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Resumo: O método indireto de oxidagdo de aminoacidos (IAAQ) usando 13C—Fenilalanina (13C—Phe) € minimamente
invasivo, seguro, acurado e pode ser empregado na determinacdo da necessidade minima de proteina (NMP). O objetivo deste
trabalho foi estudar protocolo prético que ndo necessite de restricdo do animal para avaliacdo da NMP, que possa vir a ser
aplicado para c@es de laboratério, domiciliados, ou que apresentem comorbidades. Trés protocolos e cinco niveis proteicos
(6%, 8%, %O%, 12% e 14%) foram usados. Estes diferiram entre periodo de coleta, inicio do enriquecimento, quantidade de
dosesde 1 C-Phe e numero de alimentagBes. Todos 0s cées atingiram em todos os teores proteicos o platd de enriquecimento
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de "“CO2. Ng entanto, o tempo para alcancar o platd e a acuracia variou entre os protocolos. P1 - 183,7 min (r“ = 0,39); P2 -
170,6 min (r= = 0,81); P3 - 105,4 min (r* = 0,65) (P<0,05). Dentre os protocolos avaliados, o P% goi 0 mais acurado em
estimar o enriquecimento de ~~CO2 e a NMP (r==0,96), este incluiu 7 alimentacbes e 5 doses de ~~C-Phe, com coletas se
iniciando 90 minutos apds a o inicio do enrigquecimento isotopico. Em relaco a determinacdo da NMP, valores minimos de
proteina bruta (PB) préximos & 10% e intervalo de confianga (> 95%) de 12% de PB foram observados para cées.
PalavrasChaves: IAAQ; isotopos estaveis, 13C-Fenilalanina.

DETERMINATION OF A MINIMALLY INVASIVE PROTOCOL TO ASSESS PROTEIN
REQUIREMENT IN DOGS—-PILOT STUDY

Abstract: Theindirect amino acid oxidation method (IAAO) using 13C-PhenyIaJanine (13C-Phe) isminimally invasive, safe,
and accurate and can be used to determine the minimum protein requirement (MPR). The objective of this study was to
evaluate a practical protocol that does not require restriction of the animal to evaluate MPR, which could be applied to
laboratory dogs, domiciled animals, or those with comorbidities. Three protocols and five crude protein Ieilgls (6%, 8%, 10%,
12% and 14%) were used. These differed Lfgtween collection periods, start of enrichment, number of ~~C-Phe doses and
number of feedings. All dogs reached the “~CO2 enrichment pl %\teau at all protein levels. I—éowever, the time to reach the
plateau and accuracy varied between protocols: P1 - 183.7 min (r“ = 0.39); P2 - 170.6 min (r~ = 0.81); Pias- 105.4 min (r* =
8.67) (P<0.05). Among the protocols evaluated, f was the most accurate in estimating the enrichment of “~CO2 and MPR (r
=0.96), it included 7 feedings and 5 doses of ~~C-Phe, with collections starting 90 minutes after the isotopic enrichment.
Regarding MPR determination, minimum crude protein (CP) values close to 10% and a confidence interval (> 95%) of 12%
CP were observed for dogs.
Keywords. IAAO; stable isotopes; 13C- Phenylaanine.

Introducgdo: A determinagdo NMP dos animais € historicamente desafiadora. O uso de is6topos estaveis para sua
determinagdo tem sido extensivamente eﬂudalgo em humanos (Coutney-Martin et al., 2016; Matsumoto et a., 2023), embora
pouco investigado em caes. O IAAQ usando ~~C-Phe como tragador € uma abordagem minimamente invasiva, segura, répida
e precisa que permite a avaliagdo da necessidade proteica (Elango et al., 2012). Seu uso em cées através do ar expirado é
inovador e apresenta potencial significativo para estudo das recomendagtes de inclusdo de proteinas na dieta de animais
saudaveis ou apresentando comorbidades. Diante disso, este trabalho teve por objetivo determinar protocolo minimamente
invasivo para conducdo do IAAO, sem o uso de gaiolas metabdlicas ou cdmaras respirométricas, que possa ser empregado em
cées de laboratério ou domiciliados, utilizando dietas extrusadas contendo diferentes teores proteicos.

Material e Métodos: Foi adotado delineamento em blocos casualizados, com dois blocos e um céo por nivel proteico em
cada bloco, totalizando 2 cdes em cada teor de proteina. Teores proteicos de 6%, 8%, 10%, 12% e 14% foram obtidos pelo
método da diluicdo, empregando-se dietas extrusadas contendo 28,5% e 5,8% de PB. Fenilalanina e tirosina foram
suplementadas na dieta 5,8% de PB para que ambas apresentassem teores iguais destes aminoacidos. Foram utilizados cinco
caes (14,8 £ 1,1 kg; 5,8 + 2,0 anos). Apos 2 dias de adaptacdo utilizando dieta contendo 11% de PB, estes foram testados
segundo protocolo adaptado de Bross, et al. (1998). A alimentaco dos cées foi dividida em 10, 7 ou 5 porcdes igiléais
(protocolos P1, P2 e P3) e fltérnecidas a cada 30 min. Uma dose enriquecimento inicial (El) de 0,18 mg/kg de ~~C-
Bicarbonato e 0,66 mg/kg de ~~C-Phe (Cambr'i%ge Stable Isotope, EUA) foi oferecida na quarta, sexta ou quinta alimentac&o,
seguida por 6, 4 ou 4 doses de 1,33 mg/kg de ~~C-Phe, a cada 30 min (P1, P2 e P3), fornecidas em capsulas. Amostras do ar
expirado foram coletadas a cada 30 min por meio de méascara (Pacheco et al., 2024) e analisadas para razéo isotopica
(ABCAZ2, SerCon, UK). Foram coletadas duas amostras antes do El e oito ap0s, iniciando-se 30, 90 ou 90 min ap6s o El (P1,
P2 e P3). O volume de CO2 foi obtido pelo método do : C-Bicarbonato (Larsson et al., 2012). A oxidacdo pos-prandial
aminoacidica foi obtida (Shoveller et al., 2017) e os resultados de oxidacdo e El aplicados a um modelo broken-line linear-
platd. Os dados de El foram submetidos a ANOV A e comparados por Tukey (P<0,05).

Resultado e Discusséo: O%c%s ingeriram durante o test8 ,}58; 25;31;37e43¢g PB/kg0’75. As ingestdes totais de
fenilalanina (0,36+0,01 g/kg™ " ~) etirosina (0,31+0,01 g/kg™ ") néo diferiram (P>0,05), atendendo a necessidade dos cées,



requisito do método IAAO (Elango et al., 2012). Todos os caes alcangaram o platd de enriquecimento %e 13COZ em cada
nivel %rotei O, porém o tempo pﬁ\ra o0 alcancar e a acuracia diferiu entre os protocolos: P1 - 183,7 min (r°=0,39); P2 -170,6
min (r==0,81); P3 - 105,4 min (r~ = 0,67), sendog P3 0 mais rapido (P<0,05) em alcancar o platd (Figura 1). O P2 foi o mais
eficiente em estimar tanto o El e como aNMP (r“=0,96). Essa diferenca pode estar relacionada a quantidade de fenilalanina
i&ggrida antes do El e o tempo de digestéo e absor¢éo dos animais. No P1, o El foi iniciado apos aingestdo de 0,15+0,01 g/kg

"~ de fenilalanina, desta maneira esta pode ter sido inicialmente utilizada como nutriente, resultando em protocolo pouco
eficiente. No P2 e P3 as coletas iniciaram-se 90_nin apds El e o nimero d8 %imentagé&foi reduzido, resultando em ingestéo
gefenilalani na agt% do El de 0,32+0,01 g/kg™" "~ no P2 € 0,37+0,01 g/kg™" "~ no P3, obtendo-se protocol os mais eficientes (r

=0,81; P2) e (r =0,67; P3). Em relagdo a NM P, embora esta ndo possa ser estabelecida devido ao pequeno nimero de cées
por nivel proteico, valores préximos a 10+0,2% de PB e intervalo de confianga superior a 95% de 12+0,1% de PB foram
observados, préximos aos propostos pelo NRC (2006), que por sua vez foram obtidos majoritariamente através de dietas
baseadas em aminoacidos cristalinos.
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Figura 1. Valores de enriquecimento em atomos por cento em excesso (APE) e
necessidade minima de proteina em caes (%). A, B e C referente ao
enriqguecimento nos protocolos P1, P2 e P3. A1, B1 e C1 referente a NMP nos
protocolos P1, P2 e P3. 'BLP =Ponto de quebra que representa a ingestdo
minima para oxidagdo estavel. 2IC=representa a ingestdo recomendada. 3r’=
representa o coeficiente de determinagao do método.

Conclusao: Os delineamentos propostos atenderam aos critérios para uso do IAAO e podem ser aplicados sem necessi da?g
de restri¢do dos animais em camaras resgi romeétricas. O P2 mostrou-se 0 mais preciso na estimativa do enriquecimento de
CO2 eda NMP, devido aos valores de r~ mais elevados. Vaores de NMP préximos a 10% foram observados com intervalo
de confianca préximo a 12% de PB na dieta de cées.
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