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RESUM O - Um modelo mecanistico que simule o crescimento durante afase larvar de peixes deveracontribuir
paraum melhor conhecimento do processo de crescimento e respectivo metabolismo, com aintencéo de elucidar as
suas necessidades alimentares e desenvol ver estratégias de alimentagdo adequadas. O model o desenvolvido simulao
crescimento e aevolugdo dacomposi¢&o bioguimicadaslarvasao longo do tempo. O model o depende essencia mente
do consumo de alimento, sendo os nutrientes absorvidos usados para a producéo de energia ou em processos de
biossintese e é baseado na estequiometriado metabolismo intermediario. Simulagdes utilizando este model o sugerem
que se deve prestar mais atengéo a possiveis desequilibrios no perfil de aminoécidos (AA) e aeventuais excessos de
lipidos no alimento usado em cultivo larvares, de forma a optimizar o crescimento. Estudos usando marcadores
isotopicos tém sido utilizados para estudar 0 metabolismo de AA e de lipidos em larvas de peixes e técnicas de
model o foram aplicadas de forma a permitir uma melhor compreenso dos resultados obtidos nestes estudos. A
capacidade digestiva, bem como a utilizag&o energéticade diferentesAA, &cidos gordos e classes delipidos, tem sido
estudada utilizando a administragdo de nutrientes marcados (normal mente com *C) directamente no tubo digestivo,
através de um microcapilar. Este método permite a quantificag@o do nutriente marcado presente nas fezes, retido nos
tecidos da larva e catabolizado. Um outro método, combinando a utilizagdo de alimento vivo cujas proteinas esto
marcadas com um isétopo estéavel com uma técnica espectroscopical/espectrométrica, permite a determinagdo do
enriquecimento isotopico de AA individuais e pode ser usado para estimar o perfil ideal de AA indispensaveis na
dieta. Em conjunto, estes doistipos de técnicas de andlise de fluxos de nutrientes tém permitido avancos importantes
na compreensdo da fisiologia da nutri¢éo 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 abetter understanding
of growth and metabolism of fish larvae. It should also assist in studying the nutritional requirements and devel oping
feeding strategies. A model was devel oped that simulates growth and biochemical composition in time. The model
isdriven 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)
profilesand 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 capecity, aswell asutilization of different AA, fatty acidsand
lipid classes, has been studied using radiolabeled nutrients (normally with *4C) using atube-feeding technique. This
method alows quantification of thetracer 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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Introducéo

Apesar de recentemente se terem vindo a
observar progressos importantes na producéo de
juvenis de peixes marinhos, para muitas espécies
estaproducdo continuaaser aindainsuficienteface
ao requerido pelaindistriaaquicola. 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 substituicdo dos organismos
zooplancténicos vivos usados na sua alimentacao
por microdietas inertes (Y Ufera et al., 1996). As
larvas de peixes marinhos, quando comparadas
com as suas fases juvenis, tém uma capacidade
reduzida de digerir e absorver nutrientes (e.g.,
Rust, 2002; Rennestad & Concei¢do, 2005), ainda
que, paradoxal mente, tenham taxas de crescimento
relativas muito superiores (Conceicéo et al., 1998).
Este elevado potencial de crescimento implica, no
entanto, que as larvas de peixes tém requisitos
muito mais elevados em termos de aminoécidos
(AA), acidos gordos altamente insaturados
(HUFA) e fosfolipidos (PL), entre outros nutri-
entes, ainda que 0s seus requisitos exactos sejam
pouco conhecidos.

Quando se pretende estudar a digesto, absor-
¢80 e utilizag8o de nutrientes em larvas de peixes
marinhos encontram-se varios problemas:

(1) aslarvas da grande maioria de espécies
de peixes marinhos, em particular ascom
interesse comercial, apresentam peque-
nas dimensdes (cerca de 2-3 mm) a
primeira alimentacéo;

(2) otamanho dasuabocaétambém normal-
mente muito reduzido, sendo necessério
gue as particul as de alimento sejam muito
pequenas (ti picamente 50-150 um), o que
criadificuldadestécnicas paraaprodugéo
de microdietas inertes;

(3) aslarvas da maioria das espécies mari-
nhas com interesse comercial ndo apre-
sentam uma boa aceitacdo das micro-
dietasinertes, o queresultamuitasvezes
numa ingestéo de alimento baixa e/ou
muito variavel em experiéncias de
alimentacdo com larvas (Y Ufera et al.,
1996; Shields, 2001);
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(4) é muito dificil manipular a composicao
nutricional do alimento vivo (rotiferos e
artémia salina) normalmente utilizado
(e.g., Kolkovski, 2001; Conceicdo et al .,
2003a; Aragdo et al., 2004a), com a
excepcdo da fraccdo de lipidos neutros
ou triacilglicerois (TAG) e

(5 émuito dificil quantificar o consumo de
alimento easuadigestibilidadeem larvas
de peixes, 0 quetornaainterpretacdo dos
resultados de estudos nutricionais proble-
maética.

Com vista a tentar solucionar parte destes
problemas tém sido utilizadas técnicas de andlise
de fluxos de nutrientes, nomeadamente de
modelacdo mecanistica (e.g., Concei¢do et al.,
1993, 1995, 1998; Concei¢do & Rgnnestad, 2004)
ede marcadoresisotépicos (e.g., Rennestad et al .,
2000 a,b, 2001 a,b; Conceic¢do et al., 2001, 2002,
2003 b; Izquierdo et al., 2001; Hadas et al., 2003;
Moraiset al., 2004 a,b, 2005 a,b,c, 2006; Tonheim
et al., 2004, 2005).

Este trabalho pretende fazer uma revisdo das
possiveis aplicacbes de técnicas de modelacéo
mecanistica e de marcadores i sotdpi cos no estudo
de fluxos de nutrientes em larvas de peixes,
incluindo as suas vantagens e limitagdes.

M odelacdo mecanistica
em larvas de peixes

A modelacdo de sistemas € uma técnica com
elevado potencia para melhor compreender os
reguisitos nutricionais das larvas de peixe. Um
modelo mecanistico prediz o crescimento e
composi¢do bioguimica com base nos processos
bioquimicos subjacentes (e.g., Machiels &
Henken, 1986; Gill et al., 1989; Baldwin & Sainz,
1995). Este modelo é basicamente composto por
um conjunto de equagdes que calculam a trans-
feréncia de nutrientes entre as diferentes quanti-
dades (pools) consideradas. Para além do seu
poder de previsdo, um modelo mecanistico pode
gjudar amelhor compreender o processo em estudo
(crescimento e metabolismo subjacente) e pode
ainda identificar zonas obscuras do conhe-
cimento, aserem estudadas no futuro. O desenvol-
vimento de um model 0 mecanistico de crescimento
€ sempre um compromisso entre uma repre-
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sentag8o precisa dos processos envolvidos e a
informacdo disponivel para definir as equagdes
gue osrepresentam e 0s seus parametros. A mode-
lac&o pode ser vista como um processo continuo
de combinagao entre ainformag&o existente num
modelo e o planeamento de novos estudos
experimentais; quanto mais informacao estiver
disponivel sobre o crescimento e a nutri¢do de
larvas de peixe, mais se pode aperfeicoar o
modelo.

Um modelo mecanistico que simule o cresci-
mento durante a fase larvar de peixes devera
contribuir para o conhecimento dos processos de
crescimento e metabolismo associados, de forma
a elucidar as necessidades alimentares larvares e
desenvolver estratégias de alimentagdo adequadas.
Conceicdo et al. (1993, 1998) desenvolveram
model os que simulam o crescimento e a evolugdo
da composic¢éo bioquimicadaslarvas ao longo do
tempo e que permitem ainda estimar as trocas de
oxigeénio, didxido de carbono eamoéniacom o meio
ambiente. O modelo depende essencialmente do
consumo de alimento, sendo os nutrientes absor-
vidos usados para a producéo de energia ou para
0s processos de bi ossintese e é baseado na estequi-
ometriado metabolismo intermediario. De acordo
com o modelo, em periodos de elevado consumo
de alimento e quando o perfil de AA na dieta é
desequilibrado, as perdas elevadas de AA sdo
inevitaveis e provocam um aumento na deposi¢cao
de lipidos (Conceicéo et al., 1998). Simulacdes
com o modelo também sugerem gue um aumento
no contetdo de lipidos na dieta provoca um
aumento no contetdo lipidico das larvas, bem
como um pequeno efeito de poupanca de proteina
(reducdo da proporcdo de AA utilizados para
producdo de energia e consequente aumento da
sua deposi ¢éo/retencao).

Estudos com mar cadores
em larvas de peixes

Consumo de alimento

A quantificagdo do consumo de alimento é
essencial em qualquer estudo de nutri¢do, sem a
qual ndo se pode compreender a eficiéncia de
utilizagdo dos nutrientes. Estaquantificacdo torna-
se ainda mais importante em estudos com larvas
de peixes, pois 0 consumo de alimento esta inti-
mamente relacionado com o tempo de passagem

do alimento através do tubo digestivo e logo com
aeficiénciade absor¢éo dos nutrientes (Werner &
Blaxter, 1980; Boehlert & Yoklavich, 1984;
Morais et al., 2006). O uso de marcadores
isotépicos para a quantificagdo do consumo de
alimento é relativamente simples, podendo ser
usados quer radioisotopos (p.ex., *C, *S ou °H)
quer isotopos estaveis (p.ex., C ou *N). No
entanto, os radioi s6topos sio mais utilizados, dada
a facilidade de quantificacdo, com elevada
precisdo, através de cintilacdo liquida. O
inconveniente destatécnicaéalimitacdo aestudos
em volumes pequenos e confinados, por razdes
econdmicas e sobretudo de seguranca. O uso de
isotopos estaveis, aindaque seguro, élimitado pela
menor sensibilidade e maior custo da sua
guantificagdo. A quantificagdo 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; Hadaset al., 2003; Morais et
al., 2006) ou em alimento vivo (Sorokin & Panov,
1966; Govoni et al., 1982; Boehlert & Yoklavich,
1984; Tandler & Mason, 1984; Conceicdo et al.,
1998; Moraiset al., 2006). A marcacdo de dimento
Vivo com isbtopos estaveis também jafoi utilizada
(Conceicdo et al., 2001). Mais recentemente,
alguns trabalhos usaram as pequenas diferencas
de abundancia natural de is6topos estaveis
(assinaturas isotopicas) para o estudo da
selectividade de alimento por larvas de peixes
(Jomoiri et al., 2005; Schlechtriem et al., 2005).

A maioria dos estudos existentes quantificou
0 consumo de alimento marcado com radioi-
sitopos apds uma Unica refeicdo. Este processo
consiste em deixar as larvas alimentarem-se
durante um periodo de tempo inferior ao tempo
de transito no tubo digestivo, medindo-se depois
aradioactividade nalarva (Kolkovski et al., 1993;
Koven et al., 1994, 1998; Conceic¢do et al., 1998;
Izquierdo et al., 2001). No entanto, estas medic¢des
sdo normalmente realizadas ap6s um periodo de
j€lum e conseguentemente representam 0 consumo
maximo de alimento. Para se obter uma medida
mais representativa da taxa de consumo de
aimento, numasituacgo maisusua deaimentacdo
em continuo, devem fornecer-se refei¢cbes com
dietas ndo marcadas antes e/ou depois do periodo
de alimentagdo com a dieta marcada (Werner &
Blaxter, 1980; Morais et al., 2006).
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Estudos que incluiram a quantificagdo do
consumo de alimento usando este tipo de técni-
cas permitiram avancos importantes na nutricéo
de larvas de peixes marinhos. Kolkovski et al.
(1993) demonstraram que uma das principais
razdes para 0 pouco sucesso da utilizacdo de
microdietas inertes em larvas de peixes marinhos
se devia as baixas taxas de ingest&o destas, suge-
rindo que aformulagdo e tecnologia de producdo
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 radioisbtopos, verificaram um aumento do
consumo de alimento em larvas de dourada
(Sparusaurata) quando as microdietas continham
niveismaisatosdefosfatidilcolina, sugerindo um
efeito fagoestimulante para este lipido. Mais
recentemente foi demonstrado que o nivel de
lipidos nadietatem poucainfluéncianaregulacdo
do consumo de alimento em larvas de dourada, ao
contrario do que parece acontecer em peixes
juvenis e adultos e que a composi¢ao da dietaem
acidos gordos parece ser mais importante neste
aspecto (Morais et al., 2006).

Digestao e absor¢éo de nutrientes

A abordagem usualmente designada por hot
chase é um método de andlise de fluxos de
nutrientes que consiste em seguir e quantificar a
distribuicdo de um radiois6topo (p.ex., “C, *S,
H) em diferentes compartimentos. Neste método,
a larva é alimentada com presas vivas incorpo-
rando um radioisotopo durante um periodo de
tempo inferior ao transito intestinal, ou, aterna-
tivamente, o nutriente marcado radioactivamente
€ administrado directamente no tubo digestivo da
larva através de um microcapilar (processo
conhecido como tube-feeding). Tipicamente, a
distribuicdo do radioisétopo € analisada em
diferentes compartimentos corporais (absor¢éo ou
retencdo), na agua de incubacdo das larvas
(evacuagéo) e numacamarametabolica (oxidagao;
ver abaixo). Deste modo, este método possibilita
estudos de digestibilidade, assim como estimativas
de taxas de absorcéo intestinal, catabolismo e
retencéo de diferentes nutrientes (ver abaixo). No
caso mais simples, o contelido do radioisitopo é
quantificado (por cintilagdo liquida) nalarvaena
agua, umavez terminado o processo digestivo(i.e.,
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quando o tubo digestivo se encontra vazio),
permitindo assim calcular a sua absorcéo (e.g.,
Rust et al., 1993; Rust, 1995). Este modelo
simples, baseado em apenas dois compartimentos
e com um Unico ponto de amostragem, pode
adquirir diferentes graus de complexidade ao
incluir compartimentos suplementares (p.ex.,
Orgéos distintos) e/ou cinéticas de transferéncia
entre comparti mentos ou componentes especificos
desses compartimentos (p.ex., AA livres ou
proteinas, Rennestad et al., 2000 a,b, 2001 a,b,
2003; Conceicdo et al., 2002; Rojas-Garcia &
Rannestad 2003 a,b; Aragdo et al., 2004b; Morais
et al., 2004 a,b, 2005 a,b,c; Tonheim et al., 2004,
2005). No entanto, o nimero de compartimentos
passivel de andlise é grandemente limitado pelo
exiguo tamanho das larvas, que dificulta a
disseccédo de 6rgaos distintos. Por exemplo, o tubo
digestivo € normal mente facilmente dissecado mas
nem sempre é possivel isolar por compl eto érgéaos
distintos, como o figado, que acabam por ser
analisados conjuntamente, como parte de uma
estrutura anatdmica englobando vérios érgdos. A
principal limitacdo deste método para estudos de
cinética de absorcgédo intestinal é o facto da
amostragem ter de ser feita apOs evacuacdo total
do alimento radioisotopico. Isto devido a
dificuldade em separar o tecido intestinal dos
contetidosluminais, o que poderialevar ainclusdo
de uma fraccdo varidvel ainda passivel de ser
evacuada. No entanto, desde que a amostragem
seja feita em periodos superiores ao tempo de
evacuacgao total da refeicao radioisotépica, o
método é vélido e preciso para estimativas de
digestibilidade ou de taxas de absorcao de
diferentes nutrientes ou alimentos.

De modo a estudar a digestibilidade e
metabolismo proteico em larvas de peixes usando
0 método de tube-feeding é necessaria uma
proteinamodel o que possa ser administradanuma
solugéo fisiolgica. Nos Ultimos anos tém sido
desenvolvidos intensos esfor¢os no sentido de
sintetizar uma proteina modelo apropriada para
este tipo de estudos, dado que as proteinas
radioisotopicas actualmente disponiveis no
mercado sdo marcadas através de “C-metil acéo,
0 que altera as suas caracteristicas quimicas
(Rojas-Garcia& Rannestad, 2003 a,b; Rgnnestad
et al., 2003; Tonheim et al., 2004, 2005). Uma
das abordagens testadas foi a adi¢éo de H*CO, a
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cultivos de algas, mas o sucesso deste método foi
limitado dado o baixo rendimento e pureza da
proteina algal purificada, devido & contaminagéo
por carbohidratos marcados (Tonheim et al.,
2004). Um método mais eficaz foi aincorporagdo
in vivo de AA marcados uniformemente em
proteinas de serum de salméo (Tonheim et al.,
2004, 2005). Hovde et al. (2005) desenvolveram
um método mais sofisticado e com um elevado
potencial de producéo de proteinas especifica-
mente sintetizadas para estudos precisos. Este
consiste em inserir mMRNA que se traduz em
proteinas especificas em culturas bacterianas
suplementadas com *C-AA uniformemente
marcados. No entanto, este método ndo é ainda
correntemente aplicado dado o seu elevado custo
e dificuldade técnica. Apesar destes constrangi-
mentos, vérios estudos realizados nos Ultimos anos
utilizando uma “C-proteina administrada através
de tube-feeding e usando uma abordagem de hot
chase permitiram confirmar teorias pré-existentes
de que a auséncia de um estbmago funcional nas
larvas de peixe af ecta a sua capacidade de proces-
samento das proteinas alimentares. Adicional-
mente, foi demonstrado que esta limitagéo esta
associ ada essencia mente auma baixa capacidade
proteoliticaendo absortivado tubo digestivo, uma
vez que AA livres, péptidos e hidrolisados
proteicos sao rapida e eficazmente absorvidos pelo
sistema digestivo das larvas (e.g., Rust, 1995;
Rojas-Garcia& Rennestad, 2003 a,b; Applebaum
& Ronnestad, 2004; Tonheim et al. 2004, 2005).

Uma outra metodol ogia utilizada para estudar
a capacidade digestiva das larvas de peixe em
relacdo a proteina alimentar € a marcagdo de
nauplios ou metanaupliosde artémiasalinaatravés
da adicdo de um [U-%C] hidrolisado proteico ao
meio de eclosdo ou de enriquecimento (Morais et
al. 2004a). Este método foi usado para examinar
alteracGes ontogénicas na capacidade das larvas
de linguado (Solea senegalensis) digerirem e
metabolizarem osAA e proteinas que compdem a
artémia, confirmando a hip6tese que os enzimas
intestinai s e pancreati cos sao eficientes mesmo nos
estados larvares mais precoces (Morais et al.
2004b). Por outro lado, este método permite ainda
comparar diferencas de digestibilidade daartémia
salinaentre diferentes espécies (Moraiset al., 2004
a,b, 2005b). Uma vantagem deste método,
relativamente a administracdo de proteinas

radi oi sotopi cas em solucdo (tube-feeding), é o de
se tratar de uma situagdo mais representativa de
um estado fisiolégico normal. Sendo que uma
solugdo liquida sera muito provavelmente retida
menos tempo no tubo digestivo dalarva que uma
refeicdo de artémia, o tempo de digestédo e
absor¢ao serdtambém inferior, levando potencial-
mente a subestimar a sua digestibilidade. A
comparacdo de diversos estudos usando ambas
abordagens parece confirmar esta hipotese
(Govoni et al., 1982; Rust, 1995; Rgnnestad et al .,
2001a; Tonheim et al., 2004). A desvantagem do
método €, no entanto, aimpossibilidade de contro-
lar acomposi ¢ao das proteinas que seréo marcadas.

Para além dos estudos acima referidos usando
proteinas, aabordagem de hot chase tem também
sido utilizada para examinar se a forma em que
um é&cido gordo é administrado (livre ou esteri-
ficado a um TAG ou PL) afecta a sua digestéo,
absor¢@o e metabolismo (Morais et al., 2005b).
Estes estudos demonstraram que acidos gordos
livres sdo absorvidos mais eficientemente do que
quando esterificados a TAG, indicando que o
sistemadigestivo dalarvanéo € 100% eficaz para
processar estetipo delipidos. Por outro lado, quando
0 &cido gordo foi administrado esteri-ficado a um
PL, a sua absorc&o por larvas de lin-guado foi
bastante mais eficaz e comparavel ado acido gordo
nasuaformalivre (Morais et al., 2005b).

Uma segunda abordagem para estudar a
digestéo e absorcdo de nutrientes é conhecida
como cold chase, devendo o seu nome ao facto de
se utilizarem dietas ndo i sotopicas (cold), apdsum
periodo de alimentacdo (mais curto que o tempo
de evacuagdo) com dietasidénticas mas marcadas
com isbtopos radioactivos ou estaveis. As larvas
s80 amostradas ap6s o periodo de alimentagdo com
a dieta isotépica (hot) e depois periodicamente,
apos substituicdo da dieta pela idéntica ndo mar-
cada, até a evacuacao completadadietaisotépica.
Esta técnica foi originalmente desenvolvida por
Sorokin & Panov (1966) e foi utilizada em
numerosos estudos, com pequenas adaptacfes
(Govoni et al., 1982; Boehlert & Yoklavich, 1984;
Tandler & Mason, 1984; Kolkovski et al., 1993;
Conceicdo et al., 1998; Koven et al., 1998;
Izquierdo et al., 2001; Hadas et al., 2003; Morais
et al., 2006).

Um importante constrangimento desta
metodol ogia consiste na dificuldade em remover
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todos os vestigios da dieta isotopica da agua de
incubacdo, antes da sua substituicdo peladietando
marcada, sem causar um stress significativo as
larvas. Este procedimento podera resultar em
mortalidade ou alteragdes do comportamento
alimentar, em maior ou menor grau, consoante a
sensibilidade da espécie em estudo. Uma outra
desvantagem, em comparagdo com o método de
hot chase, onde o sistema experimental utilizado
permite o estudo individual de larvas (Rgnnestad
et al., 2001a), é o facto de nas experiéncias de
cold chase ser necessario analisar um conjunto de
larvas (tipicamente 20-30 em triplicado; K olkovski
et al., 1993; Koven et al., 1998; Izquierdo et al.,
2001; Hadaset al., 2003; Moraiset al., 2006). Isto
deve-se as particularidades desta metodologia e
do sistema experimental utilizado, que implicam
uma diluicdo bastante maior dos is6topos (por
questdes de custo), sendo no entanto de assinalar
0 aspecto positivo de uma maior seguranca, no
caso de exposicao a radioisotopos. Outra
desvantagem do método de cold chase é o facto
do catabolismo ndo poder ser analisado com
precisdo, uma vez gque neste sistema ndo existe
uma armadilha quimica. N&o obstante estas
limitacdes, pelo facto de se poder estender o
periodo de tempo durante o qual a ingestéo e
absor¢éo dos alimentos é medida, a abordagem
de cold chase tem algumas vantagens e diferentes
aplicacOes relativamente a de hot chase, que tém
sido exploradas em estudos recentes. De salientar,
uma das aplicagdes mais comuns da abordagem
cold chase tem sido o estudo da absorcao de &cidos
gordos pelo tecido intestinal (Kolkovski et al.,
1993; Koven et al., 1994, 1998; Izquierdo et al.,
2001; Morais et al., 2006).

Catabolismo de nutrientes

A metodol ogiautilizadaem vérios estudos para
estimar as taxas de oxidagdo dos AA ou &cidos
gordosrecorre ao uso de compostos marcados com
14C. Este marcador pode ser dissolvido na agua
(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 (Conceicéo
et al., 2002; Aragdo et al., 2004b; Morais et al.,
2005 b,c). O fundamental em qualquer dos casos
€ a existéncia de uma armadilha quimica que
retenha a fracgéo catabolizada (**CO,). Este
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método foi inicialmente usado em juvenis de
peixes(Walton et al., 1984 a,b; Fauconneau et al .,
1992; Kimet al., 1992), masfoi também adaptado
a larvas de esturjdo (Fauconneau et al., 1986).
Mais recentemente foi desenvolvido um método
para larvas de peixes marinhos que permite a
retencdo do *“CO, resultante do metabolismo
utilizando areja-mento e manipulando o pH da
agua de incubacdo (Rennestad et al., 20014).
Muitos dos estudos acima mencionados,
relativos a digestéo e absorgéo de proteinas e AA
marcados com radioisotopos, também utilizaram
uma armadilha quimica para retengéo do *CO,
resultante do metabolismo, permitindo uma
quantificagdo simulténea da utilizacdo dos AA
absorvidos como substratos para energia. Estes
estudos demonstraram que, de uma forma geral,
as larvas catabolizam uma grande parte dos AA
absorvidos: cercade 20% em larvasderoncadeira
pinta (Leiostomus xanthurus) 10 h apés ingestao
(Govoni et al., 1982), 17% em pos-larvas de
a abote-do-Atl antico (Hippogl ossus hippoglossus)
13h apds tube-feeding (Rannestad et al., 2001a),
39% em larvas de arenque (Clupea harengus) 24h
apos a alimentagdo (Conceicdo et al., 2002) e 11-
29% (Morais et al., 2004b, 2005a) em larvas de
linguado (Solea senegalensis) 24h apés a
alimentacdo. Noutros estudos em que, através de
tube-feeding, se utilizou um Unico aminoacido
marcado com “C foi demonstrado que as larvas
séo capazes de discriminar os diferentes AA
(Conceicdo et al., 2003a): enguanto que os AA
indispensaveis (IAA) sdo essencial mente retidos
nostecidos (> 60%) e ndo catabolizados (< 25%),
0sAA dispensaveis apresentam um maior catabo-
lismo (> 40%) e uma menor retencdo (< 57%)
(Rennestad et al., 2001b; Conceigdo et al., 2002).
Estudos utilizando acidos gordos livres
marcados com ¥“C, fornecidos como componente
de uma microdieta ou através de tube-feeding,
demonstraram que diferentes acidos gordos sdo
metabolizados de forma diferente pelas larvas.
Estes estudos evidenciaram que os &acidos gordos
polinsaturados de cadeial onga, tais como os acidos
eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico
(DHA), tendem aser sobretudo retidos nostecidos,
possivelmente por serem preferencial mente
reacilados em PL estruturais (e dado o seu papel
essencial na nutri¢do larvar). Pelo contrério, o
acido oleico é sobretudo incorporado em TAG e
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preferencialmente catabolizado como fonte de
energia (Izquierdo et al., 2001; Morais et al.,
2005b).

Retenc&o de aminoéacidos

Um método combinando a utilizacdo de
alimento vivo, cujas proteinas sdo marcadas com
um isétopo estavel, com uma técnica espectros-
cOpicalespectrométrica permite adeterminagdo do
enriquecimento isotépico de AA individuais
(Conceicéo et al ., 2003b). Por suavez, isto permite
estimar o perfil ideal de IAA nadieta, ou sgja, 0s
requisitos qualitativos em 1AA, de uma forma
muito mais robusta que a simples utilizagéo do
perfil del AA dacarcagados peixes (Concei¢ao et
al., 2003a). Estemétodo foi utilizado inicialmente
usando rotiferos marcados com **C e combinando
andlises de AA (HPLC) com determinacfes do
contetido em **C (nmol) por espectroscopiade *C-
NMR (Conceicéo et al., 2003b). Mais recen-
temente, estemétodo foi utilizado usando rotiferos
marcados com N e deteccdo por GC-C-IRMS
(Saavedra et al., 2006). Em ambos os estudos os
rotiferos foram marcados através da alimentagdo
com microalgas enriquecidas no isotopo estavel
por um periodo de 48h. No entanto, a produgéo
de microalgas enriquecidas em *C é mais
complexa, pois exige a utilizacdo de uma solucéo
de NaH™CO, (geradora de *CO,) num circuito de
producéo fechado, com recirculacdo do ar. A
utilizagdo de N, em comparagdo com 3C-NMR,
tem ainda as vantagens de permitir uma precisao
bastante superior, pela utilizagdo de GC-C-IRMS
e de necessitar de enriguecimentos muito mais
baixos de is6topo estavel (i.e., mais econémico).

Estas técnicas permitem determinar as biodis-
ponibilidades relativas de cada AA, sendo esta
calculada como arazao entre a actividade especi-
ficado isbtopo estavel de cadaAA naslarvaseno
alimento. Assim, foi possivel demonstrar que ha
variagdesimportantes de biodisponibilidades entre
AA em larvas de peixes marinhos (Conceic&o et
al., 2003b; Saavedra et al., 2006). A biodisponi-
bilidade relativa € uma medida da eficiéncia de
utilizago de cadaAA em relacdio amédiadetodos
os outros AA e resulta do somatério da eficiéncia
de absorcéo 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

aspartato e o glutamato tém elevadas biodispo-
nibilidadesrelativas (Concei¢do et al ., 2003b). Por
outro lado, a isoleucina, leucina e valina tém
bi odisponibilidades 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 (Saavedraet al., 2006).

Os valores de biodisponibilidade relativa
podem ser usados, em conjunto com o perfil de
IAA daslarvas, paracalcular o perfil ideal delAA
nas dietas de larvas de peixes (Conceicéo et al.,
2003 a,b). Este método pode ser usado como
aternativa a estudos de dose-resposta, 0s quais
sdo dificeis de realizar em larvas de peixes, para
determinar osseusrequisitosemAA. Asvantagens
deste método sdo a sua simplicidade em termos
de zootecnia e o facto de permitir o estudo
simultaneo da maioria dos AA.

I ntegr acéo de estudos com mar cador es
isotépicos e modelacdo

Astécnicas de model agéio mecanisti caanterior-
mente referidas neste trabalho podem ser usadas
para uma melhor interpretacdo dos resultados de
estudos com marcadores isotopicos. Enquanto os
estudos com marcadores i sotdpicos fazem medi-
¢des pontuais durante o desenvolvimento (um ou
mais pontos de amostragem), a modelacgéo
mecanistica permite juntar a andlise cinética da
distribuicdo do marcador isotopico 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 refeicdo de artémia marcada com “C-AA,
Conceicdo & Rgnnestad (2004) desenvolveram
um modelo mecanistico para o metabolismo de
AA emlarvasde peixes. O objectivo deste model o
€ possibilitar uma melhor compreenséo dos
processos de digest&o e absor¢do dosAA dadieta,
bem como a sua posterior utilizagdo metabdlica.
Este modelo é essencialmente controlado pelo
consumo de AA dadieta, osquais, apds absorcéo,
se repartem entre a deposicéo de proteina e a
producdo de energia. O modelo permite a
integracdo dos resultados obtidos apds uma
refeicdo com AA marcados, seguindo este
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marcador nos pools de AA livres e proteina do
tubo digestivo e da carcaga das larvas, ao longo
do tempo. SimulagBes com 0 model o sugerem que
as taxas de sintese de proteinas e de catabolismo
deAA aumentam rapidamente apds arefeicao, com
um pico apenas 1h depois e um retorno a niveis
basais cerca de 3h depois (Conceicdo &
Rennestad, 2004). Isto significa que a digestdo e
processamento metabolico da proteina 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 frequéncia. Este modelo esta
aindaaser aperfeicoado e espera-se que contribua
no futuro para uma melhor compreensdo do
metabolismo e da eficiéncia de utilizagdo de AA
pelas larvas de peixes.

Conclusdes

Este trabalho demonstra que a aplicacéo de
técnicas de andlise de fluxos de nutrientes,
nomeadamente usando marcadores isotopicos e
modelagdo mecanistica, tem permitido francos
progressos no estudo da nutricdo e crescimento
de larvas de peixes. Mais especificamente,
permitiram melhor compreender algumas das
condicionantes da digestdo, absorc¢éo e utilizagéo
de nutrientes em larvas de peixes marinhos. As
técnicasde andlise defluxosdenutrientes, taiscomo
as agui descritas, constituem um novo conjunto de
metodologias que teréo certamente um papel
importante em futuros estudos de nutricdo larvar ea
integracdo destes dois tipos de técnicas podera
acelerar o progresso nesta area do conhecimento.

Até ao momento ficou jabem demonstrado que
se deve prestar mais aten¢do a possiveis dese-
quilibrios no perfil de AA e a eventuais excessos
delipidos, 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 tém uma
elevada capacidade digestiva, pelo menos no que
se refere ao alimento vivo. No entanto, estaagora
bem estabel ecido que a complexidade da fraccdo
azotada da dieta é uma questdo fulcral. As
proteinas complexas (tais como as da farinha de
peixe) sdo de dificil digestdo durante os estadios
iniciais de larvas de peixes marinhos. E também
evidente que aslarvas de peixestém umaregulacdo
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estreitado seu metabolismo. Exemplificativo disto
éasuacapacidade paradiscriminar diferentesAA
e &cidos gordos conforme as suas necessidades,
usando preferencialmente os nutrientes néo-
essencials para a producdo de energia, poupando
0s essenciais/indispensaveis para a sintese de
proteinas e outras moléculas, bem como para a
suaintegracdo em membranas e outras estruturas
vitais.
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