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Resumo: Isótopos estáveis são ferramentas promissoras para estudos em animais afetados por diversas condições clínicas.
Cães com doença renal crônica (DRC) frequentemente têm poliúria, o que poderia afetar a taxa de eliminação de deutério (2

H) e oxigênio-18 (18O) no método de água duplamente marcada (ADM). Este estudo comparou urina e plasma para aplicar a
ADM em cães com DRC. Amostras dos dois fluidos de cinco cães com DRC em estágios 2 e 3 foram coletadas antes (basal)
da aplicação subcutânea dos isótopos, após 3 horas de enriquecimento e aos 2, 4 e 6 dias de eliminação. As concentrações
isotópicas foram utilizadas para cálculo do gasto energético (GE), turnover hídrico (TH) e composição corporal (CC). As
concentrações isotópicas foram similares entre fluidos nos momentos basal e eliminação (P>0,05), porém foram menores na
urina no enriquecimento (P<0,05). Bland-Altman e Correlação de Pearson mostraram forte correlação entre fluidos (P<0,05).
Usando urina para detecção basal e da eliminação e o plasma para enriquecimento, resultados similares de GE, TH e CC
foram obtidos em comparação ao uso de apenas plasma (P>0,05). Concluiu-se que a urina é fluido adequado para avaliação
dos isótopos nos momento basal e de eliminação.
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URINE AS AN ALTERNATIVE FLUID FOR THE USE OF THE DOUBLY LABELED WATER

METHOD IN DOGS WITH CHRONIC KIDNEY DISEASE (PRELIMINARY STUDY) 
Abstract: Stable isotopes are promising tools for studies in animals affected by various clinical conditions. Dogs with
chronic kidney disease (CKD) often have polyuria, which could affect the elimination rate of deuterium (2H) and oxygen-18 (
18O) in the doubly labelled water method (DLW). This study compared urine and blood to apply DLW to dogs with CKD.
Samples of the two fluids from five dogs with CKD stages 2 and 3 were collected before (baseline) the subcutaneous
application of the isotopes, after 3 hours of enrichment and at 2, 4 and 6 days of elimination. Isotopic concentrations were
used to calculate energy expenditure (EE), water turnover (WT) and body composition (BC). Isotopic concentrations were
similar between fluids at baseline and elimination (P>0.05) but were lower in urine during enrichment (P<0.05). Bland-
Altman and Pearson Correlation showed a strong correlation between fluids (P<0.05). Using urine for baseline and
elimination detection and plasma for enrichment, similar EE, WT and BC results were obtained compared to using blood
alone (P>0.05). It was concluded that urine is a suitable fluid for evaluating isotopes at baseline and elimination.
Keywords: dogs; energy requirements; stable isotopes; chronic kidney disease. 
Introdução: Isótopos estáveis são traçadores metabólicos promissores para estudos em animais afetados por diversas
condições clínicas. No método da água duplamente marcada (ADM), a água corporal é enriquecida com deutério (2H) e
oxigênio-18 (18O) e suas concentrações são medidas no sangue, saliva ou urina para se estimar o gasto energético (GE),
composição corporal e turnover hídrico (TH) (GOLONI et al., 2020). Cães com doença renal crônica (DRC) comumente
apresentam poliúria devido à capacidade reduzida de concentração da urina (BARTGES, 2012), o que poderia alterar a taxa
de eliminação dos isótopos. Enquanto estudos anteriores utilizaram a urina como fluido alternativo para análise isotópica de
ADM em humanos com DRC (VILAR et al. 2021) e cães saudáveis (MARCUSSEN et al., 2023), nenhum avaliou sua
eficácia em cães com DRC. Este estudo teve como objetivo comparar a urina com o fluído padrão sangue para a análise da
concentração de isótopos na condução do método da ADM em cães com DRC. 
Material e Métodos: Foram utilizados 5 cães (5,2±1,4 anos) com DRC em estágio 2 e 3 (IRIS, 2023) (creatinina: 2,3±0,3
mg/dL; SDMA: 17,4±2,7ug/dL; densidade urinária: 1,010±0,0). A hidratação dos animais foi previamente verificada por
meio de avaliação física da elasticidade da pele, tempo de preenchimento capilar, hidratação de mucosas e da osmolalidade
sanguínea e nenhum dos cães precisou receber fluidoterapia durante o estudo. Uma dose de 0,12g de 2H2O a 99,9% atm e 2g
de H218O a 10% atm por Kg de água corporal foi injetada por via subcutânea após 12 horas de jejum alimentar e 1 hora de
jejum hídrico. Amostras de sangue e urina foram coletadas antes da aplicação (basal) e após 3 horas (enriquecimento), 2, 4 e
6 dias (eliminação) e analisadas em espectrômetro de massa de razão isotópica (IRMS; Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA). Os resultados foram aplicados a equações para se calcular o GE (Elia & Livesey, 1992), TH (Hendriks, Wamberg
& Tarttelin, 1999) e a composição corporal (Rathbun & Pace, 1945). Médias foram analisadas por análise de variância, teste t
de Student e a concordância entre os fluidos foi avaliada segundo Bland e Altman e Correlação de Pearson (P<0,05). 
Resultado e Discussão: As concentrações dos isótopos nos momentos basal e de eliminação foram semelhantes no plasma e
urina (P>0,05). A fração atômica de 2H no hidrogênio total do plasma e da urina durante os períodos basal e de eliminação
apresentou viés baixo de 0,217 (DP 3,7) ppm, alta precisão (fator de correção de viés) de 1,0, erro absoluto médio de 1,91,
erro quadrático médio de 3,6, alto coeficiente de correlação de concordância (0,99) e correlação de Pearson forte (? 0,99;
P<0,001). Para o 18O, foi observado baixo viés de -0,134 (DP 6,0) ppm, alta precisão de 1,0, erro absoluto médio de 3,4, erro



quadrático médio de 5,8, alto coeficiente de correlação de concordância (0,99) e correlação de Pearson forte (? 0,99;
P<0,001). No entanto, durante o período de enriquecimento, a concentração de isótopos foi menor na urina do que no plasma
(P<0,05). A urina provavelmente requer mais tempo para equilibrar os isótopos durante o enriquecimento, pois as amostras
iniciais podem incluir urina previamente armazenada na bexiga (Colley et al., 2007). Em comparação com o uso de plasma, a
adoção de resultados de urina para os tempos basal e de eliminação, e valores no plasma para o enriquecimento, resultou em
cálculos semelhantes do contingente de água corporal (estimado com 2H ou 18O), massa corporal magra e gorda (kg), GE
(96,7±6,8 e 91,5±7,3 kcal/kg0,75/d) e TH (110,6±17 e 114,0±33,6 mL/kg0,75/d) para os cães com DRC (P>0,05; Tabela 1).

 
Conclusão: O fluido urina pode ser utilizado com segurança para se medir a concentração de 2H e 18O nos períodos pré-
aplicação (basal) e durante os períodos de eliminação dos isótopos, como substituto do fluido padrão plasma no método da
ADM. Estudos adicionais são necessários para estabelecer o momento ideal para a coleta de urina durante o período de
enriquecimento. 
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