estudados (P>0-788). Efeito de sexo foi verificado para o enriquecimento e todas as
avaliaces de decaimento, com maior concentracdo de 80 para as fémeas em relagdo aos machos
(P<0-01).

Tabela 3. Concentragdo de 80 (ppm) nos diferentes fluidos corporais e momentos de analise de gatos

machos e fémeas, durante o experimento dois.
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Momento Fluido c.orporal . Média EPM . P-valor '
Sangue Saliva Urina Fluido Sexo Fluido*Sexo
Macho basal 1994 1995 1986 1992 1.9
Fémea basal 1990 1991 1988 1990 1.1
Média 1992 1993 1987 0-154 0-348 0-446
Macho 5h 2278 2271 2243 2265 6.9
Fémea 5h 2356 2345 2311 2342 9.5
Média 2 23172 2308 @ 2286 ° 0-044 <0-0001 0-979
Macho 7d 2142 2140 2144 2142 2.9
Fémea 7d 2180 2178 2180 2179 4.7
Média 2161 2159 2162 0-788 <0-0001 0-956
Macho 10d 2107 2105 2103 2105 2.7
Fémea 10d 2134 2131 2133 2133 4.5
Média 2120 2118 2118 0-807 <0-0001 0-849
Macho 14d 2073 2071 2073 2072 3.8
Fémea 14d 2090 2088 2080 2087 3.9
Média 2081 2080 2076 0-819 0-018 0-714
644 1 EPM = erro padrdo da média (n= 7 gatos por sexo)
645 2 Médias nas linhas sem uma letra em comum sdo diferentes pelo teste de Tukey (P<0+05)
646
647 As concentracdes basais de ?H foram menores na urina em relacio a saliva (P<0-05), embora
648  os fluidos saliva e urina tenham sido semelhantes ao sangue (P>0-05; Tabela 4). N&o foi verificada
649 interacdo fluido*sexo para nenhuma medida (P<0-05). Houve efeito de tipo de fluido na avaliagcédo do
650 enriquecimento de 2H, com resultados semelhantes entre sangue e saliva, mas menores na urina dos
651  gatos (P<0-05). As avaliagbes do decaimento demonstraram resultados semelhantes de ?H para os
652  trés fluidos corporais estudados (P=0-562). Efeito de sexo também foi verificado para o
653  enriquecimento e decaimento de 2H, com maior concentragio do isdtopo para as fémeas em relagio
654  aos machos (P<0-01).
655  Tabela 4. Concentragdo de 2H (ppm) nos diferentes fluidos corporais e momentos de analise de gatos
656  machos e fémeas, durante o experimento dois.
Momento Fluido cgrporal _ Média EPM! _ P-valor _
Sangue Saliva Urina Fluido Sexo  Fluido*Sexo
Macho basal 151.0 151.4 150.6 151.0 0.2
Femea basal 150.9 151.1 150.0 150.6 0.2
Média 2 150.9%  151.2% 150.0° 0-003 0-422 0-797
Macho 5h 3135 307.5 290.6 303.9 4.1
Femea 5h 352.9 344.4 333.9 344.9 3.7
Média 2 333.2% 3259% 308.0° 0-002  <0-0001 0-732
Macho 7d 255.2 251.9 255.5 254.2 2.4
Femea 7d 281.1 277.2 280.8 279.7 3.4
Média 268.2 264.5 268.2 0-567  <0-0001 0-988
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Macho 10d
Femea 10d
Média
Macho 14d
Femea 14d
Média

238.2
259.5
248.8
218.8
236.4
227.6

234.9
255.7
245.3
216.4
233.9
225.2

235.4
259.5
247.5
217.8
230.7
222.9

236.2
258.2

217.7
234.0

2.2
3.4
0618
1.9
3.1
0562

<0-0001

<0-0001

0-888

0-908

L EPM = erro padrdo da média (n= 7 gatos por sexo)

2 Médias nas linhas sem uma letra em comum s3o diferentes pelo teste de Tukey (P<0+05)

O decaimento de 2H e de 80 foi linear (P<0-001) nos trés fluidos corporais estudados, como

esta apresentado na Figura 2. O coeficiente angular dos decaimentos de 2H e 80 foram semelhantes

entre os fluidos sangue e saliva (P=0+7457) e diferentes entre sangue e urina (P=0-0002) e saliva e

urina (P=0-0022). As médias e o0 desvios padrdes dos coeficientes angulares de fémeas e machos para
2H e 180 foram: -8.4+1.4°, -6.2+1.4°, -18.2+3.1°, -13,8+3.3°, respectivamente. Os valores foram

diferentes entre os sexos (P<0-05) para os dois is6topos. Entre os is6topos, tanto para machos como

para fémeas, houve diferenca em seus decaimentos (P<0-0001).
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Figura 2. Representacéo grafica do decaimento de 20 e 2H no sangue, na saliva e na urina de gatos

machos e fémeas, durante o experimento dois. A= decaimento de 20 e 2H no sangue, B= decaimento
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de 80 e 2H na saliva, C= decaimento de 20 e 2H na urina. (n= 7 gatos por sexo para sangue e saliva;

n=6 para machos e n=4 para fémeas na urina).

Os valores da razdo Nd/No e composicao corporal estdo descritas na Tabela 5. As médias da
razdo Nd/No apresentaram valores de 1,07 para o sangue, 1,08 para saliva e 1,12 para urina,
considerados no calculo da composigédo corporal pelo is6topo de deutério, como fator de correcao.
Esta raz&o ndo variou em relacéo ao sexo e ao tipo de fluido estatisticamente, ndo havendo interacéo
entre ambos (P>0+05). A composic¢io corporal calculada com os is6topos 80 e 2H foram semelhantes,
apresentando valores de P>0-05, também ndo havendo diferenca entre os tipos de fluido (P>0-05).
N&o houve interacdo entre tipo de fluido, sexo ou is6topo (P>0-05). Em relacéo ao sexo, como machos
foram mais pesados estes apresentaram mais massa magra (kg) e massa gorda (kg) do que fémeas
(P<0-05). No entanto, a composicdo corporal ndo diferiu entre machos e fémeas em composicéo

percentual de massa magra e massa gorda (P>0-05).



684  Tabela 5. Razdo Nd/No, massa magra e massa gorda de gatos machos e fémeas durante o experimento dois.

Fluido corporal - 1 P-valor
Sangue Saliva Urina Media EPM Fluido Sexo Isétopo
Nd/No
Macho 1.06 1.07 1.14 1.09 0.01
Fémea 1.07 1.09 1.09 1.08 0.01
Média 1.07 1.08 1.12 01494 07849 02529
Massa magra (kg) *
Macho 3.41 3.52 3.73 3.55 0.08
Fémea 2.75 2.83 2.87 2.79 0.08
Média 3.08 3.18 3.19 0-1326 <0-0001  0-1925
Massa magra (%)"
Macho 75.3 77.6 83.0 78.6 2.05
Fémea 73.9 76.4 76.8 75.7 2.05
Média 74.7 77.2 77.2 01796 0-2135  0-2188
Massa gorda (kg) *
Macho 1.13 1.02 0.95 1.03 0.07
Fémea 0.96 0.86 0.84 0.88 0.07
Média 1.04 0.94 0.98 0-1657 0-0005  0-2973
Massa gorda (%)”
Macho 24.6 22.3 20.8 22.5 1.48
Fémea 26.0 23.5 22.9 24.1 1.48
Média 25.2 22.7 23.7 0-0704 0-3563 02745
685 “Valores de massa magra (kg e %) e massa gorda (kg e %) calculados com is6topo de 20.
686 ¥Nao houve interagdo fluido*sexo, fluido*isotopo, sexo*isotopo e fluido*sexo*isétopo (P>0+05).
687 L EPM = erro padrdo da média (n= 7 gatos por sexo para sangue e saliva; n=6 para machos e n=4 para fémeas na urina)

688
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A producdo de CO: e as estimativas de GED ndo variaram em func¢do do fluido empregado

(P>0-05). No entanto, as estimativas com emprego de sangue e saliva foram numericamente mais

proximas do que as com urina. Em relacdo ao sexo, 0s gatos machos apresentaram maior producéo

de CO2 e GED do que as fémeas, tanto este expresso em MJ/kg massa corporal®®’/dia como em MJ/kg

massa magra®®’/dia (P<0-001), representados na Tabela 6. Como estas estimativas foram realizadas

com a equacdo de dois pontos, foram comparados os resultados obtidos com os valores de isdtopos
dos dias 7, 10 ou 14 (Figura 3), obtendo-se resultados de GED semelhantes (P=0+269).

Tabela 6. Produgdo de CO> e gasto energético diario de gatos machos e fémeas durante o experimento

dois. Valores expressos com a média dos dias 7, 10 e 14 de decaimento dos is6topos.
Fluido corporal Média EPM? P-valor
Sangue  Saliva Urina Fluido Sexo  Fluido*Sexo
CO2 (mol/dia)
Macho 1.6 1.6 1.7 1.6 0.05
Fémea 1.1 1.1 1.2 1.2 0.05
Média 14 1.3 1.5 0-5248 <-0001 0-9621
kcal/kg peso corporal®®7/dia”
Macho 326.4 3256 3440 3318 250
Fémea 263.3 2604 289.2 2708 2.80
Média 294.6 293.0 316.8 0-4732  0-0007 0-9663
kcal/kg massa magra®®’/dia *
Macho 396.6 387.4 3887 390.8 240
Fémea 323.9 316.0 349.0 329.8 260
Média 360.3 351.9 369.0 0-6727 0-0004 0-6358
Fluxo de dgua (mL/kg®%’/dia) *
Macho 61.6 64.2 608  62.2 2.21
Fémea 60.1 61.6 65.1 623 2.34
Média 60.9 62.9 63.0 0-8154 09744 0-6949

698
699
700
701
702

“ Gasto energético calculado com a média dos trés dias de decaimento

" Teor de massa magra estimado com o isétopo 80 e célculo com a média dos trés dias de decaimento.

*Fluxo de &gua estimado com Nd e Kd e média dos trés dias de decaimento.

1 EPM = erro padrdo da média (n= 7 gatos por sexo para sangue e saliva; n=6 para machos e n=4 para

fémeas na urina)
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7 days
10 days
B 14 days

Figura 3. Gasto energético diario (MJ/kg PC%®/dia) de gatos machos e fémeas, estimados
considerando decaimento de is6topos no compartimento sanguineo nos dias 7, 10 e 14 durante o

experimento dois.

Comparagao independente do sexo do GED (kcal/kg peso corporal®®’/dia) estimado pelos trés
fluidos corporais e pelo método de consumo de alimento foi realizada pelo teste estatistico proposto
por Bland e Altman (1986) e por Correlacdo de Pearson dos métodos, como apresentado na Figura 4.
A diferenca entre as estimativas do sangue com a saliva apresentou viés de 1.7 MJ/kg®®’/dia com
variacdo de 61.7 e -58.2 e coeficiente de correlacdo de 0.86, enquanto entre sangue e urina viés de —
19.1 MJ/kg®®"/dia e variacdo de 160.8 a -199 e correlacio de 0.27 e, por Gltimo, DLW utilizando o
fluido sangue e método de consumo de alimento com viés de -54.7 MJ/kg®®"/dia com variacio de
45.1 a -154 e correlagdo de 0.51. Por fim, a estimativa de GED pelo método da agua duplamente
marcada utilizando sangue com a obtida pelo método de consumo de alimento esta apresentada na
Figura 5. Pode-se notar que houve diferenca estatistica entre os resultados obtidos pelos dois métodos
(P<0-0043) e entre os sexos (P=0-0133). Fémeas com o0 método do DLW apresentaram médias de
259 MJ/kg®"/dia e com o método do consumo 338 MJ/kg®®’/dia, enquanto que machos apresentaram
médias 330 MJ/kg®®’/dia e 359 MJ/kg®®’/dia, respectivamente.
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Figura 4. Comparacio Bland e Altman do gasto energético diario (kcal/kg peso corporal®®’/dia) de

gatos pelo método da agua duplamente marcada, comparando fluido sangue com fluidos alternativos

saliva (A) (n=14) e urina (B) (n=10) e, método da agua duplamente marcada medido no sangue

comparado ao método de consumo de alimento (C) (n=14), seguidos de suas respectivas Correlacdes
de Pearson, Al (R=0.86; p<0-0001), B1 (R=0.27; p=0-4411), e C1 (R=0.51; p=0-0604). Valores

conjuntos de machos e fémeas, determinados pela média dos dias 7, 10 e 14 de decaimento dos

isGtopos com o método DLW e, para 0 método do consumo de alimento valores médios de GED em

14 dias.
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E3 Double Labeled Water
&3 Food Intake

Figura 5. Comparagdo entre o GED de gatos machos e fémeas, estimados pelo método de consumo
de alimento e pelo método DLW com o fluido sangue, durante o experimento dois. 8 = diferencas
entre métodos, dentro de um mesmo sexo (P<0-05). ° = diferencas entre sexos, dentro de um mesmo
método (P<0-05).

Discussao

No método da agua duplamente marcada, 0s pontos de enriquecimento mensurados na
literatura envolvem desde 1 até 8 horas de enriquecimento (CENTER et al, 2011; NGYUEN et al,
2004; KANCHUK et al., 2003), periodo onde se estabilizou a incorporacdo dos is6topos no
contingente de dgua corporal dos animais deste estudo com ponto maximo de enriquecimento de 5 h
e 20 minutos, corroborando com Speakman et al., (2001) que encontrou equilibrio maximo de 2H e
80 no periodo de 5 e 6 horas em cées. Os dias de decaimento foram semelhantes, ndo interferindo
nos calculos de gasto energético e fluxo de agua, como encontrado por outros autores
(BERMINGHAM et al., 2013; SPEAKMAN et al., 2001). Mais de um dia de decaimento deve ser
mensurado para minimizar possiveis variagcdes ou erros de coleta e/ou analise, como contaminacao
da amostra e armazenamento inadequado, devido a criteriosidade do método da DLW (GUIDOTTI
etal., 2013; FERRIOLLI et al., 2008).

Os valores analisados de ?H e 20 e os coeficientes angulares do decaimento dos is6topos na
saliva foram semelhantes aos analisados no sangue em todos os momentos coletados, assim como
verificado no estudo de Schoeller et al., (1981) a semelhana entre estes dois fluidos corporais em
seres humanos. O menor valor de enriquecimento dos is6topos encontrado foi na urina. A diferenca
neste periodo de coleta da urina em comparagdo com o sangue ja era esperado. O pool de urina
remanescente na bexiga urinaria dos gatos antes da aplicacdo dos isotopos mascara seu verdadeiro

enriquecimento isotdpico. A producdo media de urina em gatos saudaveis gira em torno de 1 mL/h/kg
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de massa corporal (GRAUER, 2005), portanto, para coleta do ponto de enriquecimento do is6topo na
urina neste método, a bexiga urinaria deve estar completamente vazia antes da aplicacdo de 2H e 20.
Estudo com gatos utilizaram a técnica de cistocentese para coleta de urina no ponto de enriquecimento
(NGUYEN et al., 2004). Para garantir o esvaziamento completo da bexiga urinaria, esta técnica
poderia ter sido usada, porém torna 0 método menos préatico, confrontando com o objetivo deste
estudo. A coleta de enriquecimento do ?H analisado na urina apresentou valores 7,5% menor
comparado com o sangue, ndo enriquecendo totalmente este fluido com os is6topos. Neste estudo,
valores de urina enriquecida ndo obtiveram confiabilidade para os célculos das varidveis. O contrario
pode ser visto com os tempos de decaimento que foram iguais para todos os fluidos analisados.
Schierbeeck et al., (2009) encontrou valores semelhantes de ?H e 80 em amostras de urina e saliva
de criancas com paralisia cerebral concluindo ser a amostra de saliva a mais indicada para 0 método
da DLW devido a sua coleta obter momento exato e pela producdo imediata de saliva, ao contrério
da urina que permanece na bexiga urinaria até atingir o estimulo para mic¢do. Nguyen et al., (2004)
utilizou a principio coletas de urina para analise de decaimento dos isétopos em gatos, permanecendo
estes animais periodo de 3 horas em gaiolas metabolicas. Quando a urina ndo era obtida neste periodo,
amostras de sangue eram coletadas para 0 método da DLW. Devido aos valores analisados dos
isotopos nos dias de decaimento serem semelhantes em todos os fluidos coletados, a possibilidade de
mesclar o uso destes fluidos no método do DLW ¢é interessante. Como exemplo, pode-se coletar
sangue ou saliva nos tempos basal e enriquecimento e coletas de urina para o decaimento. A
semelhanca existente entre as amostras de sangue e saliva neste estudo sdo validas para todos 0s

pontos de coletas deste método.

A medida que o tempo decai no platd de enriquecimento, o 2H se espalha por vias menos
acessiveis, incorporando-se além da dgua para aminoacidos, aumentando o valor de seu contingente
de gua corporal (SPEAKMAN et al., 2001). O contingente de agua corporal de 30 é menos variavel
e acompanha 0s processos metabdlicos da &gua com maior precisdo comparado com o 2H
(SAGAYAMA et al, 2016). Portanto, um fator de correcdo (f) no célculo de contingéncia da agua
corporal de deutério deve ser realizada para a composicao corporal. As médias da relacdo Nd/No para
gatos machos e fémeas foram de 1.06 para o sangue e 1.08 para a saliva, apresentando valores
condizentes com o intervalo de 1.01 a 1.10 tanto em mamiferos como em humanos (SPEAKMAN,
1997). No entanto, a urina apresentou valor médio maior, 1.12. Este intervalo da relagdo Nd/No
segundo Speakman (1997), além de envolver estudos com seres humanos, difere em protocolos e
intervalos de amostragem, dose administrada, via de administracdo (endovenosa ou por via oral) e
tipo de amostra utilizada para o equilibrio entre os contingentes de agua corporal para *H e 20

(SPEAKMAN et al., 2001). Os valores encontrados da relacdo Nd/No no sangue e na saliva de gatos
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machos e fémeas parece representar com mais acurécia esta diferenca entre os contingentes de 4gua

corporal.

Os valores calculados de composicao corporal, producdo de CO2, GED por MJ/Kg peso
corporal®®’/dia e por MJ/kg massa magra®®’/dia e, fluxo de agua ndo diferiram entre os fluidos.
Apesar do GED néo apresentar diferenca estatistica entre os fluidos, a diferenca existente entre o
fluido sangue e urina para 0 método DLW é evidentemente diferente no grafico Bland e Altman. A
diferenca entre as médias de sangue e urina variam entre +160.8 e -199 MJ/kg de massa
corporal®®/dia, variages importantes quando aplicadas para avaliacio da necessidade energética de
gatos. Esta diferenca pode ser explicada pela uso do valor analisado dos isétopos na amostra
enriquecida de urina, que apresentou valores ndo t&o enriquecidos quando comparados com 0 sangue
e a saliva. A comparacao entre os métodos de consumo alimentar e DLW apresentaram diferencgas
consideraveis no valor do GED. Porém, o periodo avaliado do método do consumo de alimento, de
apenas 14 dias, foi muito curto para obter valores confiaveis de energia consumida diariamente pelos
animais, com margem para interpretacGes incorretas. Mensurar o GED pelo método do consumo de
alimento deve ser realizado por periodos mais longos. Porém, diferenca de gasto energético médio
entre 0 método do consumo de alimento avaliado por 26 semanas e, do DLW, foi visto no estudo de
Nguyen et al., (2004) entre gatos castrados machos e fémeas, cujo 0os machos apresentaram valores
40% maiores para 0 método do consumo e fémeas 21%. Neste estudo também foi verificado valores
percentuais maiores para 0 método do consumo de 8% para machos e 23% para fémeas.

O efeito de sexo verificado a partir do enriquecimento até o Gltimo dia de decaimento
mensurado nos isétopos, assim como a diferenca dos coeficientes angulares do mesmo isétopo entre
0s sexos pode ser explicado pelo uso de dose fixa da solucdo isotdpica aplicada. Como as fémeas do
estudo séo mais leves que os machos, ao aplicar mesma dose para ambos 0s sexos, 0 enriquecimento
em fémeas apresentou valor maior devido a sua menor area corpOrea. A massa gorda e a massa magra
de ambos os sexos em porcentagem ndo apresentou diferenca significativa. Em valores absolutos,
machos apresentaram 200 gramas a mais de gordura que fémeas, ndo interferindo metabolicamente
na incorporacédo dos isétopos. A dose fixa administrada ndo interferiu no comportamento linear dos
isdtopos nos machos, verificado pelo coeficiente angular das retas de decaimento (Figura 2), sendo
altamente correlacionado em todos os fluidos estudados entre machos e fémeas. Tanto as fémeas
como os machos deste estudo ndo apresentaram sobrepeso ou obesidade, considerando animais
magros com porcentagem de massa gorda de até 25% (TOLL et al., 2010). Apesar da porcentagem
de massa magra ser estatisticamente semelhante entre os sexos, 0 GED de fémeas foi menor
comparado com machos, mesmo quando calculado por kg de MM®57, Em valores absolutos de massa

magra, machos apresentaram 640 gramas a mais que fémeas. Outros estudos verificaram GED por
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kg de massa muscular®®” semelhantes entre os sexos (CENTER et al., 2011), porém a composic&o
corporal foi realizada por método MF-BIA (Impedancia bioelétrica de multiplas frequéncias) que
especifica o teor de massa muscular, diferentemente do método da composicédo corporal por deutério,
correspondendo ao teor de massa magra composto por massa muscular+massa 6ssea. Esta diferenca
de métodos entre os dois resultados pode explicar o GED de machos ser maior do que de fémeas

mesmo quando comparado pela massa magra.

O fluxo de &gua reflete a &gua presente no alimento, 4gua de bebida e a &gua
metabolica (BALLEVRE et al., 1994). Entre os sexos ndo houveram diferencas no fluxo de agua,
diferentemente do gasto energético, cujo os machos apresentaram fluxo de agua 25% menor. A
composicdo da dieta interfere diretamente na ingestdo hidrica de gatos. Dietas com alta proteina
tendem a aumentar a ingestdo hidrica independente da kcal consumida (WELLMAN, DIBARTOLA
& KOHN, 2007). Ballevre et al., (1994) ao calcular o fluxo de agua em gatos (2 machos e 1 fémea),
obtiveram valores 36% menores de fluxo de agua comparados com o GED pelo método da DLW,

cujo os gatos consumindo dieta com 29% de proteina bruta e 3,2 kcal/g de energia metabolizavel.
Concluséo

Todos os pontos de enriquecimento e decaimento estudados resultaram em estimativas
semelhantes do gasto energético diario, podendo ser empregados no estudo do metabolismo de
energia e agua de gatos. O fluido saliva pode ser empregado em substitui¢do ao fluido padréo sangue,
tanto para se estabelecer o enriquecimento como o decaimento dos isotopos. O fluido urina ndo se
mostrou confiavel para o estabelecimento do enriquecimento isotopico, mas € alternativa para a
determinacdo do decaimento. Apesar de gatos machos e fémeas terem apresentado composicdo
corporal semelhantes, machos demonstraram maior gasto energético, tanto em relacdo ao peso

corporal como massa corporal magra.
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