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Resumo: Com o objetivo de propor método menos invasivo e simples para obtencdo da composi¢do corporal (Cig), gasto
energético (GE) e turnover hidricg (TH), foi avaliado o uso de ar expirado (AE) para mensuracéo do oxigénio-18 (- O), sem
0 uso concomitante de deutério (“H), em alternativa ao método da agua duplamente marcada (ADM). Foram utilizados seis
caes da raca Beagle por um periodo de 13 dias (d). Apds jejum alimentar de 12 horas (h) e hidri 2co de 4h, arrl1§stras deAEe
sangue basal foram coletadas. Posteriormente, os cdes receberam por via subcuténea 0,12g de “H e 2g de ~~0O/kg de &gua
corporal. Para avaliagdo do enriquecimento, amostras de sangue e AE foram tomadas nos tempos 2, 3, 4 e 5h apds aplicacéo
da ADM. Para avaliacdo da taxa de eliminacdo, aos 3, 5, é 9, 11 e 13d, amostras de sangue e AE foram coletados. Para
estudo do equilibrio isotépico, devido ao fracionamento de 1 (0] foilgmpregado fator de correcéo 1,04 sobre a concentragéo do
isétopo. Nao houve (P>0,05) nos valores de enriqueﬂ';mento de ~~ O, bem como nos resultados de CC, GE e TH dos caes
estimados pela ADM (plasma) ou pelo AE utilizando ~~O. O uso do AE demonstrou ser seguro e menos invasivo, com ampla
aplicagdo em animais saudéveis, além de facilitar estudos em pacientes hospitalizados e domiciliados.
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QUANTIFICATION OF OXYGEN-18 ON EXPIRED AIR TO DETERMINE THE BODY
COMPOSITION, ENERGY EXPENDITURE, AND WATER TURNOVER IN DOGS

Abstract: With the aim of proposing a less invasive and simple method for obtaining body compolsétion (CQ), energy
expenditure (GE), and water turnover (TH), the use of expired air (EA) for measuring oxygen-18 (~-O) was evaluated
without the concomitant use of deuterium (“H) as an aternative to the doubly labeled water method (DLW). Six Beagle dogs
were used for a period of 13 days (d). After 12-hour (h) fa% and 4-h hydrlaéion, basal EA and blood samples were collected.
Subsequently, the dogs received subcutaneously 0.12g of “H and 2g of ~~O/kg of body water. For enrichment evaluation,
blood and AE samples were taken at 2, 3, 4, and 5 h after DLW application. For elimination rate evaluation, blood and EA
samples were collected at 3, 5, 718, 11, and 13 days. For isotopic equilibrium study, acorre(itéon factor of 1.04 was applied to
the isotope concentration due to ~ O fractionation. There was no difference (P>O.015g in the O enrichment values, aswell as
in the CC, GE, and TH results of dogs estimated by DLW (plasma) or EA using ~~O. The use of EA showed to be safe and
less invasive, with wide application in healthy animals, as well as facilitating studies in hospitalized and domiciled patients.
Keywords. Doubly labeled water method; equilibrium; elimination rate.

Introducéo: O método da ADM é referéncia para estudos metabdlicos em seres humanoae anigmis (Speakman, 1998), seu
emprego comumente inclui avaliagBes no soro ou plasma. A incorporagéo dos is6topos de “H e =~ na &gua corporal permite
%esti mativa da CC, a diferenca nas &axas de eliminagéo dos dois isdtopos permlige se estimar 0 GE, e ataxade eliminagdo de

H se conhecer o TH. Enquanto o “H é perdido apenas na forma de agua, o ~~O é eliminado tanto pela &gua quanto pelo
diéxido de carbono (CO2) (Schoeller et al.,1986). Considerando-se a importéancia do desenvolvimento de métodosi gnais
simples e menos invasivos, o objetivo deste estudo foi validar o uso do AE para obtencdo do enriquecimento de =~ O e
adaptar as equacdes existentes para Sstimativa da CC, GE e TH de c8es (Podlesak et al., 2007; Coward, 1988), de forma
menosinvasiva e sem a utilizag&o de “H.

Material e M étodos: Foram utilizados 6 cées adultos (5,8+2,0 anos; 14,8+1,1kg). Os cées foram submetidos a jejum
alimentar de 12 h e hidrico de 4 h e em seguida pesados. Amostras basais de sangue foram col etgdas daveia i’ggular ede AE
com uso de méscara (Pacheco et al., 2024). Os cées receberam por via subcutanea 0,12g de “H e 2g de ~~O/kg de agua
corporal. Para avaliagdo do enriquecimento, amostras de sangue (com uso de cateter) e de AE foram tomadas nos tempos 2, 3,
4 e 5h ap6s administragdo da ADM. Para estudo da taxa de eliminagéo, amostras de sangue e AE foram tomad%%apés 3,57,
9, 11 e 13 dias . As amostras de AE foram armazenadas em vials de 12 mL para andlise de razéo isotépicade =~ O (ABCA2,
SerCon, UK). A cada coleta 3 mL de sangue eram retirados e depositados em tuboszvacu{gi ner com anticoagulante, sendo o
plasma recol hido e armazenado a -20°C para posterior andlise de razéo isotépicade “H e - O (EA Isolink - DeltaV, Thermo
Fisher Scientific, USA). Na ADM, a CC foi calculada segundo Schoeller, et al. (1996), a producdo de CO2 e o GE seguiram
as equagdes de Ballevre et al. (1994) e o TH o proposto por Hendriks et al. 1(81999). Para o AE, as equacgBes foram adaptadas
para que os dados de “H fossem esti maéjos algartir das concentracfes de ~ O, utilizando-se a constante de fracionamento
proposta de 1,04 e de decaimento entre “H e ~~O de 0,75, ja que o fracionamento de saida entre agua e CO2 sdo constantes
(Coward, 1988). Os resultados obtidos foram comparados por Bland-Itman e ANOV A (P<0,05).

Resultado e Discussdo: Durante o equilibrio isotépico foi observado menor concentragéo (4+0,5%) de 18O em AE em
relacdo ao plasma (P<0,05), enquanto nos momentos basal e de decaimento estas foram semel hantes (0,8+0,2%; P>0,05). Os
resultados obtidos assemelham-se ao verificado para seres humanos, sendo possivel aplicar fator de correcéo de 1,04 definido
por Wong et al. (1988). Esta variagdo parece estar relacionada ao fracionamento do equilibrio isotépico nas moléculas de



CO2 e agua nos pulmdes, a temperatura corporal (Bryant e Froelich, 1995). Quando comparado os resultados de 180 em
plasma e AE ap6s correcédo, estes foram semelhantes (P>0,05) com elevada c%rel acdo na comparacdo de Bland-Altman
(P<0,05; r“ 0,99), demonstrando ser eficaz a determinagdo da concentragédo de ~~ O no ar expirado (Figura 1). O equilibrio
isotépico ndo se estabeleceu as 2h, perm]a_\gecendo estavel nos momentos 3, 4 e 5 h que podem ser adotados nos estudos.
Quando estimada a CC, GE, TH com 0 ~~0O no AE ou pela ADM (Tabela 1) n&do foram encontradas difertiggas para as
variaveis avaliadas (P>0,05). A adaptacdo das equacdes para calcular as variaveis a Bartir do fracionamento de ~~O mostrou-
se viavel, ndo impactando nos resultados obtidos e tornando desnecessario o uso do “H para a obtengéo dos dados de CC, GE
e TH. Desta maneira, o uso do AE mostrou-se ferramentainovadora, segura, acurada, menosinvasiva e laboriosa que a coleta
de sangue para determinacdo dos parametros pela ADM, tornando o método mais aplicavel em estudos nutricionais tanto para
animais saudaveis quanto aqueles em ambiente hospitalar ou domiciliar.
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Figura 1. Curva de enriquecimento e decaimento dos isétopos de ?H (m) e 80
em plasma (*) e 80 em ar expirado (A) de cdes apds corregao no periodo de
equilibrio isotépico (n=6).

Tabela 1. Composigao corporal, gasto energético e turnover hidrico de caes estimados pela agua duplamente marcada (ADM) ou
pelo ar expirado (AE) com uso de '80.

Agua Corporal (%) Massa gorda (%) Massa magra (%) Ciﬁg;%g;f{%:t:;o TE’n:L?:;gﬂ:g['a?D
Animal ADM’ AE? ADM AE ADM AE ADM AE ADM AE
1 58,26 59,67 20,41 18,49 79,59 80,51 125,18 122,01 106,56 114,99

2 49,43 50,90 32,47 30,46 67,93 69,54 133,06 137,97 168,32 164,77

3 48,45 49,73 33,81 32,06 66,19 67,94 139,83 141,54 146,44 150,94

4 52,84 55,29 271 25,46 72,19 75,54 150,22 148,02 149,30 159,70

5 45,06 45,25 38,45 36,82 61,55 63,18 131,07 137,20 183,12 176,20

6 51,37 52,50 29,82 28,27 70,18 71,73 118,89 114,98 124,51 134,01

Média por metodo 50,90 52,23 30,34 28,59 69,61 71.41 133.04 133,62 146,21 152,58

Média geral 51,56 2947 70,51 133,33 149,40

EPM? 0,76 0,58 0,59 0,31 0,14
P-valor* 0,58 0,75 0,55 0,92 0,62

1Agua duplamente marcada. 2 Ar expirado. ? Erro padrao da média. * P-valor da andlise de variancia

Conclusao: Foi necesséria a aplicacdo do fator de correcéo de 1,04 para obtencéo de valor preciso de 18O no AE éiuranltg o]
enriguecimento. A adoc¢do da constante de fracionamento isotopico de 1,04 e razéo de decaimento de 0,75 entre “H e =~ O
permitiu empregg acurado das equacdes e a obtencdo de estimativas precisas da CC, GE e TH de cées a partir da
concentracdo de —~O no AE.
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