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RESUMO - Um modelo mecanístico que simule o crescimento durante a fase larvar de peixes deverá contribuir

para um melhor conhecimento do processo de crescimento e respectivo metabolismo, com a intenção de elucidar as

suas necessidades alimentares e desenvolver estratégias de alimentação adequadas. O modelo desenvolvido simula o

crescimento e a evolução da composição bioquímica das larvas ao longo do tempo. O modelo depende essencialmente

do consumo de alimento, sendo os nutrientes absorvidos usados para a produção de energia ou em processos de

biossíntese e é baseado na estequiometria do metabolismo intermediário. Simulações utilizando este modelo sugerem

que se deve prestar mais atenção a possíveis desequilíbrios no perfil de aminoácidos (AA) e a eventuais excessos de

lípidos no alimento usado em cultivo larvares, de forma a optimizar o crescimento. Estudos usando marcadores

isotópicos têm sido utilizados para estudar o metabolismo de AA e de lípidos em larvas de peixes e técnicas de

modelação foram aplicadas de forma a permitir uma melhor compreensão dos resultados obtidos nestes estudos. A

capacidade digestiva, bem como a utilização energética de diferentes AA, ácidos gordos e classes de lípidos, tem sido

estudada utilizando a administração de nutrientes marcados (normalmente com 14C) directamente no tubo digestivo,

através de um microcapilar. Este método permite a quantificação do nutriente marcado presente nas fezes, retido nos

tecidos da larva e catabolizado. Um outro método, combinando a utilização de alimento vivo cujas proteínas estão

marcadas com um isótopo estável com uma técnica espectroscópica/espectrométrica, permite a determinação do

enriquecimento isotópico de AA individuais e pode ser usado para estimar o perfil ideal de AA indispensáveis na

dieta. Em conjunto, estes dois tipos de técnicas de análise de fluxos de nutrientes têm permitido avanços importantes

na compreensão da fisiologia da nutrição e crescimento de larvas de peixes.
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Nutrient fluxes in fish larvae:
use of tracer studies and modelling techniques

ABSTRACT - A mechanistic simulation model of fish larval growth should contribute to a better understanding

of growth and metabolism of fish larvae. It should also assist in studying the nutritional requirements and developing

feeding strategies. A model was developed that simulates growth and biochemical composition in time. The model

is driven by feed intake, with absorbed nutrients being used for energy production and biosynthesis, based on the

stoicheometry of intermediary metabolism. Model simulations suggest that imbalanced dietary amino acid (AA)

profiles and dietary lipid excess may lead to suboptimal growth in fish larvae culture. Tracer studies have therefore

been used to study AA and lipid metabolism in fish larvae. In addition, modeling techniques have been also used in

these studies, to better interpret results obtained. Digestive capacity, as well as utilization of different AA, fatty acids and

lipid classes, has been studied using radiolabeled nutrients (normally with 14C) using a tube-feeding technique. This

method allows quantification of the tracer that is present in faeces, retained in tissues and catabolised. Another method,

combining the use of live food in which proteins are labeled with a stable isotope and a spectroscopic/spectrometric

technique that allows determination of the isotopic enrichment in individual AA, can be used to estimate ideal

dietary indispensable AA profiles. Together these two types of techniques that allow the study of nutrient fluxes

have lead to important advances in the understanding of fish larvae nutritional physiology and growth.
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Introdução

Apesar de recentemente se terem vindo a

observar progressos importantes na produção de
juvenis de peixes marinhos, para muitas espécies

esta produção continua a ser ainda insuficiente face

ao requerido pela indústria aquícola. Em parte, isto
deve-se a um conhecimento ainda limitado dos

seus requisitos nutricionais (Watanabe & Kiron,

1994; Shields, 2001). Em particular, é fundamental
aprofundar o conhecimento da fisiologia nutrici-

onal das larvas de peixes, de forma a se proceder

eficazmente a uma substituição dos organismos
zooplanctónicos vivos usados na sua alimentação

por microdietas inertes (Yúfera et al., 1996). As

larvas de peixes marinhos, quando comparadas
com as suas fases juvenis, têm uma capacidade

reduzida de digerir e absorver nutrientes (e.g.,

Rust, 2002; Rønnestad & Conceição, 2005), ainda
que, paradoxalmente, tenham taxas de crescimento

relativas muito superiores (Conceição et al., 1998).

Este elevado potencial de crescimento implica, no
entanto, que as larvas de peixes têm requisitos

muito mais elevados em termos de aminoácidos

(AA), ácidos gordos altamente insaturados
(HUFA) e fosfolípidos (PL), entre outros nutri-

entes, ainda que os seus requisitos exactos sejam

pouco conhecidos.
Quando se pretende estudar a digestão, absor-

ção e utilização de nutrientes em larvas de peixes

marinhos encontram-se vários problemas:
(1) as larvas da grande maioria de espécies

de peixes marinhos, em particular as com

interesse comercial, apresentam peque-
nas dimensões (cerca de 2-3 mm) à

primeira alimentação;

(2) o tamanho da sua boca é também normal-
mente muito reduzido, sendo necessário

que as partículas de alimento sejam muito

pequenas (tipicamente 50-150 µm), o que
cria dificuldades técnicas para a produção

de microdietas inertes;

(3) as larvas da maioria das espécies mari-
nhas com interesse comercial não apre-

sentam uma boa aceitação das micro-

dietas inertes, o que resulta muitas vezes
numa ingestão de alimento baixa e/ou

muito variável em experiências de

alimentação com larvas (Yúfera et al.,
1996; Shields, 2001);

(4) é muito difícil manipular a composição

nutricional do alimento vivo (rotíferos e

artémia salina) normalmente utilizado
(e.g., Kolkovski, 2001; Conceição et al.,

2003a; Aragão et al., 2004a), com a

excepção da fracção de lípidos neutros
ou triacilgliceróis (TAG) e

(5) é muito difícil quantificar o consumo de

alimento e a sua digestibilidade em larvas
de peixes, o que torna a interpretação dos

resultados de estudos nutricionais proble-

mática.

Com vista a tentar solucionar parte destes

problemas têm sido utilizadas técnicas de análise
de fluxos de nutrientes, nomeadamente de

modelação mecanística (e.g., Conceição et al.,

1993, 1995, 1998; Conceição & Rønnestad, 2004)
e de marcadores isotópicos (e.g., Rønnestad et al.,

2000 a,b, 2001 a,b; Conceição et al., 2001, 2002,

2003 b; Izquierdo et al., 2001; Hadas et al., 2003;
Morais et al., 2004 a,b, 2005 a,b,c, 2006; Tonheim

et al., 2004, 2005).

Este trabalho pretende fazer uma revisão das
possíveis aplicações de técnicas de modelação

mecanística e de marcadores isotópicos no estudo

de fluxos de nutrientes em larvas de peixes,
incluindo as suas vantagens e limitações.

Modelação mecanística
em larvas de peixes

A modelação de sistemas é uma técnica com

elevado potencial para melhor compreender os

requisitos nutricionais das larvas de peixe. Um
modelo mecanístico prediz o crescimento e

composição bioquímica com base nos processos

bioquímicos subjacentes (e.g., Machiels &
Henken, 1986; Gill et al., 1989; Baldwin & Sainz,

1995). Este modelo é basicamente composto por

um conjunto de equações que calculam a trans-
ferência de nutrientes entre as diferentes quanti-

dades (pools) consideradas. Para além do seu

poder de previsão, um modelo mecanístico pode
ajudar a melhor compreender o processo em estudo

(crescimento e metabolismo subjacente) e pode

ainda identificar zonas obscuras do conhe-
cimento, a serem estudadas no futuro. O desenvol-

vimento de um modelo mecanístico de crescimento

é sempre um compromisso entre uma repre-
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sentação precisa dos processos envolvidos e a

informação disponível para definir as equações

que os representam e os seus parâmetros. A mode-
lação pode ser vista como um processo contínuo

de combinação entre a informação existente num

modelo e o planeamento de novos estudos
experimentais; quanto mais informação estiver

disponível sobre o crescimento e a nutrição de

larvas de peixe, mais se pode aperfeiçoar o
modelo.

Um modelo mecanístico que simule o cresci-

mento durante a fase larvar de peixes deverá
contribuir para o conhecimento dos processos de

crescimento e metabolismo associados, de forma

a elucidar as necessidades alimentares larvares e
desenvolver estratégias de alimentação adequadas.

Conceição et al. (1993, 1998) desenvolveram

modelos que simulam o crescimento e a evolução
da composição bioquímica das larvas ao longo do

tempo e que permitem ainda estimar as trocas de

oxigénio, dióxido de carbono e amónia com o meio
ambiente. O modelo depende essencialmente do

consumo de alimento, sendo os nutrientes absor-

vidos usados para a produção de energia ou para
os processos de biossíntese e é baseado na estequi-

ometria do metabolismo intermediário. De acordo

com o modelo, em períodos de elevado consumo
de alimento e quando o perfil de AA na dieta é

desequilibrado, as perdas elevadas de AA são

inevitáveis e provocam um aumento na deposição
de lípidos (Conceição et al., 1998). Simulações

com o modelo também sugerem que um aumento

no conteúdo de lípidos na dieta provoca um
aumento no conteúdo lipídico das larvas, bem

como um pequeno efeito de poupança de proteína

(redução da proporção de AA utilizados para
produção de energia e consequente aumento da

sua deposição/retenção).

Estudos com marcadores
em larvas de peixes

Consumo de alimento
A quantificação do consumo de alimento é

essencial em qualquer estudo de nutrição, sem a
qual não se pode compreender a eficiência de

utilização dos nutrientes. Esta quantificação torna-

se ainda mais importante em estudos com larvas
de peixes, pois o consumo de alimento está inti-

mamente relacionado com o tempo de passagem

do alimento através do tubo digestivo e logo com

a eficiência de absorção dos nutrientes (Werner &

Blaxter, 1980; Boehlert & Yoklavich, 1984;
Morais et al., 2006). O uso de marcadores

isotópicos para a quantificação do consumo de

alimento é relativamente simples, podendo ser
usados quer radioisótopos (p.ex., 14C , 35S ou 3H)

quer isótopos estáveis (p.ex., 13C ou 15N). No

entanto, os radioisótopos são mais utilizados, dada
a facilidade de quantificação, com elevada

precisão, através de cintilação líquida. O

inconveniente desta técnica é a limitação a estudos
em volumes pequenos e confinados, por razões

económicas e sobretudo de segurança. O uso de

isótopos estáveis, ainda que seguro, é limitado pela
menor sensibilidade e maior custo da sua

quantificação. A quantificação do consumo pode

ser efectuada usando radiomarcadores inseridos
em nutrientes incorporados em microdietas

(Kolkovski et al., 1993; Koven et al., 1998;

Izquierdo et al., 2001; Hadas et al., 2003; Morais et

al., 2006) ou em alimento vivo (Sorokin & Panov,

1966; Govoni et al., 1982; Boehlert & Yoklavich,

1984; Tandler & Mason, 1984; Conceição et al.,
1998; Morais et al., 2006). A marcação de alimento

vivo com isótopos estáveis também já foi utilizada

(Conceição et al., 2001). Mais recentemente,
alguns trabalhos usaram as pequenas diferenças

de abundância natural de isótopos estáveis

(assinaturas isotópicas) para o estudo da
selectividade de alimento por larvas de peixes

(Jomori et al., 2005; Schlechtriem et al., 2005).

A maioria dos estudos existentes quantificou
o consumo de alimento marcado com radioi-

sótopos após uma única refeição. Este processo

consiste em deixar as larvas alimentarem-se
durante um período de tempo inferior ao tempo

de trânsito no tubo digestivo, medindo-se depois

a radioactividade na larva (Kolkovski et al., 1993;
Koven et al., 1994, 1998; Conceição et al., 1998;

Izquierdo et al., 2001). No entanto, estas medições

são normalmente realizadas após um período de
jejum e consequentemente representam o consumo

máximo de alimento. Para se obter uma medida

mais representativa da taxa de consumo de
alimento, numa situação mais usual de alimentação

em contínuo, devem fornecer-se refeições com

dietas não marcadas antes e/ou depois do período
de alimentação com a dieta marcada (Werner &

Blaxter, 1980; Morais et al., 2006).
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Estudos que incluíram a quantificação do

consumo de alimento usando este tipo de técni-

cas permitiram avanços importantes na nutrição
de larvas de peixes marinhos. Kolkovski et al.

(1993) demonstraram que uma das principais

razões para o pouco sucesso da utilização de
microdietas inertes em larvas de peixes marinhos

se devia às baixas taxas de ingestão destas, suge-

rindo que a formulação e tecnologia de produção
das microdietas teria de ser melhorada conside-

ravelmente com vista a aumentar a sua atracti-

vidade. Koven et al. (1994, 1998) e Izquierdo et

al. (2001), usando também microdietas marcadas

com radioisótopos, verificaram um aumento do

consumo de alimento em larvas de dourada
(Sparus aurata) quando as microdietas continham

níveis mais altos de fosfatidilcolina, sugerindo um

efeito fagoestimulante para este lípido. Mais
recentemente foi demonstrado que o nível de

lípidos na dieta tem pouca influência na regulação

do consumo de alimento em larvas de dourada, ao
contrário do que parece acontecer em peixes

juvenis e adultos e que a composição da dieta em

ácidos gordos parece ser mais importante neste
aspecto (Morais et al., 2006).

quando o tubo digestivo se encontra vazio),

permitindo assim calcular a sua absorção (e.g.,

Rust et al., 1993; Rust, 1995). Este modelo
simples, baseado em apenas dois compartimentos

e com um único ponto de amostragem, pode

adquirir diferentes graus de complexidade ao
incluir compartimentos suplementares (p.ex.,

órgãos distintos) e/ou cinéticas de transferência

entre compartimentos ou componentes específicos
desses compartimentos (p.ex., AA livres ou

proteínas; Rønnestad et al., 2000 a,b, 2001 a,b,

2003; Conceição et al., 2002; Rojas-García &
Rønnestad 2003 a,b; Aragão et al., 2004b; Morais

et al., 2004 a,b, 2005 a,b,c; Tonheim et al., 2004,

2005). No entanto, o número de compartimentos
passível de análise é grandemente limitado pelo

exíguo tamanho das larvas, que dificulta a

dissecção de órgãos distintos. Por exemplo, o tubo
digestivo é normalmente facilmente dissecado mas

nem sempre é possível isolar por completo órgãos

distintos, como o fígado, que acabam por ser
analisados conjuntamente, como parte de uma

estrutura anatómica englobando vários órgãos. A

principal limitação deste método para estudos de
cinética de absorção intestinal é o facto da

amostragem ter de ser feita após evacuação total

do alimento radioisotópico. Isto devido à
dificuldade em separar o tecido intestinal dos

conteúdos luminais, o que poderia levar à inclusão

de uma fracção variável ainda passível de ser
evacuada. No entanto, desde que a amostragem

seja feita em períodos superiores ao tempo de

evacuação total da refeição radioisotópica, o
método é válido e preciso para estimativas de

digestibilidade ou de taxas de absorção de

diferentes nutrientes ou alimentos.
De modo a estudar a digestibilidade e

metabolismo proteico em larvas de peixes usando

o método de tube-feeding é necessária uma
proteína modelo que possa ser administrada numa

solução fisiológica. Nos últimos anos têm sido

desenvolvidos intensos esforços no sentido de
sintetizar uma proteína modelo apropriada para

este tipo de estudos, dado que as proteínas

radioisotópicas actualmente disponíveis no
mercado são marcadas através de 14C-metilação,

o que altera as suas características químicas

(Rojas-García & Rønnestad, 2003 a,b; Rønnestad
et al., 2003; Tonheim et al., 2004, 2005). Uma

das abordagens testadas foi a adição de H14CO
3
 a

Digestão e absorção de nutrientes
A abordagem usualmente designada por hot

chase é um método de análise de fluxos de

nutrientes que consiste em seguir e quantificar a
distribuição de um radioisótopo (p.ex., 14C, 35S,
3H) em diferentes compartimentos. Neste método,

a larva é alimentada com presas vivas incorpo-
rando um radioisótopo durante um período de

tempo inferior ao trânsito intestinal, ou, alterna-

tivamente, o nutriente marcado radioactivamente
é administrado directamente no tubo digestivo da

larva através de um microcapilar (processo

conhecido como tube-feeding). Tipicamente, a
distribuição do radioisótopo é analisada em

diferentes compartimentos corporais (absorção ou

retenção), na água de incubação das larvas
(evacuação) e numa câmara metabólica (oxidação;

ver abaixo). Deste modo, este método possibilita

estudos de digestibilidade, assim como estimativas
de taxas de absorção intestinal, catabolismo e

retenção de diferentes nutrientes (ver abaixo). No

caso mais simples, o conteúdo do radioisótopo é
quantificado (por cintilação líquida) na larva e na

água, uma vez terminado o processo digestivo (i.e.,
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cultivos de algas, mas o sucesso deste método foi

limitado dado o baixo rendimento e pureza da

proteína algal purificada, devido à contaminação
por carbohidratos marcados (Tonheim et al.,

2004). Um método mais eficaz foi a incorporação

in vivo de AA marcados uniformemente em
proteínas de serum de salmão (Tonheim et al.,

2004, 2005). Hovde et al. (2005) desenvolveram

um método mais sofisticado e com um elevado
potencial de produção de proteínas especifica-

mente sintetizadas para estudos precisos. Este

consiste em inserir mRNA que se traduz em
proteínas específicas em culturas bacterianas

suplementadas com 14C-AA uniformemente

marcados. No entanto, este método não é ainda
correntemente aplicado dado o seu elevado custo

e dificuldade técnica. Apesar destes constrangi-

mentos, vários estudos realizados nos últimos anos
utilizando uma 14C-proteína administrada através

de tube-feeding e usando uma abordagem de hot

chase permitiram confirmar teorias pré-existentes
de que a ausência de um estômago funcional nas

larvas de peixe afecta a sua capacidade de proces-

samento das proteínas alimentares. Adicional-
mente, foi demonstrado que esta limitação está

associada essencialmente a uma baixa capacidade

proteolítica e não absortiva do tubo digestivo, uma
vez que AA livres, péptidos e hidrolisados

proteicos são rápida e eficazmente absorvidos pelo

sistema digestivo das larvas (e.g., Rust, 1995;
Rojas-Garcia & Rønnestad, 2003 a,b; Applebaum

& Rønnestad, 2004; Tonheim et al. 2004, 2005).

Uma outra metodologia utilizada para estudar
a capacidade digestiva das larvas de peixe em

relação à proteína alimentar é a marcação de

náuplios ou metanáuplios de artémia salina através
da adição de um [U-14C] hidrolisado proteico ao

meio de eclosão ou de enriquecimento (Morais et

al. 2004a). Este método foi usado para examinar
alterações ontogénicas na capacidade das larvas

de linguado (Solea senegalensis) digerirem e

metabolizarem os AA e proteínas que compõem a
artémia, confirmando a hipótese que os enzimas

intestinais e pancreáticos são eficientes mesmo nos

estados larvares mais precoces (Morais et al.
2004b). Por outro lado, este método permite ainda

comparar diferenças de digestibilidade da artémia

salina entre diferentes espécies (Morais et al., 2004
a,b, 2005b). Uma vantagem deste método,

relativamente à administração de proteínas

radioisotópicas em solução (tube-feeding), é o de

se tratar de uma situação mais representativa de

um estado fisiológico normal. Sendo que uma
solução líquida será muito provavelmente retida

menos tempo no tubo digestivo da larva que uma

refeição de artémia, o tempo de digestão e
absorção será também inferior, levando potencial-

mente a subestimar a sua digestibilidade. A

comparação de diversos estudos usando ambas
abordagens parece confirmar esta hipótese

(Govoni et al., 1982; Rust, 1995; Rønnestad et al.,

2001a; Tonheim et al., 2004). A desvantagem do
método é, no entanto, a impossibilidade de contro-

lar a composição das proteínas que serão marcadas.

Para além dos estudos acima referidos usando
proteínas, a abordagem de hot chase tem também

sido utilizada para examinar se a forma em que

um ácido gordo é administrado (livre ou esteri-
ficado a um TAG ou PL) afecta a sua digestão,

absorção e metabolismo (Morais et al., 2005b).

Estes estudos demonstraram que ácidos gordos
livres são absorvidos mais eficientemente do que

quando esterificados a TAG, indicando que o

sistema digestivo da larva não é 100% eficaz para
processar este tipo de lípidos. Por outro lado, quando

o ácido gordo foi administrado esteri-ficado a um

PL, a sua absorção por larvas de lin-guado foi
bastante mais eficaz e comparável à do ácido gordo

na sua forma livre (Morais et al., 2005b).

Uma segunda abordagem para estudar a
digestão e absorção de nutrientes é conhecida

como cold chase, devendo o seu nome ao facto de

se utilizarem dietas não isotópicas (cold), após um
período de alimentação (mais curto que o tempo

de evacuação) com dietas idênticas mas marcadas

com isótopos radioactivos ou estáveis. As larvas
são amostradas após o período de alimentação com

a dieta isotópica (hot) e depois periodicamente,

após substituição da dieta pela idêntica não mar-
cada, até à evacuação completa da dieta isotópica.

Esta técnica foi originalmente desenvolvida por

Sorokin & Panov (1966) e foi utilizada em
numerosos estudos, com pequenas adaptações

(Govoni et al., 1982; Boehlert & Yoklavich, 1984;

Tandler & Mason, 1984; Kolkovski et al., 1993;
Conceição et al., 1998; Koven et al., 1998;

Izquierdo et al., 2001; Hadas et al., 2003; Morais

et al., 2006).
Um importante constrangimento desta

metodologia consiste na dificuldade em remover



© 2007 Sociedade Brasileira de Zootecnia

16 Conceição et al.

todos os vestígios da dieta isotópica da água de

incubação, antes da sua substituição pela dieta não

marcada, sem causar um stress significativo às
larvas. Este procedimento poderá resultar em

mortalidade ou alterações do comportamento

alimentar, em maior ou menor grau, consoante a
sensibilidade da espécie em estudo. Uma outra

desvantagem, em comparação com o método de

hot chase, onde o sistema experimental utilizado
permite o estudo individual de larvas (Rønnestad

et al., 2001a), é o facto de nas experiências de

cold chase ser necessário analisar um conjunto de
larvas (tipicamente 20-30 em triplicado; Kolkovski

et al., 1993; Koven et al., 1998; Izquierdo et al.,

2001; Hadas et al., 2003; Morais et al., 2006). Isto
deve-se às particularidades desta metodologia e

do sistema experimental utilizado, que implicam

uma diluição bastante maior dos isótopos (por
questões de custo), sendo no entanto de assinalar

o aspecto positivo de uma maior segurança, no

caso de exposição a radioisótopos. Outra
desvantagem do método de cold chase é o facto

do catabolismo não poder ser analisado com

precisão, uma vez que neste sistema não existe
uma armadilha química. Não obstante estas

limitações, pelo facto de se poder estender o

período de tempo durante o qual a ingestão e
absorção dos alimentos é medida, a abordagem

de cold chase tem algumas vantagens e diferentes

aplicações relativamente à de hot chase, que têm
sido exploradas em estudos recentes. De salientar,

uma das aplicações mais comuns da abordagem

cold chase tem sido o estudo da absorção de ácidos
gordos pelo tecido intestinal (Kolkovski et al.,

1993; Koven et al., 1994, 1998; Izquierdo et al.,

2001; Morais et al., 2006).

método foi inicialmente usado em juvenis de

peixes (Walton et al., 1984 a,b; Fauconneau et al.,

1992; Kim et al., 1992), mas foi também adaptado
a larvas de esturjão (Fauconneau et al., 1986).

Mais recentemente foi desenvolvido um método

para larvas de peixes marinhos que permite a
retenção do 14CO

2
 resultante do metabolismo

utilizando areja-mento e manipulando o pH da

água de incubação (Rønnestad et al., 2001a).
Muitos dos estudos acima mencionados,

relativos à digestão e absorção de proteínas e AA

marcados com radioisótopos, também utilizaram
uma armadilha química para retenção do 14CO

2

resultante do metabolismo, permitindo uma

quantificação simultânea da utilização dos AA
absorvidos como substratos para energia. Estes

estudos demonstraram que, de uma forma geral,

as larvas catabolizam uma grande parte dos AA
absorvidos: cerca de 20% em larvas de roncadeira-

pinta (Leiostomus xanthurus) 10 h após ingestão

(Govoni et al., 1982), 17% em pós-larvas de
alabote-do-Atlântico (Hippoglossus hippoglossus)

13h após tube-feeding (Rønnestad et al., 2001a),

39% em larvas de arenque (Clupea harengus) 24h
após a alimentação (Conceição et al., 2002) e 11-

29% (Morais et al., 2004b, 2005a) em larvas de

linguado (Solea senegalensis) 24h após a
alimentação. Noutros estudos em que, através de

tube-feeding, se utilizou um único aminoácido

marcado com 14C foi demonstrado que as larvas
são capazes de discriminar os diferentes AA

(Conceição et al., 2003a): enquanto que os AA

indispensáveis (IAA) são essencialmente retidos
nos tecidos (> 60%) e não catabolizados (< 25%),

os AA dispensáveis apresentam um maior catabo-

lismo (> 40%) e uma menor retenção (< 57%)
(Rønnestad et al., 2001b; Conceição et al., 2002).

Estudos utilizando ácidos gordos livres

marcados com 14C, fornecidos como componente
de uma microdieta ou através de tube-feeding,

demonstraram que diferentes ácidos gordos são

metabolizados de forma diferente pelas larvas.
Estes estudos evidenciaram que os ácidos gordos

polinsaturados de cadeia longa, tais como os ácidos

eicosapentaenóico (EPA) e docosahexaenóico
(DHA), tendem a ser sobretudo retidos nos tecidos,

possivelmente por serem preferencialmente

reacilados em PL estruturais (e dado o seu papel
essencial na nutrição larvar). Pelo contrário, o

ácido oleico é sobretudo incorporado em TAG e

 Catabolismo de nutrientes
A metodologia utilizada em vários estudos para

estimar as taxas de oxidação dos AA ou ácidos

gordos recorre ao uso de compostos marcados com
14C. Este marcador pode ser dissolvido na água

(Fauconneau et al., 1986), inserido em microdietas

(Izquierdo et al., 2001) ou no alimento vivo
(Morais et al., 2004a, 2005a), ou ainda

administrado através de tube-feeding (Conceição

et al., 2002; Aragão et al., 2004b; Morais et al.,
2005 b,c). O fundamental em qualquer dos casos

é a existência de uma armadilha química que

retenha a fracção catabolizada (14CO
2
). Este
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preferencialmente catabolizado como fonte de

energia (Izquierdo et al., 2001; Morais et al.,

2005b).

aspartato e o glutamato têm elevadas biodispo-

nibilidades relativas (Conceição et al., 2003b). Por

outro lado, a isoleucina, leucina e valina têm
biodisponibilidades relativas altas, enquanto que

a alanina, glutamato e aspartato apresentam uma

menor biodisponibilidade relativa em larvas de
sargo bicudo (Diplodus puntazzo) com 8 dias de

idade (Saavedra et al., 2006).

Os valores de biodisponibilidade relativa
podem ser usados, em conjunto com o perfil de

IAA das larvas, para calcular o perfil ideal de IAA

nas dietas de larvas de peixes (Conceição et al.,
2003 a,b). Este método pode ser usado como

alternativa a estudos de dose-resposta, os quais

são difíceis de realizar em larvas de peixes, para
determinar os seus requisitos em AA. As vantagens

deste método são a sua simplicidade em termos

de zootecnia e o facto de permitir o estudo
simultâneo da maioria dos AA.

Integração de estudos com marcadores
isotópicos e modelação

As técnicas de modelação mecanística anterior-

mente referidas neste trabalho podem ser usadas

para uma melhor interpretação dos resultados de
estudos com marcadores isotópicos. Enquanto os

estudos com marcadores isotópicos fazem medi-

ções pontuais durante o desenvolvimento (um ou
mais pontos de amostragem), a modelação

mecanística permite juntar a análise cinética da

distribuição do marcador isotópico entre os
diferentes compartimentos (pools) considerados

no estudo.

De forma a melhor interpretar os resultados
de trabalhos como o de Morais et al. (2004b), em

que larvas de linguado foram alimentadas com

uma refeição de artémia marcada com 14C-AA,
Conceição & Rønnestad (2004) desenvolveram

um modelo mecanístico para o metabolismo de

AA em larvas de peixes. O objectivo deste modelo
é possibilitar uma melhor compreensão dos

processos de digestão e absorção dos AA da dieta,

bem como a sua posterior utilização metabólica.
Este modelo é essencialmente controlado pelo

consumo de AA da dieta, os quais, após absorção,

se repartem entre a deposição de proteína e a
produção de energia. O modelo permite a

integração dos resultados obtidos após uma

refeição com AA marcados, seguindo este

Retenção de aminoácidos
Um método combinando a utilização de

alimento vivo, cujas proteínas são marcadas com

um isótopo estável, com uma técnica espectros-
cópica/espectrométrica permite a determinação do

enriquecimento isotópico de AA individuais

(Conceição et al., 2003b). Por sua vez, isto permite
estimar o perfil ideal de IAA na dieta, ou seja, os

requisitos qualitativos em IAA, de uma forma

muito mais robusta que a simples utilização do
perfil de IAA da carcaça dos peixes (Conceição et

al., 2003a). Este método foi utilizado inicialmente

usando rotíferos marcados com 13C e combinando
análises de AA (HPLC) com determinações do

conteúdo em 13C (nmol) por espectroscopia de 13C-

NMR (Conceição et al., 2003b). Mais recen-
temente, este método foi utilizado usando rotíferos

marcados com 15N e detecção por GC-C-IRMS

(Saavedra et al., 2006). Em ambos os estudos os
rotíferos foram marcados através da alimentação

com microalgas enriquecidas no isótopo estável

por um período de 48h. No entanto, a produção
de microalgas enriquecidas em 13C é mais

complexa, pois exige a utilização de uma solução

de NaH13CO
3 
(geradora de 13CO

2
) num circuito de

produção fechado, com recirculação do ar. A

utilização de 15N, em comparação com 13C-NMR,

tem ainda as vantagens de permitir uma precisão
bastante superior, pela utilização de GC-C-IRMS

e de necessitar de enriquecimentos muito mais

baixos de isótopo estável (i.e., mais económico).
Estas técnicas permitem determinar as biodis-

ponibilidades relativas de cada AA, sendo esta

calculada como a razão entre a actividade especí-
fica do isótopo estável de cada AA nas larvas e no

alimento. Assim, foi possível demonstrar que há

variações importantes de biodisponibilidades entre
AA em larvas de peixes marinhos (Conceição et

al., 2003b; Saavedra et al., 2006). A biodisponi-

bilidade relativa é uma medida da eficiência de
utilização de cada AA em relação à média de todos

os outros AA e resulta do somatório da eficiência

de absorção com a taxa de catabolismo de cada
AA. A treonina, por exemplo, tem uma baixa

biodisponibilidade relativa em larvas de dourada

com 14 dias de idade, enquanto que a lisina, o
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marcador nos pools de AA livres e proteína do

tubo digestivo e da carcaça das larvas, ao longo

do tempo. Simulações com o modelo sugerem que
as taxas de síntese de proteínas e de catabolismo

de AA aumentam rapidamente após a refeição, com

um pico apenas 1h depois e um retorno a níveis
basais cerca de 3h depois (Conceição &

Rønnestad, 2004). Isto significa que a digestão e

processamento metabólico da proteína contida na
artémia se efectua muito rapidamente e que, de

forma a optimizar o potencial de crescimento de

larvas de linguado, estas devem ser alimentadas
com uma elevada frequência. Este modelo está

ainda a ser aperfeiçoado e espera-se que contribua

no futuro para uma melhor compreensão do
metabolismo e da eficiência de utilização de AA

pelas larvas de peixes.

Conclusões

Este trabalho demonstra que a aplicação de

técnicas de análise de fluxos de nutrientes,

nomeadamente usando marcadores isotópicos e
modelação mecanística, tem permitido francos

progressos no estudo da nutrição e crescimento

de larvas de peixes. Mais especificamente,
permitiram melhor compreender algumas das

condicionantes da digestão, absorção e utilização

de nutrientes em larvas de peixes marinhos. As
técnicas de análise de fluxos de nutrientes, tais como

as aqui descritas, constituem um novo conjunto de

metodologias que terão certamente um papel
importante em futuros estudos de nutrição larvar e a

integração destes dois tipos de técnicas poderá

acelerar o progresso nesta área do conhecimento.
Até ao momento ficou já bem demonstrado que

se deve prestar mais atenção a possíveis dese-

quilíbrios no perfil de AA e a eventuais excessos
de lípidos, em particular TAG, no alimento usado

em cultivo larvares, de forma a optimizar o

crescimento. Mostrou-se ainda que as larvas de
algumas espécies de peixes marinhos têm uma

elevada capacidade digestiva, pelo menos no que

se refere ao alimento vivo. No entanto, está agora
bem estabelecido que a complexidade da fracção

azotada da dieta é uma questão fulcral. As

proteínas complexas (tais como as da farinha de
peixe) são de difícil digestão durante os estádios

iniciais de larvas de peixes marinhos. É também

evidente que as larvas de peixes têm uma regulação

estreita do seu metabolismo. Exemplificativo disto

é a sua capacidade para discriminar diferentes AA

e ácidos gordos conforme as suas necessidades,
usando preferencialmente os nutrientes não-

essenciais para a produção de energia, poupando

os essenciais/indispensáveis para a síntese de
proteínas e outras moléculas, bem como para a

sua integração em membranas e outras estruturas

vitais.
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