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Resumo

Introducdo: Oleos de peixe em céapsulas (OPC), de venda livre no Brasil, sdo
fontes dos acidos graxos eicosapentenoico (EPA) e docosaexenoico (DHA),
recomendados para o tratamento de hipertrigliceridemia. O objetivo do
presente estudo foi avaliar o conteudo de EPA e DHA, mercurio, nivel de
oxidacdo e a rotulagem de OPC comercializados em Brasilia, Brasil, de acordo
com a legislacdo vigente. Também buscou-se avaliar o custo, a ingestdo
calorica e a carga de capsulas envolvidos no consumo desses suplementos
para o tratamento de hipertrigliceridemia. Métodos: Os OPC foram adquiridos
em drogarias de Brasilia. O conteudo de acidos graxos foi determinado por
cromatografia gasosa, utilizando padrdes interno (éster metilico de C23:0) e
externos (ésteres metilicos de EPA e DHA). As amostras foram metiladas com
trifluoreto de boro (14% em metanol). Foi aceita uma variagcdo de + 20% de
EPA e DHA, em relacéo ao declarado no rétulo. O mercurio foi determinado por
método de deteccao direta de vapor. O indice de peroxidos (IP) foi determinado
de acordo com o método A.O.C.S Cd 8-53 adaptado por Crowe et al., (2001), e
o indice de anisidina (IA), pelo método A.O.C.S Cd 18-90. O valor total de
oxidacdo (TOTOX) foi calculado pela formula: 2 - IP + IA. Niveis de IP, 1A e
TOTOX aceitaveis por organizacfes internacionais reconhecidas sao <5 mEq
O,/ kg de dleo, <20 e <26, respectivamente. Os rotulos e as recomendacdes
compativeis com a propriedade funcional de EPA e DHA foram analisados a
partir de documentos legais e diretrizes das sociedades cientificas
internacionais. O custo mensal de cada produto foi calculado a partir do preco
estabelecido pelas farméacias. Resultados: Foram identificados 31 produtos e
adquiridos 28, pois 3 nao discriminaram a quantidade de EPA e DHA no rétulo.
Dos produtos, 88,8 % e 81,4 % apresentaram porcentagem de adequacéo de
EPA e DHA, respectivamente, dentro dos valores permitidos pela legislacao
brasileira. Cerca de 15% dos produtos apresentaram concentracdo de
mercurio entre 11 e 15 ppb, dentro dos valores permitidos. Nos 10 produtos
analisados quanto ao nivel de oxidacdo, 20 % excederam o0s niveis de IP e
TOTOX recomendados, com o produto mais oxidado atingindo 14,9 mEq O,/ kg
de oOleo de PV e 44 de TOTOX. Em relacdo a rotulagem, 9,7 % dos produtos
estavam de acordo com todos os quesitos avaliados. Houve uma grande
variacdo concentracdo de EPA e DHA e de custo e quantidade de capsulas a
ser ingerida para se atingir a dose minima para o tratamento de
hipertrigliceridemia. Produtos mais concentrados foram associados a uma
menor ingestdo de calorias (p = - 0,904; p <0,001) e de céapsulas (p =-0,794;
p < 0,001), mas a um maior custo (p = 0,531; p = 0,002). Concluséo: Apesar da
alta porcentagem de adequacdo das variaveis quimicas analisadas, cerca de
1/ 3 dos produtos apresentaram alguma inadequacdo quanto a legislacdo. A
legislacdo vigente em relacdo a rotulagem é vasta, mas fragmentada, o que
refletiu em baixa porcentagem de produtos com rétulos conformes.

Palavras-chave: 6leo de peixe, 6mega-3, nivel de oxidacdo, mercurio, carga
de capsulas, rotulo.



Abstract

Background: Fish oil are over the counter supplements in Brazil, and are
sources of eicosapentaenoic fatty acids (EPA) and docosahexaenoic (DHA),
recommended for the treatment of hypertriglyceridemia. The aim of this study
was to evaluate the content of EPA and DHA, mercury, oxidation level and
labeling of fish oil supplements marketed in Brasilia, Brazil, in accordance with
current legislation. Cost, caloric intake and pill burden related to the intake of
these supplements for the treatment of hypertriglyceridemia were also
evaluated. Methods: Fish oil supplements were purchased in drugstores of
Brasilia. The fatty acid content was determined by gas chromatography using
the internal (C23:0) and external (EPA and DHA) methyl ester standards. For
GC-FID analysis, samples were prepared by alkali-catalyzed methylation with
boron trifluoride (14% in methanol). Variation of + 20 % of EPA and DHA,
compared to the stated label was considered adequate. Mercury was
determined by direct vapor detection method. PV was determined according to
A.O.C.S Cd 8-53 method adapted by Crowe et al. (2001) and AV, according to
A.0.C.S Cd 18-90 method. Total oxidation (TOTOX) was calculated by the
formula: 2.PV + 1.AV. Recommended levels for PV, AV and TOTOX of <5 mEq
O,/ kg oil, < 20 and < 26, respectively, were used as oxidation parameters of
the products. Labels and therapeutic recommendations of EPA and DHA were
analyzed based on legal documents and guidelines of international scientific
societies, respectively. The monthly cost of each product was calculated from
the price set by the drugstores. Results: We identified 31 products and
purchased 28 because 3 did not discriminate the amount of EPA and DHA on
the label. EPA and DHA percentage adequacy were met by 88.8 % and 81.4 %
of the products, respectively. About 15% of products had mercury
concentrations between 11 and 15 ppb, within the allowed values. Twenty
percent of the products exceeded recommended levels of PV and TOTOX, with
the most oxidized product reaching 14.9 mEq O,/ kg oil of PV and 44 of
TOTOX. Ten percent of the labels were in accordance to all issues analyzed.
There was a great variation in the concentration of EPA, DHA, cost and quantity
of capsules to be ingested per day to achieve the minimum dose for the
treatment of hypertriglyceridemia. The more concentrated supplements were
correlated with lesser calories (p =- 0.904; p <0.001) and lesser pills (p = -
0.794; p < 0.001), but higher costs (p = 0.531; p = 0.002). Conclusion: Despite
the high percentage of adequacy of the chemical parameters analyzed, about
2/3 of the products showed some inadequacies according to the law. The
current legislation is broad, but fragmented, which resulted in low percentage of
products with label compliance.

Keywords: fish oil, omega-3, oxidation level, mercury, pill burden, label.
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1. INTRODUCAO

O aumento da expectativa de vida, a urbanizacdo e o0 estresse cronico
refletem em um aumento na incidéncia de doencas cronicas ndo transmissiveis
(DCNT) (INCA, 2014). De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as
DCNT foram responsaveis por 63% dos 6bitos mundiais em 2008 (WHO, 2014). No
Brasil, as DCNT séo consideradas o principal problema de saude publica e
representam cerca de 74 % das causas de morte em 2014, sendo as principais, as
doencas cardiovasculares (DCV) (SCHIMIDT et al., 2011; WHO, 2014). Assim como
a mortalidade, morbidade por DCNT aumentou nas Ultimas décadas e a principal
faixa etéria afetada € a de adultos, que apresentam 19 % de risco de morte por
alguma DCNT (BRASIL, 2015; INCA, 2014; WHO, 2014).

O Plano de Acdes Estratégicas para o Enfrentamento das DCNT no Brasil
2011-2022 prioriza 0 combate aos principais fatores de risco no Pais, como a
alimentacdo inadequada. Estratégias para esse combate incluem o incentivo ao
consumo de lipidios com um perfil qualitativo equilibrado: redu¢cdo no consumo
alimentos ricos em gordura saturada e aumento do consumo de gorduras poli-
insaturadas, como o 6mega 3 (®-3) (BRASIL, 2011). Os acidos graxos (AG) -3
eicosapentenoico (EPA) e docosaexenoico (DHA) sdo importantes para a prevencao
e tratamento de doengas cardiovasculares e hipertrigliceridemia (ISSFAL, 2004,
KRIS-ETHERTON et al., 2002; SANTOS et al., 2013; WANG et al., 2006).

Fontes de ®-3 incluem os peixes marinhos, principalmente os de aguas frias
(salméo, sardinha, bacalhau, etc.) (PESCADOR, 2006). No Brasil e no mundo, o
consumo desses alimentos é baixo, se comparado a outras fontes protéicas, como a
carne e o frango (BRASIL, 2010a; USDA, 2010; ALBERT; METIAN, 2013). Como
fator complicador, o armazenamento e a cocg¢ao reduzem o valor nutricional dos
peixes, tanto de vitaminas, como de gorduras, que podem se oxidar quando
expostas ao calor (PESCADOR, 2006).

Os suplementos de 6leo de peixe em capsulas (OPC) sdo uma alternativa
eficiente para consumo de EPA e DHA. E importante considerar uma quantidade
adequada desses nutrientes nas capsulas, nivel de oxidacdo e auséncia de
toxicidade por metais pesados, além de uma rotulagem clara e completa, para que o
consumidor tenha informagbes adequadas a respeito do produto (ANVISA 2005;
ANVISA, 2016). Assim, as prescrigdes por profissionais de saude, as propagandas
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veiculadas na midia e a venda de OPC crescem a cada ano no Brasil e no mundo
(MURGEL et al., 2013; ITO, 2015). Estes sao classificados como suplementos
alimentares que podem ser vendidos sem prescricdo médica (BRASIL, 2009). A
venda livre e 0 apelo da midia podem levar o consumidor a comprar o suplemento
em funcado de seu custo ou em funcéo de alegacao no rétulo (MURGEL et al., 2013).

O consumo excessivo de 0Oleo de peixe (> 3 g/ dia) pode causar diarreias,
desconforto gastrico e hemorragias, e doses abaixo das prescritas podem
comprometer a acdo desejada (FDA, 1997; WANG et al.,, 2006; MURGEL et al.,
2013). Assim, é necessario que o consumidor conheca o produto a ser consumido
para otimizar o efeito benéfico desejado e evitar efeitos deletérios a saude
(MURGEL et al., 2013).

Poucos estudos realizados no Brasil analisaram a composicdo de acidos
graxos, nivel de oxidacdo e presenca de metais pesados de OPC em relacdo as
exigéncias da legislacdo brasileira e as recomendacBes de organizacdes
internacionais. Apesar de a legislacdo vigente estabelecer requisitos para a
comercializacdo destes produtos, outros fatores sdo necessarios para garantir um

suplemento de qualidade ao consumidor, como armazenamento adequado.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Processamento de Oleos de Peixe

Os peixes utilizados para a producdo de 6leo em escala industrial sdo das
mais diversas origens, como aqueles capturados para a producdo de dleo, de
farinha e de outros derivados do peixe; peixes de baixo valor comercial adquiridos
de pescarias para outros fins distintos a producao de 6leo; e residuos de peixe e
suas visceras provenientes da industria de processamento (FAO, 1986). Os peixes
sdo geralmente pelagicos e de pequeno porte, como a anchova e savelha (FAO,
2015). De toda a producédo de 6leo de peixe, apenas 25 % é destinada a producéo
de OPC e o restante, geralmente, se destina a aquicultura (CAMERON-SMITH et al.,
2015).

Ha diversas maneiras de extrair o 6leo de peixe de sua matéria-prima. O
meétodo a ser utilizado sempre deve levar em consideracdo que a matéria-prima &
composta por trés elementos: 6leo, solidos (extrato seco livre de gordura) e agua.
De toda maneira, a maioria dos métodos relevantes de extracdo e refino segue os
seguintes passos (FAO, 1986; SEGURA, 2012):

- Aquecimento dos cortes de peixe fresco;

- Drenagem/ decantacdo e prensagem/ centrifugacdo: para separar a parte
sélida da mistura 6leo/ agua;

- Fracionamento dos fluidos provenientes da prensagem/ centrifugacéo: para
separacdo da mistura 6leo/ agua;

- Purificacé@o do dleo.

Detalhadamente, um exemplo de processo de fabricacdo de OPC é descrito
na figura 2.1. Apés a extracdo dos Oleos de peixe dos tecidos com aplicacdo de
vapor, o refino do 6leo bruto € semelhante ao dos 6leos vegetais. Todo 0 processo
de extracdo e fabricagdo do 6leo de peixe deve ocorrer em condigbes que evitem a
oxidacdo da matéria prima, com protecdo contra altas temperaturas, luz e radiagéo.

No Brasil, basicamente ocorre encapsulamento e embalagem dos 6leos de
peixe (PACHECO, 2005). O 6leo de peixe bruto geralmente € importado de paises
como o Peru, que € o maior exportador de 6leo de peixe do mundo (PACHECO,
2005; SEGURA, 2012; PIKE; JACKSON, 2010).
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Figura 2.1 Producédo de 6leos de peixe (adaptacao de AOCS, 2011)

A purificacdo do 6leo de peixe € um processo importante da producéo do éleo

de peixe, em que ha a remocdo de substancias indesejadas, pesticidas, metais
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pesados e poluentes. Varios métodos podem ser empregados para este fim, como:
cristalizacdo a baixas temperaturas, extracdo de ions metélicos com agentes
complexantes, extracdo supercritica de fluidos, complexacdo com ureia, hidrolise
catalisada por lipase e destilacdo molecular. Estes métodos podem ser otimizados
ou combinados para se atingir um produto com grau de pureza otimizado (LIN et al.,
2014; HAJEB et al., 2014).

Podem-se empregar as técnicas de complexacdo de ureia e destilacdo
molecular em um mesmo produto. A complexacdo com ureia € utilizada na remocao
de AG mono e saturados, no processo de concentracdo de EPA e DHA no 6leo de
peixe. A destilagdo molecular é uma técnica de separacao liquido-liquida baseada
na diferenca do livre caminho médio das moléculas, sob condicdes de alto vacuo. A
pequena distancia entre o condensador e o evaporador, e 0 VAcuo no espaco da
destilacdo permitem que o liquido seja exposto a menores temperaturas por um
curto periodo de tempo para que os materiais termolabeis ndo sejam facilmente
descompostos. Por ser um método que ndo utiliza solventes, por minimizar as
perdas de AG por decomposicdo térmica e por gerar menos residuos e riscos, €
considerado um método adequado para a separacdo de AG poli-insaturados (LIN et
al., 2014).

O método de extracdo supercritica de fluidos € um processo baseado na
dissolucdo de substancias em fluido com habilidade de solvatagcdo modificada,
acima de suas condicdes criticas de temperatura e pressao, e as propriedades do
fluido supercritico sdo usadas para extracdo de compostos especificos de diversas
substancias por modificacdo de presséo e temperatura, sem a necessidade de uma
fase intermediaria. Esse método, otimizado com o planejamento composto central
(Central Composite Design CCD) para o estudo da superficie de resposta, mostrou-
se eficaz para a remoc¢éo de mercurio, cadmio, chumbo e arsénio de 6leos de peixe,

e pode ser usado para extracao e refino de 6leos (HAJEB et al., 2014).

2.2 FormulagBes Comercializadas de Oleo de Peixe

Na natureza, o Oleo de peixe pode apresentar perfis distintos de acidos
graxos, devido ao acumulo de variaveis niveis de acidos graxos na cadeia trofica de
um certo ecossistema (BUDGE et al., 2002; KAYA; ERDEM, 2009). Usualmente, o
Oleo de peixe bruto apresenta 18 % de EPA e 12 % de DHA, cerca de 1/3 da
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molécula de TAG é composta por -3 (SCHUCHARDT et al., 2013). Assim, h&a
necessidade de padronizacdo da concentracdo do produto comercializado, bem
como aprimoramento da qualidade do perfil de acidos graxos no 6leo.

Os Oleos de peixe comercializados atualmente podem estar em diversas
formulagbes e concentracbes (SANTOS et al., 2013). A industria tem utilizado
recursos tecnologicos para reformular Oleos de peixe brutos em produtos mais
concentrados, viabilizando o aporte de doses mais altas de EPA e DHA a partir do
consumo de um menor numero de cépsulas. Desta forma, pode-se melhorar a
adesdo dos pacientes a tratamentos com capsulas de 6leo de peixe (DYERBERG et
al., 2010).

A cépsula de Oleo de peixe é composta por EPA e DHA e outros ingredientes,
como: outros acidos graxos poli-insaturados, monoinsaturados e saturados; gelatina
e glicerina (veiculos). A concentracdo de EPA e DHA pode ser tao eficiente, que
chega a ter de 30 % a até 90 % em apresentacdes mais concentradas (SANTOS et
al., 2013).

O 6leo de peixe bruto pode sofrer diversas modificacées pela industria para
refino de suas caracteristicas fisico-quimicas, como hidrogenacéo, interesterificacao
e fracionamento. A interesterificacdo € um dos métodos utilizados para concentracao
dos 6leos no contetdo de EPA e DHA. O processo de interesterificacdo pode ser
classificado em quatro tipos diferentes de reacdes (OLIVEIRA et al., 2004; MOURA
et al., 2006):

o Glicerolise (troca de grupos acila entre um triacilglicerol (TAG) e um
glicerol);

. Aciddlise (troca de grupos acila entre um éster e um acido);

o Alcodlise (troca de grupos acila entre um éster e um alcool);

o Transesterificacdo (troca de radicais acil entre um éster e outro éster).

Os diversos tipos de apresentacdo de Oleo de peixe comercialmente
disponiveis sdo (DYERBERG et al., 2010):

o TAG natural,
. Acido Graxo (AG) livre;
. Etil Ester (EE) de AG;

. TAG reesterificado.
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O TAG natural é o 6leo bruto, que pode ser comercializado, porém em uma
concentracdo menor do que as outras formas comerciais. A partir do TAG natural,
podem ser realizadas transformacdes laboratoriais para se conseguir uma versao
mais concentrada (DYERBERG et al., 2010).

O AG livre ndo € comercializado em capsulas, mas é disponivel na industria
para outros fins. Para a transformagdo do TAG natural em AG livre ocorre o
processo de hidrélise acida (acidolise), no qual sdo formados glicerol e AG (acidos
carboxilicos) correspondentes. Assim, pode-se ter AG livres de EPA e DHA
(DYERBERG et al., 2010). A obtengcdo de AG livres pelo processo convencional
utiliza temperaturas elevadas, entre 150 e 280 °C, de acordo com o tempo de reacao
desejado, o que pode levar a oxidacdo do 6leo de peixe, deixando-o improprio para
o fim pretendido (MOURA et al., 2006).

A partir do AG livre, forma-se o EE de AG, pelo processo de esterificagdo com
etanol. No entanto, como a etapa anterior de obtencdo do AG livre requer altas
temperaturas (150-280 °C), a reacdo de alcodlise mostrou-se viavel para a producéo
de ésteres etilicos, devido a possibilidade de utilizacdo de temperaturas muito
baixas, na faixa de 40 °C. O processo proposto é uma alternativa tecnolédgica para
Oleos ricos em &cidos graxos poli-insaturados, conferindo-lhes maior protecédo a
oxidacdo. Este método se baseia na reacdo entre o TAG e um alcool, que gera
ésteres de AG (etil ou metil) a depender do &lcool empregado a partir do
deslocamento do glicerol pelo alcool na presenca de catalisadores (MOURA et al.,
2006).

Assim, a producdo de EE de AG é uma alternativa para o problema da
oxidacdo dos acidos graxos, mas mantendo a producdo de lipidios estruturados
especificos, pois os EE de AG podem ser produzidos a baixas temperaturas, o que
aumenta sua estabilidade e poder de causar beneficos a saude (MOURA et al.,
2006). O EE de AG é mais estavel que o AG livre e pode ser comercializado em
forma de cépsulas. Assim, comercializa-se um 06leo rico em EE de EPA e DHA,
sendo uma versdo mais concentrada do que o 6leo de peixe bruto, porém, menos
biodisponivel do que este (DYERBERG et al., 2010; NEUBRONNER et al., 2011).

Por fim, tem-se o TAG reesterificado (TAGr), a partir da transesterificacao
enzimatica de trés EE de AG com glicerol. Com este processo, consegue-se
comercializar capsulas com TAG elaborados laboratorialmente com maior

concentracdo dos AG de interesse. Sao bastante estaveis, devido a presenca de um
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glicerol unindo os AG, e sdo a forma com mais alta biodisponibilidade, se
comparados ao TAG natural e os EE de AG (DYERBERG et al., 2010).

2.3 Biodisponibilidade das Formulacdes de Oleo de Peixe

A variacao de biodisponibilidade entre as formulagbes dos AG -3 (TAG, EE e
TAGr) pode ser explicada por diversos motivos: atividade da lipase pancreatica, a
posicdo do AG de interesse na cadeia de glicerol do TAG, a posicao da dupla
ligagdo do grupo carboxila terminal, a massa molecular da formulacdo de ®-3, e a
atual matriz em que o AG é apresentado (SCHUCHARDT et al., 2013). Por exemplo,
a digestdo do EE de AG é prejudicada em relacdo a do TAG como resultado da
auséncia da cadeira de glicerol em sua estrutura. A lipase pancreética hidrolisa os
AG da cadeira de etanol do EE de AG no intestino delgado e este € mais resistente
a hidrélise do que o AG proveniente do TAG (OPPERMAN et al., 2013). Esta
biodisponilidade pode ser implementada com a ingestdo concomitante de refeicao
contendo gordura (SCHUCHARDT et al., 2013).

Em diversos estudos, a biodisponibilidade dos AG -3 € determinada pelos
niveis séricos nestes nutrientes. No entanto, esta concentracdo sérica nao reflete o
real efeito fisiologico dos AG EPA e DHA no organismo, que possuem acao
fisiol6égica importante nos tecidos em que se incorporaram (GHASEMIFARD et al.,
2014). Diante dessa variacdo de biodisponibilidade entre os diversos tipos de
apresentacdo de OPC comercializados, sugere-se que os efeitos bioldgicos deste
suplemento sejam aferidos pelo indice de ®-3, que é a medida da concentracdo dos
AG EPA e DHA na membrana eritrocitaria, e que apresenta forte correlacdo com a
concentracdo desses acidos graxos em outros tecidos, como miocardio, figado e rins
(SCHUCHARDT et al.,, 2013; FLACHS et al.,, 2014). Harris & Schacky (2004)
sugerem a utilizacdo clinica do indice de ®-3, por ser um marcador do risco de
doencas cardiovasculares. indice de »-3 = 8 % indica baixo risco cardiovascular e <
de 4 % indica alto risco cardiovascular.

Aléem da biodisponibilidade, deve ser considerada a seguranca da ingestédo
dos AG nas diferentes formulacdes existentes. Nao é consenso se o0 consumo de EE
de AG é seguro durante a gestacdo, por exemplo, pois, durante a digestdo do »-3

nesta formulacéo, o EE € convertido a TAG, com a liberagdo de uma molécula de
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alcool. Apesar de ser uma quantidade pequena, a seguranca do consumo de EE é
controversa para grupos de risco, como criancas e gestantes, pois este pode ser
toxico para o coracao, figado, pancreas e, possivelmente, para a placenta
(OPPERMAN et al., 2013).

Considerando diferentes niveis de biodisponibilidade e seguranca das
diferentes formulacdes, é importante que esta seja especificada no rétulo do produto
(OPPERMAN et al., 2013).

2.4 Oxidacdo de Lipidios

As duplas ligacdes na estrutura de AGPI, principalmente do EPA e do DHA,
0s tornam bastante suscetiveis a oxidacdo. Essa pode ocorrer de diversas maneiras,
de acordo com o0 meio e 0s agentes catalisadores (SILVA et al., 1999), durante o
processamento do Oleo de peixe ou até mesmo apds seu encapsulamento
(TURNER et al., 2006). Por isso, os OPC sdo os suplementos mais suscetiveis a
oxidacdo existentes no mercado (CAMERON-SMITH et al., 2015).

A degradacao do 6leo de peixe se inicia quando os AGPI entram em contato
com O, e diversos fatores podem favorecer e acelerar a oxidacdo desses AG
(TURNER et al., 2006). Como o Oleo de peixe para a producdo de OPC é
selecionado entre parte do 6leo destinado a aquicultura, € dificil relacionar a origem
do dleo, data de fabricacédo e o tipo de refino do 6leo com o nivel de oxidacdo do
produto final. Assim, as industrias devem dosar os niveis de oxidacdo de seus
produtos constantemente, antes de serem distribuidos no comércio (CAMERON-
SMITH et al., 2015).

A auto-oxidacgdo é o principal mecanismo responsavel pela oxidagédo de Oleos
e trata-se de um processo quimico complexo com formacdo de radicais livres, na
presenca de iniciadores, que ocorre de acordo com a evolugdo do tempo e
condi¢cdes de armazenamento do 6leo. Os iniciadores catalisadores desse processo
incluem: calor, ions metdlicos, radicais livres, alteracdo do pH do meio ou até
hidroperoxidos (SILVA et al., 1999).

A foto-oxidacdo pode ocorrer a partir da exposicdo dos lipidios a radiacéo
ultravioleta (UV) na presenca de sensibilizadores (compostos quimicos excitados
pelos raios UV) e é mais rapida do que a auto-oxidacao (SILVA et al., 1999). Diante

da exposicdo a radiacédo UV, o oxigénio tripleto (°0.) é convertido a oxigénio singleto
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(*0,), que interage com as duplas ligaces do AGPI, com formacdo de
hidroperoxidos e compostos que podem desencadear rea¢gfes de auto-oxidacao
(TURNER et al., 2006). A oxidacdo de AGPI, ainda, pode ocorrer devido a catéalise
enzimatica, especificamente pela lipoxigenase (SILVA et al., 1999).

A partir da oxidacdo dos AGPI, tem-se a formacdo dos compostos primarios
da oxidacdo. Nestes, pode-se ver a formacdo de hidroperoxidos e, a depender das
posicbes das duplas ligacdes, pode haver deslocamento de uma destas, com
formacéo de dienos conjugados, como mostra o esquema da figura 2.2 (SILVA et al.,
1999).

W\—»\(\/\/\

OOH
Figura 2.2 Producé&o de hidroperodxidos e dienos conjugados (adaptado de SILVA et al., 1999)

Os hidroperoxidos (compostos primarios da oxidacdo) séo intermediarios
instaveis, principalmente a temperaturas elevadas ou em presenca de metais de
transicao, devido a fraca ligacdo entre os seus atomos de oxigénio. Dessa forma,
podem se decompor com a producdo de compostos designados como produtos
secundarios da oxidagéo, que possuem naturezas diversas e Sao responsaveis pela
rancidez e odor desagradavel dos 6leos, como alguns compostos volateis dos
diferentes grupos: aldeidos, cetonas, hidroxiacidos, hidrocarbonetos (SILVA et al.,
1999). Eventualmente, esses podem ser convertidos a compostos terciarios da
oxidacdo (TURNER et al., 2006).

A Figura 2.3 exemplifica um processo de oxidacdo do AGPI »-3 acido
linolénico, gerando seus produtos primarios e secundarios. Inicialmente, a remocao
de um &atomo de hidrogénio do carbono 11 do acido linolénico gera o 13-

hidroperéxido®*t*®

, que pode ser decomposto formando radicais hidroxila e alcoxila,
que, posteriormente, originam 0s compostos secundarios da oxidacdo, como
hidrocarbonetos (ex: penteno) e alcoois (ex: pentenol). Ainda, pode haver a
formacdo de aldeidos (ex: hexenal) a partir da degradagdo dos hidroperéxidos

(ARAUJO, 2008).
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Figura 2.3 Produtos primarios e secundarios da oxidacéo de acidos graxos poli-insaturados
(adaptado de ARAUJO, 2008)

Os compostos gerados a partir da oxidacdo dos APGI podem ser
guantificados experimentalmente. Por exemplo, para a quantificacdo dos
hidroperoxidos (compostos primarios da oxidag¢ao), podem ser usados os métodos:
indice de peréxidos e o teste colorimétrico Ferrous Oxidation — Xylenol Orange
(FOX). Para a quantificacdo dos compostos secundarios, podem ser realizados os
testes: teste do acido 2-tiobarbitirico (TBA), indice de anisidina, indice de ranco,
cromatografia gasosa com espectrometria de massa e termolise (SILVA et al., 1999).

Para evitar a oxidacdo dos 6leos, com preservacdo de sua qualidade, vida de
prateleira e propriedades sensoriais, antioxidantes sao adicionados durante o
processo de producéo (TURNER et al., 2006; CAMERON-SMITH et al., 2015).

Os antioxidantes podem atuar eliminando radicais livres por sua atividade
sequestrante, sendo estes 0s antioxidantes primarios, como os compostos fendlicos,
sendo um deles a vitamina E (a-tocoferol). Amplamente utilizado como antioxidante
de lipidios, o a-tocoferol pode atuar reagindo com o radical peroxila para interromper
a propagacao da oxidacao e com o radical alcoxila para inibir a decomposicao de
hidroperoxidos em aldeidos (FRANKEL, 1996).

Antioxidantes também podem atuar por mecanismos que ndo envolvem o
sequestro direto de radicais livres (antioxidantes secundarios), mas pela ligacdo de
ions metalicos, sequestro de oxigénio, conversdo de hidroperdxidos em espécies

estaveis (ndo-radicais), absorcdo de radiagdo UV ou desativacdo de oxigénio
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singlete. Como exemplo, o acido citrico € um agente sequestrante, eficaz apenas na
presenca de ions metalicos. Ja o &cido ascorbico, em sua acédo redutora, é eficaz na
presenca de tocoferdis ou outros antioxidantes primarios (FRANKEL, 1996). O acido
ascorbico ainda, pode causar o sequestro de radicais livres, que € o principal
mecanismo antioxidante de alimentos e sao efetivos contra a auto-oxidacdo, pois
tornam o oxigénio indisponivel para propagar a oxidacdo (TURNER et al., 2006).

Especificamente em relacdo ao 6leo de peixe, o processo oxidativo pode se
iniciar ainda com o peixe vivo durante sua captura. O processamento do 6leo,
principalmente durante sua extracéo do tecido animal e centrifugacdo, pode expor 0s
AG EPA e DHA a calor e oxigénio, com geracao de hidroperéxidos. Apés a etapa de
purificacdo, o 6leo geralmente € armazenado em tambores livres de luz, para evitar
producado de peroxidos. A adicdo de antioxidantes, como o a-tocoferol, e a auséncia
de espaco livre no tambor também previnem a oxidacdo do 6leo (TURNER et al.,
2006). Ainda, durante o processamento de 6leo de peixe, podem ser realizados
aspersao de nitrogéno para remocao de oxigénio e atmosfera inerte com nitrogénio
para manutencdo de ambiente livre de oxigénio durante o armazenamento
(PACHECO, 2005). A quantidade de antioxidantes do 6leo de peixe pode ser
reduzida ao longo do seu tempo de prateleira, apesar de o produto estar dentro do
prazo de validade (FRANKEL, 1996).

Quanto a saude do consumidor, os AG oxidados podem causar diversos
efeitos deletérios ao organismo, como: estresse oxidativo, inflamacéo, alteracdées na
funcdo vascular e aterosclerose (TURNER et al., 2006). O consumo de 6leo de peixe
oxidado pode, inclusive, reduzir o efeito compativel com sua propriedade funcional
desejado. E possivel que diversos estudos randomizados tenham encontrado
limitados efeitos benéficos do 6leo de peixe por terem utilizado OPC oxidado, sendo
de extrema relevancia a dosagem do IP, IA e TOTOX no produto a ser ofertado aos
voluntarios antes do inicio dos estudos (CAMERON-SMITH et al., 2015).

No entanto, baixos niveis de oxidacdo s&o permitidos por regulamentos
oficiais internacionais sobre o tema. A ANVISA determina que os fabricantes sigam
as diretrizes estabelecidas pelas principais referéncias oficiais reconhecidas como
parametro para avaliar a qualidade do OPC (ANVISA, 2016). Diretrizes
internacionais que tratam sobre o assunto incluem: US Council For Responsible
Nutrition (US COUNCIL FOR RESPONSIBLE NUTRITION, 2006), Global
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Organization for EPA and DHA - GOED (GOED, 2012) e Health Canada (HEALTH
CANADA, 2013).

2.5 Acidos Graxos Essenciais e Eicosanoides

O organismo humano n&do produz certos tipos de &acidos graxos poli-
insaturados, sendo considerados essenciais 0s seguintes acidos graxos (AG) das
familias w-6 e w-3: acido linoleico (LA) C18:2 ®6 e alfa-linolénico — ALA C18:3
(9,12,15) ®-3, respectivamente. Os AG da familia w-3 sdo: o ALA, o
eicosapentenoico — EPA C20:5(5,8,11,14,17) ®-3 e o0 docosaexenoico — DHA
C22:6(4,8,12,15,19) ®-3, que sdo derivados a partir do ALA, pelas enzimas
elongases e dessaturases. Da mesma maneira, o LA pode ser convertido no
organismo em &cido araquiddnico (AA) 20:4-»-6 (PLOURDE; CUNNANE, 2007).

Ambos ALA e LA, no organismo humano (principalmente no figado), podem
seguir um trajeto de dessaturacfes e alongamentos para gerar 0os outros acidos
graxos membros da familia ®-3 e ®-6, respectivamente (PLOURDE; CUNNANE,
2007). Porém, a taxa de conversao de ALA para EPA e DHA no organismo humano
€ baixa, abaixo de 5 % e 0,5 %, respectivamente, podendo ser até ndo significante
ou negligenciavel, dependendo do individuo, estado de saude ou da fase da vida
(Figura 2.4) (ISSFAL, 2009). Dietas ricas em ®-6 podem reduzir essa taxa de
conversdo em até 40 - 50 % (GERSTER, 1998).

A taxa de conversdo de ALA para EPA e DHA e de LA para seus derivados é
influenciada pelo contetdo de acidos graxos da dieta, tendendo a aumentar quando
a dieta € pobre em ALA/ LA ou quando o contetdo de acidos graxos poli-insaturados
nas membranas celulares esta reduzido, mas podendo ser reduzida se houver
deficiéncia de cofatores envolvidos nesse processo de conversao, como vitamina B,
zinco e ferro (PLOURDE; CUNNANE, 2007). A proporcao de ®»-6:®-3 na dieta deve
ser de 2-5:1, para que haja maior eficiéncia de conversdo de ALA para EPA e DHA
(MARTIN et al., 2006). Em criancas e neonatos, esta conversio ¢ maior do que em

adultos, e, em mulheres, maior do que em homens (ISSFAL, 2009).
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Figura 2.4 Trajeto enddgeno do acido a-linoleico e a-linolénico (adaptado de LEE; LIP, 2003)

Esses dados podem ser verificados pela utilizacdo de isétopos e
radioisotopos de ALA ou ainda pela avaliagdo da dosagem sérica de DHA apoés a
ingestdo de 6leo de linhaca (composto majoritariamente por ALA), que permanece
semelhante a dosagem anterior a este consumo na maioria dos casos (PLOURDE;
CUNNANE, 2007).

Dados sugerem que o consumo de EPA também ndo é capaz de alterar
significativamente os niveis séricos de DHA. A familia ®-3 é precursora de
eicosanoides (prostaglandinas da série 3 e leucotrienos da série 5) e outros
mediadores anti-inflamatorios, o que é benéfica & saude e combate doencas
inflamatorias e cardiovasculares (SANTOS et al., 2013). Especificamente, beneficios
sao vistos com tratamentos a base de EPA e DHA, e nédo a base de ALA (WANG et
al., 2006). Exceto em individuos saudaveis com dieta balanceada, para que haja o
beneficio a salde proveniente dos &cidos graxos EPA e DHA, devido a baixa
conversdo de ALA para EPA e DHA no organismo humano, pode ser necessaria
uma fonte exdgena desses nutrientes (BURDGE et al., 2005; PLOURDE;
CUNNANE, 2007). O oleo de peixe é uma fonte exdégena importante para este fim

por conter altos niveis desses dois acidos graxos (SEGURA, 2012).
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Quantos aos acidos graxos ®-6, ap0s a ingestédo, o LA pode sofrer alteracbes
de dessaturacdo e elongamento para formar o AA a partir da seqiéncia: &cido
gamalinolénico; acido di-homo-gamalinolénico; AA. No fim da conversdo, apenas
cerca de 0,1 % do LA ingerido é convertido a AA (PLOURDE; CUNNANE, 2007). O
AA (20:04 ®-6), que serve de substrato para uma grande variedade de importantes
eicosanoides com acdo pro e anti-inflamatdria, mas a maioria especialmente de
algumas moléculas pro-inflamatorias, vasoconstritoras ou pré-agregantes, ex:
prostaglandina E2, tromboxano A2 e leucotrieno B4 (PLOURDE; CUNNANE, 2007,
SANTOS et al., 2013).

Os AG da série ®-3 também sao substratos de eicosandides. Os AG w-6 e w-
3, com 20 carbonos (AA e EPA) séo substratos naturais das cicloxigenases (COX) e
estas competem entre si pela enzima COX. Na presenca de EPA os eicosanoides
sintetizados, que sdo da série impar, sdo menos inflamatoérios. Além disso, sabe-se
atualmente que outras substancias derivadas dos AG ®-3, como resolvinas e
protectinas, auxiliam no processo de retorno a homeostase pés-inflamatoria
(FLACHS et al., 2014).

2.6 Efeitos Fisiologicos do Omega-3 nas DCNT

Maiores niveis sanguineos de EPA e DHA estdo associados a um menor risco
de mortalidade por DCV e infarto (SCHACKY, 2014). Mecanismos biolégicos que
explicam este efeito protetor indicam que a prevencdo de DCV é decorrente da
reducdo de arritmias, reducéo da trigliceridemia, reducao da inflamacado sistémica,
reducdo da pressao arterial e também da agregacdo plaquetaria (WANG et al.,
2006).

Como explicagéo para a reducao da pressao arterial, tem-se que 0s AG ®-3
promovem a reducdo da resisténcia vascular sistémica e do ténus adrenérgico,
promovendo a ativagdo do relaxamento endotelial induzido pelo 6xido nitrico (KRIS-
ETHERTON et al., 2002).

O efeito anti-inflamatorio pode ser explicado, pois 0 ®-3 caracteriza-se pela
producdo de diversos eicosanoides e outros mediadores anti-inflamatoérios, assim
como a reducdo de marcadores com acdo majoritariamente pré-inflamatoria (ex:
interleucinas IL-6 e IL-8, moléculas de adesdo e a Proteina C Reativa). O EPA é

capaz de substituir o AA nas membranas celulares e também de competir pelas
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cicloxigenases, 0 que resulta na modulagcdo dos eicosanoides com reducdo da
producdo de prostaciclinas e de leucotrienos da série 4 e aumento da producao de
leucotrienos da série 5. O DHA n&o inibe diretamente o metabolismo do AA, mas
reduz a afinidade plaquetéaria dos receptores do tromboxano A2 e da prostaglandina
PGH2 a seus respectivos ligantes, conhecidos por seus efeitos proé-inflamatérios
(KRIS-ETHERTON et al., 2002). Achados consistentes indicam que o0 ®-3 pode ser
incorporado facilmente a placa aterosclerética tornando-a menos vulneravel a
rupturas e instabilidade por meio de suas propriedades anti-inflamatorias e da
reducdo da expressao de moléculas de adesédo (ex: molécula de adeséo Intercelular-
1 - ICAM-1; molécula de adesao da célula vascular 1 — VCAM-1 e E-selectina) e do
fator de crescimento derivado de plaquetas (KRIS-ETHERTON et al., 2002;
SANTOS et al., 2013).

Como explicacdo para reducdo das arritmias, tem-se a acdo dos ®-3
diretamente nos canais idnicos, na modulacéo do tonus autondmicos, na reducao da
frequéncia e na limitacdo da arritmia de reperfusdo (SANTOS et al., 2013).

O efeito benéfico do consumo de Gleo de peixe no metabolismo lipidico pode
ser explicado por sua acao no figado de acordo com 0s seguintes mecanismos:
aumento da oxidacdo de AG nos peroxissomas e nas mitocondrias; inibicdo da
expressao de genes envolvidos na lipogénese (pela reducéo da expressédo do gene
SREBP-1), com consequente reducdo da formacdo de AG, TAG e VLDL; maior
producdo de mediadores anti-inflamatérios lipidicos derivados do ®-3, como
resolvinas E1 e D1 e protectina D1, que protegem o hepatdcito do estresse oxidativo
e do dano em seu DNA, em casos de esteatose e cirrose hepatica (FLACHS et al.,
2014).

Uma intervencao nutricional em pacientes com diabetes tipo 2, que associou
1,6 g/dia de EPA e 0,8 g/dia de DHA a uma dieta hiperproteica de baixo indice
glicémico, obteve uma melhora dos marcadores inflamatorios, controle glicémico e
circunferéncia da cintura (MOOSHEER et al., 2014). Flachs et al. (2014), sugeriram
que o consumo de ®-3 seja eficaz na prevencdo de diabetes e, em pacientes
diabéticos, reduza a hipertrigliceridemia, mas ndo melhore do controle glicémico
(FLACHS et al., 2014). Sugere-se que 0 ®-3 interfere na sensibilidade a insulina e

reducdo de sua secregdo, com consequente aumento da glicemia, maior oxidacao
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de reservas corporais de gordura e menor oxidacdo de reservas de carboidrato
(DELARUE et al., 2003).

Assim, para prevencdo de DCNT, as recomendacdes baseiam-se em
guantidades especificas de EPA e DHA, apesar de que o Instituto de Medicina
americano (IOM) ainda ndo estabeleceu niveis diarios recomendados (DRI) desses
nutrientes para reduzir os danos causados pelas DCNT, mas apenas para ALA
(FLOCK et al.,, 2013). Para a obtencdo de resultados efetivos, o paciente deve
ingerir na dosagem especifica indicada para cada doenca, segundo orientacdo
médica (SCHACKY, 2014).

Em linhas gerais, de forma preventiva, recomenda-se o consumo de 0,5 a
1,8g de EPA + DHA para reducdo da mortalidade por DCV e por causas gerais
(KRIS-ETHERTON et al., 2002).

Diretrizes da Sociedade Brasileira de Cardiologia para reducao dos riscos de
DCV indicam, com evidéncia B, o consumo de -3 proveniente de OPC (1g/dia) ou 2
porcdes de peixe por semana (SANTOS et al., 2013). As diretrizes americanas, mais
especificas, recomendam o consumo de EPA + DHA, de 500 mg/dia (ISSFAL, 2004;
SMITH, 2011). Para o tratamento de DCV, a AHA (American Heart Association)
recomenda o dobro da dose recomendada para prevencado, sendo de 1g de EPA +
DHA por dia (KRIS-ETHERTON et al., 2002).

Quanto as dislipidemias em geral, revisdo da literatura indica que o consumo
de 2-4g/dia de Oleo de peixe tem recomendacdo IA para tratamento de
hipertrigliceridemia grave (>500 mg/dL), com risco de pancreatite, refrataria a
tratamento medicamentoso (SANTOS et al.,, 2013). Esse efeito de reducdo da
trigliceridemia pode ser visto tanto no jejum, como no periodo pos-prandial. No
entanto, a AHA sugere que 0 consumo para este grau de patologia seja de 2 a 4 g
de EPA + DHA, e néo do 6leo bruto (KRIS-ETHERTON et al., 2002).

O consumo de 6leo de peixe deve ser monitorado por profissional de saude
especializado, pois doses acima de 3 g por dia de EPA + DHA podem trazer danos a
saude, como hemorragias, disturbio gastrointestinais, nauseas, aumento do LDL, em
casos de hipertrigliceridemia e aumento da glicemia, em casos de pacientes com
resisténcia a insulina ou diabetes mellitus tipo 2 (FDA, 1997; WANG et al., 2006).
Assim, para que o consumo total diario de EPA e DHA né&o exceda o valor de 3 g, a

FDA (2000) recomenda que os fabricantes de 6leo de peixe estabelecam no rétulo
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uma porcao diaria que corresponda a, no maximo, 2 g de EPA e DHA, pois esses
AG também podem ser ingeridos a partir de alimentos, como o peixe (FDA, 2000).

2.7 Rotulagem de 6leo de peixe em capsulas

Na Anvisa, os OPC sao classificados como novos alimentos — NA - (6leo de
peixe com apresentacdo em capsulas) e podem apresentar alegacéo de propriedade
funcional ou de saude (APFS) (ANVISA, 2005; ANVISA, 2016). Essa alegacao indica

que, se ingeridos em doses adequadas, os AG EPA e DHA: “... auxiliam na
manutencdo de niveis saudaveis de triglicerideos, desde que associado a uma
alimentacéo equilibrada e habitos de vida saudaveis” (ANVISA, 2016). A APFS (ou
sua auséncia) deve constar na rotulagem, e é necessario que todos os OPC tenham
registro, que deve ser explicitado no rotulo (BRASIL, 1969; BRASIL, 1999). Este
controle é exercido pelos 6rgéaos fiscalizadores do Estado, no caso pela Anvisa, que
possui poder de policia, limitado as atribuicdes descritas na Portaria n° 1.161/2012,
vedado a iniciativa privada (BRASIL, 2012).

Ao longo das décadas, a legislacao brasileira foi implementada e diversos
regulamentos foram criados com diretrizes para a elaboracdo de rétulos de
alimentos. Especificamente quanto ao OPC, dois regulamentos complementares
foram publicados em 2005 e 2016, para classificacdo como novos alimentos ou
como alimentos com APFS, respectivamente. Assim, os rétulos de OPC devem
atender as exigéncias dos seguintes regulamentos:

1 - Decreto-Lei n° 986 / 69: Institui normas basicas sobre alimentos (BRASIL,
1969);

2 - RDC n°19/1999: Aprova o Regulamento Técnico de Procedimentos
para Registro de Alimento com Alegacdo de Propriedades Funcionais e/ou de
Saude em sua Rotulagem (BRASIL, 1999);

3 - RDC n° 259 / 2002: Aprova o Regulamento Técnico sobre Rotulagem de
Alimentos Embalados (BRASIL, 2002);

4 - RDC n° 360 / 2003: Aprova Regulamento Técnico sobre Rotulagem
Nutricional de Alimentos Embalados, tornando obrigatoria a rotulagem nutricional
(BRASIL, 2003);

5 - Site Anvisa: Alimentos. Assuntos de Interesse. Novos Alimentos e Novos
Ingredientes. (ANVISA, 2005);
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6 - Site Anvisa: Assuntos de Interesse. Alimentos com Alegacbes de
Propriedades Funcionais e ou de Saude (ANVISA, 2016).

O regulamento para OPC com APFS foi primeiramente publicado em 2005, e
exigia que o produto deveria conter, no minimo, 100 mg de EPA e DHA por porcéo
diaria recomendada no rotulo (ANVISA, 2008). No entanto, também era exigido que
os fabricantes de OPC obrigatoriamente comprovassem a APFS declarada com
base na recomendacao diaria indicada no rétulo. Essas duas exigéncias geravam
conflito de informacdo e base inconsistente para o estabelecimento, pela industria,
de quantas capsulas representariam uma por¢ao.

Em 2016, o regulamento para APFS dos AG EPA e DHA foi revisto. A
guantidade de EPA e DHA por porcdo pode variar, ndo havendo quantidades
minimas destes AG estabelecidas, desde que a industria comprove a APFS em

estudos realizados em humanos que utilizaram seu produto (ANVISA, 2016).

2.8 Estudos prévios de relevancia

No Brasil, ha poucos estudos publicados em periddicos indexados que
tenham analisado a composicao de OPC adquiridos no comércio. Fantoni et al.
(1996) analisaram a composicdo e o rotulo de 16 amostras de 6leo de peixe e 6leo
de figado de bacalhau. Os autores encontraram um indice de peroxidos (IP) variavel
de 2,1 a 20,3 mEq de O./kg de 6leo (alta) nas diversas amostras e componentes
polares entre 0,1 a 8,3%. Quanto ao rétulo, apenas 5 amostras declararam a
qguantidade de EPA e DHA. Em alguns casos, a quantidade e qualidade estavam
inadequadas para este tipo de produto, sendo uma amostra provavelmente
adulterada com 6leo de soja. Carvalho et al. (2000) analisaram 7 amostras de OPC
e a variacdo de EPA + DHA em relacdo ao declarado no rotulo foi de 29 a 106 %.

Outro estudo realizado no Brasil por Hirashima et al. (2013) analisou 21
amostras de 6leos. No entanto, nenhum era 0Oleo de peixe, sendo de linhaca;
primula; cartamo, borrage e groselhas negras. Foi encontrada adulteracdo em 9
amostras, e, de acordo com os autores, 5 provavelmente sofreram adi¢cao de 6leo de
soja, de acordo com os autores. Apenas cerca de 10% (n = 2) das amostras
estavam de acordo com a composi¢ado declarada no rotulo.

No cenario internacional, encontram-se maior quantidade de estudos

cientificos sobre o tema, realizados em diversos paises, como: Estados Unidos,
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Reino Unido, Austria, Australia, Canada e Africa do Sul. A maioria dos estudos
analisou o perfil lipidico de OPC pelos métodos de cromatografia gasosa com

detector de ionizacédo de chamas (CG-DIC) ou cromatografia liquida (Tabela 2.1).

Tabela 2.1 Estudos que avaliaram a adequacéo da composicéo de EPA e DHA em 6éleos de peixe em
capsulas.

Estudo Porcentagem de amostras Variacdo da porcentagem de
adequadas (%)? adequacdo do contetdo de EPA

e/ou DHA em relacdo a quantidade

declarada no rétulo (min.% - max.%)

Ackman et al. (1989) 70 (EPA); 88 (DHA) 63-101 (EPA); 66-123 (DHA)
Chee et al. (1990) 62,5 (EPA); 75 (DHA) 75-94 (EPA); 57-115 (DHA)
Shim et al. (2003) 29 (EPA); 9% (DHA) 51-124 (EPA); 61-153 (DHA)
Tatarczyk et al. (2007) 80 (EPA + DHA) 100-144 (EPA + DHA)
Kolanowski (2010) 93 (EPA); 93 (DHA) 95-124 (EPA); 93-122 (DHA)
Hamilton et al. (2010) 83 (EPA); 67 (DHA) 97-155 (EPA); 72-119 (DHA)
Ritter et al. (2013) 69 (EPA); 62,5 (DHA) 27-132 (EPA); 64-495 (DHA)
Srigley et al. (2014) 83 (EPA); 80 (DHA) 48-300 (EPA); 65-?(DHA)
Kleiner et al. (2015) 83 (EPA); 74 (DHA) 66-184 (EPA); 62-184 (DHA)
Albert et al. (2015) 22 (EPA + DHA) 32-144 (EPA + DHA)

%80 A 120% de adequacdo em relacdo ao valor declarado no rétulo adaptada para fins de
comparacao.

Quanto a rotulagem, Tatarczyk et al. (2007) observaram que apenas uma das
nove amostras estudadas apresentavam auséncia de informacdo quanto ao
contetdo de EPA e DHA no rétulo. O estudo de Zargar & Ito (2011) concluiu que
apenas 22% dos produtos estudados atingiam 3360mg de EPA + DHA com o
consumo inferior a 8 porcdes (porcado equivalente a dosagem recomendada pelo
fabricante). De acordo com o0s autores, este parametro de 3360mg foi estabelecido
por ser a dose recomendada pela FAO para o tratamento de trigliceridemia grave
(ZARGAR; ITO, 2011).

Em quatro estudos, houve a andlise da presenca de compostos primarios da
oxidacao: indice de peréxidos (IP) e dienos conjugados (DC). Quanto ao IP, 25 e
80% das amostras excederam o valor permitido de peroxidos, de acordo com 0s
estudos de Ritter et al. (2013) e Opperman et al. (2013), respectivamente. Quanto
aos DC, Opperman et al. (2013) observaram que 44% dos suplementos estavam em
estagios iniciais de oxidagdo. Albert et al. (2015) e Jackowski et al. (2015)
analisaram os niveis de IP, IA e TOTOX de OPC e detectaram que apenas 8 e 50 %
dos produtos analisados atendiam todas essas recomendacdes internacionais,
respectivamente (ALBERT et al., 2015; JACKOWSKI et al., 2015).
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Foran et al. (2003) quantificaram mercuario em 5 amostras de OPC adquiridas
pela internet ou no comércio dos Estados Unidos, pelo método de espectroscopia de
absorcdo atbmica por vaporizacdo a frio, com prévia digestdo da amostra. Duas
amostras apresentaram mercurio acima do limite de deteccdo do equipamento, entre
10 e 12 ppb. Ainda pelo mesmo método, mas com limite de quantificacdo de 1,5 ppb
declarado no estudo, Levine et al. (2005) dosaram mercurio em diversos tipos de
suplementos e, entre eles, 3 amostras de 0leo de peixe/salmédo. As concentracoes
de mercurio detectadas nessas amostras variaram de 9,89 a 123 ppb, sendo a

maior, em uma amostra de 6leo de salmdo (LEVINE et al., 2005).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a composicao lipidica qualitativa e quantitativa de 6leos de peixe em

capsulas comercializados em Brasilia — DF.

3.2 Objetivos Especificos

- Determinar a quantidade de EPA e DHA nas amostras;

- Analisar a conformidade das informacdes declaradas no rétulo quanto ao
conteudo de EPA e DHA em relacdo as quantidades analisadas laboratorialmente;

- Determinar o indice de peroxido (IP) nas amostras;

- Determinar o indice de anisidina (IA) nas amostras;

- Determinar o valor de oxidacéo total (TOTOX) nas amostras;

- Determinar a presenca de mercurio nas amostras;

- Avaliar a conformidade das informacfes presentes nos rotulos dos produtos
de acordo com os requisitos exigidos na legislacao brasileira;

- Avaliar o custo financeiro de se ingerir 6leo de peixe em capsulas em doses
compativeis com sua propriedade funcional;

- Avaliar o valor cal6rico associado a ingestdo de 6leo de peixe em cépsulas
em doses compativeis com sua propriedade funcional,

- Avaliar a carga de comprimidos atribuida a ingestdo de 6leo de peixe em

capsulas em doses compativeis com sua propriedade funcional.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento do estudo

Neste estudo foram analisados: a composi¢cdo de acidos graxos, o nivel de
oxidacéao (indice de peroxido e indice de anisidina), metais pesados, custo financeiro
e rotulagem de amostras de OPC comercializadas em Brasilia, DF. Os experimentos
foram realizados nos seguintes laboratérios: Laboratorio de Quimica Analitica e
Ambiental do Instituto de Quimica a cuidado do Prof. Dr. Jurandir Rodrigues de
Souza; Laboratério de Bioquimica da NutricAo do Departamento de Nutricdo a
cuidado da Prof®. Dra. Marina Kiyomi Ito; Laboratério de Fluidos Complexos do

Instituto de Fisica a cuidado do Prof. Dr. Alex Fabiano Cortez Campos.

4.2 Aquisicao e transporte das amostras

Todos os produtos foram adquiridos no maior comércio local especializado
em saude de Brasilia, que abrange 21 drogarias e farmacias. As amostras foram
adquiridas de acordo com a disponibilidade do comércio no momento da coleta e
foram abrangidas todas as marcas disponiveis. Como critério de inclusao,
selecionou-se apenas 0s produtos que possuem registro na Anvisa e que
estivessem dentro do prazo de validade. Adotou-se como critério de exclusao:
auséncia da informacédo de composicao lipidica no rétulo ou presenca de outros
tipos de 6leo, além do de peixe. Além disso, foram excluidas as marcas que ja foram
adquiridas em outros estabelecimentos previamente, para evitar duplicidade de
dados.

A fim de manter sigilo dos dados, as marcas dos produtos analisados foram
omitidas, sendo substituidas por nimeros sequenciais por ordem de aquisicdo. Os
produtos foram transportados para o local de analise a temperatura ambiente, em
recipiente livre de calor, luz e umidade e armazenados a -18°C até o momento da
analise em suas respectivas embalagens primarias e, quando havia, também em

suas embalagens secundarias.
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4.3 Pesagem e preparo da Amostra Composta

A guantidade de Oleo em cada capsula foi determinada pela diferenca da
massa entre a capsula integra e a massa apenas do invélucro (envoltério de gelatina
da capsula), determinada em balanca analitica. A massa estimada foi a média do
valor encontrado em 10 cdpsulas, de acordo com o método recomendado pela

Farmacopeia Brasileira, utilizando o hexano como solvente (BRASIL, 2010b):

“Pesar, exatamente e individualmente, 10 capsulas, preservando a identidade de cada uma.
Cortar as capsulas com lamina e retirar o conteddo, lavando os invélucros com solvente adequado.
Deixar os invOlucros a temperatura ambiente, por 30 minutos, para completa evaporacgao do solvente,
tomando precaucdes para evitar adicdo ou perda de umidade. Pesar as cdpsulas vazias e calcular o

peso do conteldo de cada capsula”.

Com o conteudo das 10 capsulas utilizadas para a determinacdo da massa
média das capsulas foi preparada a amostra composta de cada produto. Esta foi
armazenada em frasco de vidro envolvido com papel aluminio, fechado em
atmosfera inerte (N,) e com batoque de borracha, tampa e Parafim®. Realizou-se
homogeneizacdo da amostra por 5 minutos em agitador orbital Gehaka® a 200 rpm.
Em seguida, esta foi mantida em congelamento a —18° C até o momento das
analises laboratoriais. As analises seguintes foram realizadas retirando as aliquotas
correspondentes da amostra composta, em triplicata, a fim de minimizar possiveis

erros de analise.
4.4 Quantificacdo dos acidos graxos EPA e DHA
Reagentes:

- Trifluoreto de boro (BF3) 14 % em metanol (Sigma-Aldrich®);
-Isoctano PA (Vetec®);

- Hidréxido de potassio PA (KOH) (Vetec®):;

- Metanol PA (Merck®);

- Cloreto de sédio (NaCl) (Cromoline® Quimica Fina);

- Hexano PA (Merck®).

Padrodes:
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- Padrdo interno: tricosanoato de metila (C23:0) com pureza =99,0 % (Sigma-
Aldrich®);

- Padrdo externo: éster metilico de &cido eicosapentenoico (Sigma-Aldrich®)
10 mg/mL em heptano;

- Padrdo externo: éster metilico de &cido docosaexenoico (Sigma-Aldrich®)
10 mg/mL em heptano;

- Padréo Supelco 37 Component FAME Mix (Sigma-Aldrich®) 10 mg/mL em cloreto

de metileno.

Equipamento:

- Cromatografo a gas utilizado modelo GC 17A — Shimadzu, com detector de
ionizacao de chama (CG-DIC).

Métodos:

O conteudo de acidos graxos de cada amostra foi analisado por CG-DIC, com
prévia metilagcdo basica com BF;. As quantificacdes dos acidos graxos EPA e DHA
foram realizadas com adi¢do de padréo interno (Pl) as amostras de 6leo de peixe e
comparacao com curvas de calibracdo construidas com padrdes externos referentes
aos acidos graxos de interesse, com adicdo Pl em cada ponto da curva. O PI foi
adicionado & amostra e a cada um dos pontos das curvas de calibragdo a uma
concentracdo definida de 1mg/ mL para compensacdo de possiveis perdas do

analito durante o preparo e analise das amostras (SKOOG et al., 2006).

Metilacao

Os ésteres metilicos de acidos graxos (EMAG) foram obtidos a partir das
amostras de Oleo, por metilagcdo basica, de acordo com os métodos descritos por
Ichihara (2010) e ISO 5509 (2000) adaptados. Para cada amostra de 6leo foram
realizadas duas metilagdes.

A solucéao do PI foi preparada na concentracdo de 1,0 mg/ mL em isoctano.

Adicionou-se no recipiente de esterificacdo 1 mL da solucdo de Pl e evaporou-se 0
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solvente sob fluxo de N,, antes da pesagem do Oleo. Adicionou-se uma massa
conhecida de 6leo de peixe, no mesmo recipiente, aproximadamente 20 mg, aferida
em balanca analitica.

Em seguida, adicionou-se 1,5 mL de solu¢do de KOH 0,5 mol/ L em metanol,
seguido de agitacdo em vortex. Aqueceu-se o recipiente a 100 °C, por 5 minutos,
com resfriamento em agua corrente imediatamente. Adicionou-se 2 mL de BFsj,
seguido de agitagdo em vortex. Novamente, aqueceu-se o recipiente a 100 °C, por 5
minutos, com resfriamento em agua corrente imediatamente. Acrescentou-se 2 mL
de solucdo saturada de NaCl 30 % em agua destilada, seguido de agitacdo em
vortex.

A fase organica (ésteres metilicos de acidos graxos — EMAG) foi extraida com
adicdo de 0,5 mL de hexano, agitacdo em vortex e centrifugacdo a 3000 rpm por 5
minutos. Solubilizou-se a fase organica em 1 mL de isoctano. Esta foi armazenada

em vial envolvido em papel aluminio a -18°C até a analise no cromatdgrafo.

Andlise por CG-DIC e guantificacdo dos acidos graxos EPA e DHA

Foi injetado 1 pL de MEAG no cromatografo a gas para analise. Foi utilizada
uma coluna capilar de silica (Supelco SP™ 2560, 100 m x 0,25 mm x 0,2 mm), para
separacdo dos MEAG presentes na amostra, e, hidrogénio, como gas de arraste.
Para melhor separacdo dos compostos, foi utilizada uma rampa de temperatura na
coluna cromatografica com a seguinte programacao: a temperatura inicial de 125 °C
foi mantida por 3 minutos, com incremento de 10 °C/ min. até 170 °C; manutengdo
de 170 °C por 5 minutos, seguido de aquecimento de 170 a 175 °C a 5 °C/ min.;
manutencdo de 175 °C por 1 minuto, com incremento de 2 °C/ min. até 185 °C,
manutencdo de 185°C por 1 minuto, aquecimento de 1°C/ min. até 195 °C,
manutencdo de 190 °C por 1 minuto, incremento de 5 °C/ min. até 240 °C, e, apos
estabilizacdo em 240 °C, a temperatura foi mantida constante até o término da
corrida (8 minutos), totalizando 48 minutos para cada amostra analisada. Os acidos
graxos de cada cromatograma foram identificados com base no tempo de retencéo
relativa dos padrbes de EMAG do FAME mix.

Para a quantificacdo dos &cidos graxos de interesse (EPA e DHA), foi
realizada uma curva de calibracdo com 5 concentragbes conhecidas (0,625 —

10 mg/ mL) dos padrdes externos de éster metilico de acido eicosapentenoico e de
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éster metilico de acido docosaexenoico, respectivamente. Cada ponto das curvas de
calibragcdo apresentava quantidade de Pl constante de 1mg/ mL. A quantidade de
EMAG dos acidos graxos de interesse quantificada foi convertida em quantidade de
EPA e DHA das amostras, de acordo com as respectivas massas molares.

A massa de EPA e DHA de cada cépsula foi calculada de acordo com a

equagao:

concentragao de AG aferida

massa de AG( g ) =

capsula

(4.1)

massa de 6leo da capsula(g)

A quantidade de EPA e DHA aferida experimentalmente foi comparada a
quantidade declarada no roétulo por porcentagem de adequacédo, de acordo com a

equacao:

quantidade aferida (g)
quantidade declarada (g)

Porcentagem (%) de adequagio = x 100 (4.2)

De acordo com a FDA, para o produto cumprir as exigéncias de quantidade
do produto em relacdo ao declarado na rotulagem, este deve conter pelo menos
80% da quantidade declarada no roétulo (FDA, 2010). Foi adotado o critério
estabelecido pela Anvisa, em que, além deste limite minimo de 80% da quantidade
declarada no rotulo, o produto deve conter, no maximo, 120% da quantidade
declarada, ou seja, a variacdo permitida é de +20% em relacdo a quantidade
declarada (BRASIL, 2003; ANVISA, 2013).

4.5 Determinagé&o do indice de peroxido

Reagentes:

- Acido acético PA glacial (Vetec®);

- Cloroférmio PA (Merck®);

- lodeto de potassio — Kl (Sigma®);

- Carbonato de sédio (Vetec®);

- Tiossulfato de sédio PA —Na,S,03 (Pro Analisi®);

- lodato de potassio (Vetec®);



43

- Amido solavel PA (Vetec®);
- Acido sulfarico PA (Vetec®).

Equipamento:
- Bureta eletrbnica Metrohm Dosimat 665.
Método:

O indice de peréxido (IP) foi determinado de acordo com o método AOCS Cd
8-53 adaptado por Crowie & White (2001), que reduz a 10 % a quantidade da
aliquota de 6leo de peixe e de todos os reagentes utilizados no experimento (AOCS,
1997). O método de determinacdo do IP consiste em uma titulacdo iodométrica com
tiossulfato de sédio (NayS,03) 0,001 mol/L*, padronizado com iodato de potassio
pelo método AOAC #942.27 (AOAC, 1997).

O principio do método IP baseia-se na reacdo de oxirreducdo entre
hidroperéxidos - ROOH (compostos primarios da oxidacao) presentes no 6leo de
peixe e 0 excesso de Kl em meio &cido, liberando iodo, que é titulado com solucéo
de Na,S,03 de acordo com as equacdes quimicas a seguir (SAAD et al., 2006):

ROOH + 2H" + 2Kl— I, + ROH + H,0 + 2K* (4.3)
I, + 2Na,S,03 — Na,S,06 + 2Nal (4.4)

A uma aliquota de 6leo de massa conhecida (aproximadamente 0,5 g), aferida
em balanga analitica, foram adicionados 1,8 mL de solugdo de acido acético e
1,2 mL de solucéo de cloroférmio, com agitacdo magnética, sob aquecimento leve.
Em seguida, foram adicionados 50 pL de solucéo saturada de iodeto de potassio a
60 %. Apos 1 minuto, foram adicionados 3 mL de agua destilada.

Procedeu-se a titulacdo do 6leo com solucdo de Na,S,03; 0,001 mol/L, com
agitacdo magnética, até o surgimento de coloracdo alaranjada. Foram acrescidos
150 pL de solugéo de amido a 1 %, resultando em coloragdo roxa. A titulagao foi

continuada até a solucéo ficar transparente. O mesmo procedimento foi realizado

! No método original a unidade de concentracio da solucio de Na,S,0; foi expressa em normal (N).
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para o teste do branco. Os volumes de solugédo de Na,S,03 gastos na titulacado da
amostra e do branco foram utilizados para o célculo do IP, de acordo com a seguinte

equacao:

p = (Va_Vb)'CNa25203'1OOO'f’ (4.5)

m

em que: V, = volume (mL) da solucdo de Na,S,03 0,001 mol/L gasto na titulacdo da
amostra; V, = volume (mL) de Na,S,03; 0,001 mol/L gasto na titulagdo do branco;
CNaS,03 = concentracdo molar da solucédo de Na,S,03igual a 0,001 mol/L; f = fator

de correcdo da solucdo de Na,S,03 0,001 mol/L; m = massa da amostra.

Para o presente estudo, foi utilizado como parametro o limite de peroxidos
para 6leos de peixe de 5 mEqg/kg de Oleo, estabelecido pelas diretrizes das
organizagbes US COUNCIL FOR RESPONSIBLE NUTRITION, GOED e HEALTH
CANADA.

4.6 Determinacéo do indice de anisidina
Reagentes:
- Acido acético PA glacial (Vetec®);
- P-anisidina = 99 % (Sigma-Aldrich®);
- Isoctano PA (Vetec®).
Equipamento:
- Espectrofotdmetro UV-vis Biochrom Ltd®, Libra S60.
Métodos:
O indice de anisidina (IA) foi determinado de acordo com o método AOCS Cd

18-90 (AOCS, 1995). O IA é definido como 100 vezes a densidade 6ptica medida a

350 nm numa cubeta de 1 cm de uma solucéo contendo 1 g do 6leo em 100 mL de
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uma mistura de solvente e de reagente. O principio do método baseia-se na reacao
de condensacdo de compostos aldeidicos (compostos secundéarios da oxidacdo de
lipidios), como o malondialdeido, com a p-anisidina, em solucdo de acido acético,

formando produtos coloridos (Figura 4.1).

O  OH NH,
J
malondialdeido p-metoxianilina
(forma endlica) (p-anisidina)

if

NMOH
AT

NH,
HyC—0O" i

N/\/\NH
H3C—O/©/ O—CHj

produto de coloragdo amarela

Figura 4.1 Reacao de condensacédo entre a p-anisidina e o malondialdeido com formacé&o de produto
de coloracdo amarelada (adaptado de SHAHIDI; WANASUNDARA, 2002)

Os compostos aldeidicos possuem curta vida de prateleira e sao
responsaveis pelo sabor desagradavel de 6leos e gorduras oxidadas. A
determinacdo do IA é util para a verificacdo da qualidade de Oleos oxidados, que
possuem baixo IP (ROBARDS et al., 1988).

Para o preparo da solugéo teste, uma aliquota de 6leo de cada amostra, de
massa conhecida (aproximadamente 0,5g), aferida em balanca analitica, foi
adicionada de 25 mL de isoctano.

A absorbancia de 3 mL da solucéo teste foi medida a 350 nm em cubeta de
guartzo, e a mesma quantidade de isoctano foi usada como branco. Em seguida,
adicionou-se nas duas cubetas 0,6 mL de solugdo de p-anisidina 2,5 g/L em &cido
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acético glacial. Ap6s 10 minutos e livre de luz, com agitos constantes, as
absorbancias foram medidas novamente.

O calculo do IA foi realizado a partir da seguinte formula:

IA = 25 X (1,2A1—A2)’ (4.6)

m

em que A;= absorbancia da solucado teste adicionada da solugdo de p-anisidina a
350 nm frente a solucéo de referéncia; A, = absorbancia da solucéo teste a 350 nm

frente ao isoctano; m = massa do Oleo examinada na solucao teste em gramas.

Para o presente estudo, foi utilizado como parametro o limite de |IA para 6leos
de peixe estabelecido pela GOED de 20?2, estabelecido pelas diretrizes das
organizacdes US COUNCIL FOR RESPONSIBLE NUTRITION, GOED e HEALTH
CANADA.

4.7 Célculo do TOTOX

O calculo do valor de oxidacéao total (TOTOX) é importante para se obter uma
real avaliacdo do nivel de oxidacao, a partir da realizacdo de mais de um teste em
uma mesma amostra, pois um alto IP nem sempre corresponde a um baixo IA
(GUILLEN; CABO, 2002).

O TOTOX é calculado pela férmula:

TOTOX =2.IP+11IA (4.7)
Utilizou-se como parametro o limite de 26°, estabelecido pelas diretrizes das

organizagdes US COUNCIL FOR RESPONSIBLE NUTRITION, GOED e HEALTH
CANADA.

2 N#o ha unidade de medida para esta variavel.
¥ N&o ha unidade de medida para esta variavel.



47

4.8 Determinacéo de mercurio

Reagentes:

- Acido Nitrico (HNOs) Suprapuro 60 % (Merck®).
Padrdes:

- Padrdo de Mercurio 1000pg/mL de Hg em NHO3; 10% (Aldrich Chemical

Company®)
Equipamento:

- Monitor de vapor de mercirio portatii RA-915+ Zeeman (Lumex®) acoplado a
PYRO-915.

Métodos:

O método de deteccao direta de vapor de mercurio se baseia na vaporizacao
térmica da amostra por pirélise em dois estagios com aquecimento a 350 e 450 °C.

Uma aliquota de 6leo de cada amostra, de massa conhecida
(aproximadamente 0,01 g), foi aferida em balanca analitica. Ndo houve pré-
tratamento da amostra. A amostra foi inserida no equipamento, o vapor de mercurio
e a fumaca formados pela combustdo da matriz organica foram transportados por
uma célula analitica com comprimento éptico de 0,4 m. O ruido foi eliminado pelo
sistema de correcdo Zeeman.

A quantificacdo de mercuario foi feita por curva de calibragdo com 5
concentracdes conhecidas (5 — 20 ppb) do padrédo de mercurio solubilizado em &cido
nitrico. A quantidade de mercurio em uma cépsula foi calculada a partir da massa de
Oleo determinada no preparo da amostra composta e a concentracao de mercurio.

Os limites de deteccao (LD = 3 S/a) e de quantificacdo (LQ = 10 S/a) do
aparelho foram calculados a partir de dados da curva de calibragdo, apresentada de
forma geral, como y = ax + b, em que S € o desvio padréo da resposta y (area do

pico) e a € a sensibilidade da calibragdo (coeficiente angular da reta). Foi utilizada
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para calculo dos LD e LQ, solugédo de mercurio em &cido nitrico a 0,25 ppb (diluicdo
de 20 vezes 0 menor ponto da curva).

O limite maximo de tolerancia adotado como parametro foi inferior a 0,1 ppm,
estabelecido pelas diretrizes das organizacbes US COUNCIL FOR RESPONSIBLE
NUTRITION, GOED e HEALTH CANADA.

4.9 Adequacédo da Rotulagem

O rétulo de cada produto foi analisado de acordo com quesitos especificados

nos seguintes documentos, por meio de um check-list (APENDICE):

1 - Decreto-Lei n° 986/69: Institui normas basicas sobre alimentos (BRASIL,
1969);

2 - RDC n°19/1999: Aprova o Regulamento Técnico de Procedimentos para
Registro de Alimento com Alegacao de Propriedades Funcionais e/ou de Saude em
sua Rotulagem (BRASIL, 1999);

3 - RDC n° 259/ 2002: Aprova o Regulamento Técnico sobre Rotulagem de
Alimentos Embalados (BRASIL, 2002);

4 - RDC n° 360/ 2003: Aprova Regulamento Técnico sobre Rotulagem
Nutricional de Alimentos Embalados, tornando obrigatoria a rotulagem nutricional
(BRASIL, 2003);

5 - Site Anvisa: Alimentos. Assuntos de Interesse. Novos Alimentos e Novos
Ingredientes. (ANVISA, 2005);

6 - Site Anvisa: Assuntos de Interesse. Alimentos com Alegacbes de
Propriedades Funcionais e ou de Saude (ANVISA, 2016).

Em seguida, foi atribuida uma porcentagem de adequacao para cada quesito
supracitado, em relacdo a quantos rotulos estdo de acordo com cada um desses.
Consideraram-se conformes apenas o0s produtos que apresentarem 100% de

percentual de adequacao para os itens aplicaveis.

A adequacao dos rotulos dos produtos em relacdo aos quesitos da legislacdo

foi verificada de forma vertical e horizontal:
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1 - Por r6tulo de produto: numero total de quesitos em conformidade, em cada
rétulo. Foram considerados conformes apenas o0s rotulos de produtos que
apresentaram 100% de adequacéo para os itens aplicaveis;

2 - Por quesito do check-list presente na legislacdo: quantos rétulos de
produto estavam de acordo com cada um dos itens analisados.

Outra avaliacdo em relacdo a rotulagem de dos produtos € a adequacgdo do
conteudo de EPA e DHA declarado no rotulo em relacdo as diretrizes nacionais e
internacionais para o tratamento de doencas cronicas. Foi dado destaque a
quantidade de EPA e DHA e a quantidade de capsulas contidas em uma dose de
ingestéo, conforme indicagdo do fabricante.

O contetdo de EPA e DHA (em miligramas) declarado no rétulo de cada
produto foi utilizado para se calcular a quantidade de doses necessarias para se
atingir as recomendacdes de EPA e DHA para prevencédo e tratamento de doencas
cronicas das diretrizes. Esta andlise incluiu: a quantidade de cépsulas; de por¢des
indicadas pelo fabricante; de calorias; e o custo mensal (considerando 30 dias)
calculado em dolares americanos (U$) para se atingir estas recomendacdes. Para
andlise do custo, foi utilizado o preco do produto determinado pela farmacia no dia

da pesquisa de campo.
4.10 Analises estatisticas

Para as andlises estatisticas foi utilizado o programa R® (versdo 3.3.0). As
variaveis foram testadas quanto a sua normalidade para avaliagdo pelo teste de
Shapiro-Wilk. Para analise em sub-grupos, foi utilizado o teste estatistico n&o
paramétrico Wilcoxon Mann-Whitney. As andlises de correlacdo foram realizadas
utilizando o teste de correlacdo de Spearman. Adotaram-se valores significativos

agueles com p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo estdo organizados no formato de artigos. Serao
apresentados dois artigos como resultados da pesquisa.

O primeiro artigo apresenta os resultados relativos as analises laboratoriais de
Oleos de peixe em capsulas disponiveis para venda no comércio de Brasilia para
avaliacao do perfil de acidos graxos, quantificacdo de EPA e DHA, determinacéo do
nivel de oxidacéo e da concentracdo de mercurio.

O segundo artigo revisa as doses relativas a propriedade funcional do éleo de
peixe para tratamento de doengas cronicas em diretrizes e consensos atuais. Ainda,
analisa a carga de capsulas, calorias e custo necessarios para se atingir essas
doses a partir do consumo de 6leos de peixe em capsulas disponiveis para venda no
comércio de Brasilia. Sdo apresentados também os atuais documentos legais que
regulam a rotulagem desses suplementos e a adequacao dos produtos em relagéao a
esses documentos.

Toda a referéncia bibliografica foi listada em uma Unica lista ao final da

dissertacéo.
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6. ARTIGO 1- Aspectos quali e quantitativos de suplementos de 6leo de

peixe comercializados em Brasilia, Brasil

Resumo

Introducdo: Suplementos de Oleo de peixe sdo boas fontes dos acidos graxos
eicosapentenoico (EPA) e docosaexenoico (DHA), recomendados para prevencgao e
tratamento de hipertrigliceridemia. O objetivo do presente estudo foi avaliar o
contetdo de mercurio, EPA e DHA e o nivel de oxidacdo de suplementos de 6leo de
peixe comercializados em Brasilia, Brasil. Métodos: Os suplementos de 6leo de
peixe foram adquiridos em drogarias de Brasilia. O contetdo de &cidos graxos foi
determinado por cromatografia gasosa (CG-DIC), utilizando padrdes interno (C23:0)
e externos de ésteres metilicos de EPA e DHA. Para esta andlise, as amostras
foram preparadas por metilacdo basica com trifluoreto de boro (14% em metanol).
Foi aceita uma variagao definida pela Anvisa de + 20% de EPA e DHA, em relagéo
ao declarado no rétulo. O mercurio foi determinado por método de deteccdo direta
de vapor, com monitor de vapor de mercuario portatii RA-915+ Zeeman (Lumex®)
acoplado a PYRO-915. O indice de peréxidos (IP) foi determinado de acordo com o
método A.O.C.S Cd 8-53 adaptado por Crowe et al., (2001), e o indice de anisidina
(IA), pelo método A.O0.C.S Cd 18-90. O valor de oxidacdo total (TOTOX) foi
calculado pela férmula: 2 -IP +1A. Niveis de IP, IA e TOTOX aceitaveis por
organizacdes internacionais reconhecidas sdo <5 meq O,/ kg de 6leo, <20 e <26,
respectivamente. Resultados: A porcentagem de adequacdo de EPA e DHA estava
dentro dos valores permitidos pela legislacdo em 88,8 % e 81,4 % dos produtos,
respectivamente. As adequacdes variaram de 75,9 a 105,1% para EPA e de 88,9 a
137,4 para DHA. ConcentracGes de mercurio acima do limite de quantificacdo do
equipamento, entre 11 e 15 ppb, foram detectadas em 14,3% dos produtos. Vinte
por cento dos produtos excederam os niveis de IP e Totox recomendados, com o
produto mais oxidado atingindo 14,9 meq O,/ kg de 6leo de IP e 44 de TOTOX.
Nenhum dos produtos excedeu os niveis recomendados de IA. Conclusdo: Apesar
da alta porcentagem de adequacdo das variaveis analisadas, cerca de 2/3 dos
produtos apresentaram alguma inadequacdo quanto a legislacdo. Esses fatores
devem ser objeto de preocupacdo para que 0s potenciais efeitos colaterais ndo se
sobreponham aos efeitos compativeis com a propriedade funcional dos éleos de
peixe.
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Qualitative and quantitative aspects of fish oil supplements marketed in

Brasilia, Brazil

Abstract

Background: Fish oil supplements are good sources of eicosapentaenoic (EPA) and
docosahexaenoic (DHA) acids. These fatty acids are important in the prevention and
treatment of hypertriglyceridemia. The purpose of this study was to examine the
content of EPA and DHA, total oxidation value (TOTOX), peroxide value (PV) and
anisidine value (AV) of fish oil supplements marketed in Brazil. Methods: The fish oil
supplements were obtained from local drugstores in the city of Brasilia. Fatty acid
contents were determined by gas chromatography (GC-FID) using internal (C23:0)
and external (EPA and DHA) methyl ester standards. For GC-FID analysis, samples
were prepared by alkali-catalyzed methylation with boron trifluoride (14% in
methanol). It was accepted of £ 20 % of EPA and DHA, on the stated label. Mercury
was determined by direct vapor detection method, with mercury vapor monitor
portable RA- 915 + Zeeman (Lumex®) coupled to PYRO -915. PV was determined
according to A.O0.C.S Cd 8-53 method adapted by Crowe et al. (2001) and AV,
according to A.O.C.S Cd 18-90 method. Total oxidation value (TOTOX) was
calculated by the formula: 2PV + 1AV. Recommended levels for PV, AV and TOTOX
of < 5mEq Oy kg oil, < 20 and < 26, respectively, were used as oxidation
parameters of the products. Results: EPA and DHA adequacy percentage were in
the range of 20 % variation from the stated content of EPA and DHA in 88.8 % and
81.4 % of the products, respectively. The adequacy of EPA and DHA ranged from
75.9 to 105.1% and from 88.9 to 137.4 %, respectively, compared to the information
in the label. Mercury concentration was above limit of quantification levels, between
11 and 15 ppb in 14.4 % of the products. Twenty percent of the products exceeded
recommended levels of PV and TOTOX, with the most oxidized product reaching
14.9 mEqg O/ kg oil of PV and 44 of TOTOX. None of the products exceeded the
recommended levels of AV. Conclusion: Despite the high percentage of adequacy of
the parameters analyzed, about 2/ 3 of the products showed some inadequacies
according to the law. These data deserves concern due to their potential side effects
to the proclaimed health benefits of fish oils.
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6.1 Introducéo

As principais fontes alimentares de acidos graxos (AG) dmega-3 (®-3) 0s
peixes de &aguas frias, que ndo sao consumidos rotineiramente pela populacdo
brasileira (IBGE, 2011; SARTORI, 2012) e ocidental, em geral (USDA, 2010;
ALBERT; METIAN, 2013). Os suplementos de 6leo de peixe em capsulas (OPC) séo
uma alternativa eficiente para consumo dos AG «-3 eicosapentenoico (EPA) e
docosaexenoico (DHA), importantes para a prevencdo e tratamento de doencas
cardiovasculares e hipertrigliceridemia (ISSFAL, 2004; KRIS-ETHERTON, 2002;
SANTOS et al.,, 2013; WANG, 2006). Estes sao classificados como suplementos
alimentares que podem ser vendidos sem prescricdo médica (BRASIL, 2009).

Os OPC devem apresentar registro na Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa), por serem classificados como novos alimentos (6leo de peixe
com apresentacdo em capsulas) e podem apresentar alegacdo de propriedade
funcional, por potencialmente reduzirem os triglicerideos séricos, se ingeridos em
doses adequadas (ANVISA, 2005; ANVISA, 2016). A Anvisa determina que 0s
fabricantes sigam as diretrizes estabelecidas pelas principais referéncias oficiais
reconhecidas como parametro para avaliar a qualidade do OPC (ANVISA, 2016).
Diretrizes internacionais que tratam sobre o assunto incluem: US Council For
Responsible Nutrition (US COUNCIL FOR RESPONSIBLE NUTRITION, 2006),
Global Organization for EPA and DHA - GOED (GOED, 2012) e Health Canada
(HEALTH CANADA, 2013). Ainda, a Anvisa determina que a quantidade dos
ingredientes varie, no maximo, + 20% em relacdo a quantidade declarada no rétulo
(ANVISA, 2013). Porém, ndo ha uma definicdo sobre as quantidades minimas
necessarias dos componentes principais e dosagem de consumo sugeridas no rétulo
(ANVISA, 2016).

Os principais fornecedores mundiais de 6leo de peixe sao: Peru, Japao, Chile,
EUA e Escandinavia (PIKE; JACKSON, 2010). No mercado brasileiro, tem-se
produtos importados como produto final e produtos fabricados no Brasil, mas com
matéria-prima importada. Se armazenados e transportados em condi¢cfes adversas,
como calor, luz e radiacdo, os AG presentes no 6leo de peixe podem ser oxidados,
com consequente producdo de compostos prejudiciais a saude, reducdo da
quantidade de -3 e do efeito benéfico a saude do produto (KOLANOWSKI, 2010).
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Além desse aspecto, deve ser considerada a seguranca do consumidor
quanto a toxicidade por contaminantes inorganicos e metais pesados, como 0
mercurio. O metil-mercirio € uma neurotoxina capaz de causar efeitos deletérios
graves sobre os sistemas nervoso em desenvolvimento, rins e figado pelo aumento
da producdo de radicais livres e inativacdo de mecanismos antioxidantes (FAO,
2003; SHEEHAN, 2014), a sua associacao com doencas cardiovasculares, como o
aumento do risco de infarto agudo do miocardio (MERGLER et al., 2007).

Os AG EPA e do DHA, sao susceptiveis a deterioracdo oxidativa devido a
grande quantidade de insaturacbes (KOLANOWSKI, 2010). Os AG oxidados podem
causar diversos efeitos deletérios ao organismo, como: estresse oxidativo,
inflamacéo, funcéo vascular, aumento da colesterolemia e aterosclerose (TURNER
et al., 2006; GARCIA-HERNANDEZ et al., 2013).

Foram encontrados poucos estudos realizados no Brasil que analisaram a
composicdo de OPC adquiridos no comércio. Estes estudos foram realizados ha
mais de 15 anos, e detectaram algumas amostras com valores de indice de peroxido
e adequacéo de AG fora dos valores atuais permitidos pela legislacdo (FANTONI et
al., 1996; CARVALHO et al., 2000). Fantoni et al. (1996) detectaram indice de
perdxidos (IP) variavel de 2,1 a 20,3 mEq de O,/ kg de 6leo em 16 amostras de 6leo
de peixe e o6leo de figado de bacalhau. Quanto ao rétulo, apenas 5 amostras
declararam a quantidade de EPA e DHA. Carvalho et al. (2000) analisaram 7
amostras de OPC e a variacdo de EPA + DHA em relacéo ao declarado no rotulo foi
de 29 a 106 %.

Deste modo, o objetivo do presente estudo foi avaliar aspectos qualitativos e
guantitativos de OPC comercializados em Brasilia, DF, como: contetdo dos AG EPA
e DHA, nivel de oxidacdo e quantidade de mercurio em relagdo as exigéncias da
legislacdo brasileira e recomendacfes de organizagcdes internacionais tais como a
US COUNCIL FOR RESPONSIBLE NUTRITION, GOED e HEALTH CANADA.

6.2 Materiais e Métodos

6.2.1 Aquisicdo e transporte. Todas as amostras de Oleo de peixe foram

adquiridas em farmacias convencionais em um dos principais comércios locais,
abrangendo 21 farmacias e drogarias de Brasilia. Foram adquiridas todas as marcas

disponiveis nos dois dias da coleta. Como critério de inclusdo, selecionaram-se
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apenas os produtos registrados na Anvisa e que estivessem dentro do prazo de
validade. Adotou-se como critério de exclusdo: auséncia da informacdo de
composicao lipidica no rétulo ou presenca de outros tipos de 6leo, além do de peixe.
Os produtos foram transportados para o Laboratorio de Bioquimica da Nutricdo da
Universidade de Brasilia a temperatura ambiente, em recipiente livre de calor, luz e
umidade e armazenados a -18 °C em suas respectivas embalagens primarias e,
qgquando havia, também em suas embalagens secundarias. Os produtos foram
identificados com omisséo das marcas sendo, com niumeros sequenciais por ordem
de aquisicéo.

6.2.2 Preparo da amostra composta. A quantidade de 6leo em cada capsula

foi determinada pela diferenca da massa entre a capsula integra e a massa do
invélucro (envoltério de gelatina da capsula), determinada em balanca analitica. A
massa estimada foi a média do valor encontrado em 10 capsulas, de acordo com o
método recomendado pela Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010b). Com o
conteudo dessas capsulas, foi preparada amostra composta, que foi armazenada
em frasco de vidro envolvido com papel aluminio para protecédo contra luz, fechado
em atmosfera inerte (N2) com batoque de borracha, tampa e Parafim®. Realizou-se
homogeneizacdo da amostra por 5 minutos em agitador orbital Gehaka® a 200 rpm.
Em seguida, esta foi mantida em congelamento a —18 °C até o momento das
analises quimicas.

6.2.3 Derivatizacdo dos AG e andlise. Primeiramente foi adicionado 1 mL de

padrdo interno (PI) - tricosanoato de metila (C23:0) a 1 mg/ mL a uma aliquota de
valor conhecido de 6leo de peixe de aproximadamente 20 mg. O contetdo de AG de
cada amostra foi metilado com BF3z (14% em metanol), de acordo com o método
descrito por Ichihara (2010) e ISO 5509 (2000) adaptado. A amostra adicionada de
P1 foi hidrolizada com 1,5 mL de solu¢cdo de KOH 0,5 mol/ L em metanol e aquecida
a 100 °C, por 5 minutos. Adicionou-se 2 mL de solucdo de BF3, seguido de agitac&o
e aquecimento a 100 °C, por 5 minutos. Apds resfriamento, acrescentou-se 2 mL de
solucdo saturada de NaCl 30 % em &gua destilada, seguido de agitacdo. A fase
superior apolar (ésteres metilicos de acidos graxos — EMAG) foi extraida com adicéo
de 0,5 mL de hexano, agitacdo e centrifugacdo a 3000 rpm por 5 minutos. O
solvente foi evaporado com jato de nitrogénio e a amostra ressuspendida em 1 mL

de isooctano.
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A anadlise de AG foi realizada em duplicata e as inje¢cdes em triplicata,
totalizando seis inje¢cdes no cromatografo a gas (CG) por amostra. O CG utilizado foi
do modelo GC 17A — Shimadzu, com detector de ioniza¢do de chama (DIC), coluna
capilar de silica (Supelco SP™2560, 100 m x 0,25 mm x 0,2 mm) e, hidrogénio,
como gas de arraste. O detector e o injetor (modo split com razdo de 1:50) foram
mantidos a 250 °C. Para melhor separacdo dos compostos, foi utilizada uma rampa
de temperatura na coluna cromatografica com a seguinte programacao: a
temperatura inicial de 125 °C foi mantida por 3 minutos, com incremento de 10 °C/
min até 170 °C; manutengdo de 170 °C por 5 minutos, seguido de aguecimento de
170 a 175 °C a 5 °C/minuto; manutengdo de 175 °C por 1 minuto, com incremento
de 2 °C/ min até 185 °C, manutencéo de 185 °C por 1 minuto, aquecimento de 1 °C/
min até 195 °C, manutenc&o de 190 °C por 1 minuto, incremento de 5 °C/ minuto até
240 °C, e, apés estabilizacdo em 240 °C, a temperatura foi mantida constante por
mais 8 minutos, totalizando 48 minutos para cada amostra analisada.

6.2.4 Analise do Perfil de AG e Quantificacdo de EPA e DHA. O perfil de AG
de cada cromatograma foi identificado com base nos tempos de retencdo de
padrdes de MEAG (Padrdo Supelco 37 Component FAME Mix (Sigma-Aldrich®),
utilizando como referéncia para o tempo de retencéo relativo o tempo de retencao do

AG 20:503. Os resultados foram expressos em porcentagem de area de deteccéo
de cada AG em relacdo a area total dos acidos graxos identificados nos
cromatogramas.

A quantificacdo dos AG EPA e DHA foi realizada por curvas de calibragéo
feitas com padrbes externos (PE) de ésteres metilicos dos acidos graxos EPA
(Sigma-Aldrich®) e DHA (Sigma-Aldrich®), ambos a 10 mg/mL em heptano, com
adicado do Pl na mesma concentragcdo que na amostra em cada ponto da curva. O PI
foi utilizado para compensacgéo de possiveis perdas do analito durante o preparo das
amostras (SKOOG et al.,, 2006). A adequacédo do conteudo de EPA e DHA nos
produtos foi avaliada de acordo com definicdo da Anvisa, com variacao permitida de
+ 20% em relacdo a quantidade declarada no rotulo (ANVISA, 2013).

6.2.5 Determinacdo do conteddo de mercurio. A quantificacdo de mercurio

nas amostras foi realizada com um monitor de vapor de mercurio portatil RA-915+
Zeeman (Lumex®) acoplado a PYRO-915. O método de deteccéo direta de vapor de
mercurio se baseia na vaporizacao térmica da amostra por pirdlise em dois estagios,

com aguecimento a 350 e 450 °C. Uma aliquota de 6leo de cada amostra, de massa
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conhecida (aproximadamente 0,01 g), foi aferida em balanca analitica. Nao houve
pré-tratamento da amostra. A quantificagdo de mercurio foi feita por curva de
calibracdo com 5 concentracfes conhecidas (5 — 20 ppm) do padrdo de mercurio
solubilizado em acido nitrico. Os limites de deteccéo (LD = 3 S/ a) e de quantificacdo
(LQ = 10 S/a) do aparelho foram calculados a partir de dados da curva de
calibracdo, apresentada de forma geral, como y = ax + b, em que S é o desvio
padrdo da resposta y (area do pico) e a é a sensibilidade da calibracéo (coeficiente
angular da reta). Para o calculo de LD e LQ, foi utilizada solucdo de mercurio a
0,25 ppb em acido nitrico (diluicdo de 20 vezes o menor ponto da curva). Utilizou-se
como referéncia de adequacao as diretrizes das organizagcbes US COUNCIL FOR
RESPONSIBLE NUTRITION, GOED e HEALTH CANADA, que definem a
concentracdo maxima de tolerancia como <0,1 ppm para os 6leos de peixe.

6.2.6 Andlise do nivel de oxidacdo. Em uma subamostra de 10 produtos

selecionada aleatoriamente por programa Random Number Generator®, vers&o
2.1.4, foi analisado o nivel de oxidacdo pela determinacdo do indice de peréxido
(IP), indice de anisidina (IA) e pelo célculo do valor total de oxidacédo (TOTOX). Para
essas analises, utilizou-se como referéncia de adequacdo as diretrizes das
organizacdes US COUNCIL FOR RESPONSIBLE NUTRITION, GOED e HEALTH
CANADA.

O TOTOX corresponde ao nivel geral de oxidacdo de um o6leo, deve estar

abaixo de 26 em 6leos de peixe e € calculado pela formula:

TOTOX =2 - IP + IA (1)

, onde: IP = indice de peroxido e IA = indice de anisidina

Para analise dos compostos primarios da oxidagéo, foi determinado o indice
de peroxido (IP), de acordo com o método AOCS Cd 8-53 adaptado por Crowie &
White (2001) (AOCS, 1997). O método de determinagdo do IP consiste em uma
titulacdo iodométrica com tiossulfato de sodio (NaS,03) 0,001 mol/L. O NaS,0; foi
padronizado com iodato de potassio pelo método AOAC #942.27 (AOAC, 1997).Foi
utilizado como parametro o limite de peroxidos para 6leos de peixe 5 mEqg/kg de

Oleo.
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O indice de ansidina (IA) foi determinado de acordo com o método AOCS Cd
18-90 (AOCS, 1995). Utilizou-se como parametro o limite de IA para 6leos de peixe
de 20.

6.2.7 Analises estatisticas. Para as analises estatisticas foi utilizado o

programa R® (versdo 3.3.0). As variaveis foram testadas quanto & sua normalidade
pelo teste de Shapiro-Wilk. Para andlise em sub-grupos, foi utilizado o teste
estatistico ndo paramétrico Wilcoxon Mann-Whitney. As analises de correlacéo
foram realizadas utilizando o teste de Spearman. Adotaram-se valores significativos

agueles com p < 0,05.
6.3 Resultados

Foram identificados 28 produtos que atendiam os critérios de selecdo para o
estudo, sendo 78,6 % (n = 22) fabricados no Brasil a partir do éleo bruto importado,
e 0s outros 6 produtos importados como produto final pronto para dispensacao. Uma
amostra foi excluida da analise de AG por ter atingido o prazo de validade durante
0s experimentos (Figura 6.1).

Os Oleos de peixe apresentavam-se em capsulas de diferentes tamanhos,
cujas massas de Oleo variou de 0,5 a 1,4 g por capsula, sendo o valor mais
prevalente, de 1,0 g em 64,3 % (n = 18) das amostras.

A soma de EPA + DHA nos produtos variou de 26 a 78%. A partir da andlise
do perfil de AG dos suplementos, esses foram subdivididos em 4 grupos, de acordo
com o teor de EPA e DHA: um grupo com concentracao padréo de EPA e DHA (G1);
um com alto teor de EPA (G2); um com alto teor de DHA (G3); e um com alto teor de
EPA e DHA (G4). O percentual mediano de EPA e DHA no G1 (44,70 %) em relacao
aos grupos G2 (86,10), G3 (86,81) e G4 (74,69) foi estatisticamente diferente
(Tabela 6.1). Ainda, o G1 apresentou maior porcentagem mediana de AG saturados,

se comparado aos outros grupos (Tabela 6.1).
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31 produtos identificados

| (3 excluidos por auséncia do conteudo de
EPA e DHA no rotulo)

28 produtos (Adquiridos e
analisados quanto ao contetdo de
mercurio).

| (1 produto com prazo de validade expirado
durante as analises)

27 produtos (Quantificacdo dos
acidos graxos EPA e DHA)

| (selecao aleatéria)

10 produtos (determinacéo do
nivel de oxidacao por: TOTOX,
indice de Perdxido e indice de
Anisidina)

Figura 6.1 Fluxograma da aquisicao e analises das amostras de 6leo de peixe em
capsulas.

Quanto as analises quantitativas de AG, o coeficiente de variagdo entre as 6
injecbes foi <10 %, e as curvas de calibracdo com padrbes externos de ésteres
metilicos de EPA (r*=0,9922) e DHA (r* = 0,9995) consideradas satisfatorias. A
quantidade de EPA e DHA por capsula variou de 83 a 578 mg e 60 a 340 mg,
respectivamente. Os conteudos de EPA e DHA estavam dentro dos valores
permitidos pela legislacdo em 88,8 % e 81,4 % dos produtos, respectivamente. As
porcentagens de adequacao das quantidades de AG aferidas em relacdo ao valor
declarado no rotulo variaram de 75,9 a 105,1 % para EPA e de 88,9 a 137,4 para
DHA (Figura 6.2).



Tabela 6.1 Perfil de acidos graxos dos suplementos de 6leo de peixe.
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. . G3 - Alto teor
Acido graxo (%)* Gl (?r!eg fl; peixe dile—?AI\t(()nte:OZr) de EF;,)A (n = G4 ADILcht?r?r:dSE)z EPA
4:0 0,00 (0,00 - 1,16) 0,00 0,92 0,00 (0,00 - 0,46)
14:0 5,87 (4,92 - 7,12) 0,00° 0,03° 0,08 (0,00 - 0,25)"
15:0 0,00 (0,00 - 0,00) 0,00 0,00 0,00 (0,00 - 0,00)
16:0 14,79 (13,62 - 16,83)° 0,00° 0,18° 1,89 (0,96 - 2,25)°
16:1 T 0,00 (0,00 - 0,00) 0,00 0,00 0,00 (0,00 - 0,00)
16:1 C 7,23 (6,44 - 8,19) 0,00° 0,05" 0,46 (0,00 - 0,82)"
17:0 0,00 (0,00 - 0,00) 0,00 0,00 0,00 (0,00 - 0,00)
17:1 0,97 (0,81 + 1,13) 0,00 0,00 0,00 (0,00 - 0,00)
18:0 3,41 (3,21 - 3,60)% 0,19° 1,17° 2,93 (2,58 - 4,10)%
18:1 9C 8,60 (8,02 - 9,49) 0,29° 1,27° 6,17 (4,37 - 6,67)°
18:1 9T 1,12 (0,00 - 1,36) 0,00 0,00 0,00 (0,00 - 0,00)
18:1 11T 2,93 (2,71 - 3,16) 0,00 0,38 2,14 (1,57 - 2,26)
182 T 0,00 (0,00 - 0,00) 0,00 0,00 0,00 (0,00 - 0,00)
18:2C 1,17 (0,00 - 1,39) 0,00 0,25 0,89 (0,70 - 1,06)
18:3 n6 0,00 (0,00 - 0,47) 0,00 0,00 0,00 (0,00 - 0,00)
20:0 0,00 (0,00 - 0,00) 0,13 0,00 0,40 (0,00 - 0,75)
20:1+18:3n3 1,72 (1,57 - 1,89) 0,57 1,61 2,05 (1,01 - 3,43)
21:0 0,00 (0,00 - 0,00) 0,15 0,00 0,00 (0,00 - 0,00)
20:2 2,90 (2,47 - 3,11) 0,13 3,09% 1,66 (0,37 - 2,74)"
22:0 0,00 (0,00 - 0,00) 1,20 0,00 0,00 (0,00 - 0,00)
20:3 n6 0,73 (0,00 - 1,28) 7,14 0,33 1,25 (0,37 - 1,79)
2211 0,00 (0,00 - 0,00) 1,14° 1,96° 0,00 (0,00 - 1,24)*
20:4 n6 1,17 (1,08 - 1,37)* 1,30% 0,94° 2,11 (1,92 - 2,30)°
22:2 n6 0,46 (0,00 - 1,96)* 0,61° 1,00 1,57 (0,74 - 1,90)"
20:5 n3 (EPA) 23,95 (22,40 - 24,91) 14,89° 53,66" 38,93 (35,72 - 39,38)°
24:0 0,00 (0,00 - 0,00) 0,79 0,00 0,00 (0,00 - 0,00)
24:1 0,00 (0,00 - 0,00) 0,25 0,00 0,00 (0,00 - 0,45)
22:6 (DHA) 20,91 (19,49 - 21,92)* 71,21° 33,15° 34,93 (30,41 - 35,89)"
% EPA + DHA 44,70 (42,78 - 46,53)° 86,1°" 86,81 " 74,69 (66,88 - 76,27)"
%AG saturados 24,79 (22,77 - 28,70) 2,46° 2,3° 5,55 (5,22 - 5,87)°

*Valores expressos em Mediana (Percentil 25 - 75%) quando n > 2 e Mediana quando n = 2.
2 indicam diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05).

Quanto ao conteudo de mercurio quantificado por curva de calibragédo
(r* = 0,9948), os LD e LQ determinados foram de 3,46 e 11,54 ppb, respectivamente.
Em 60,7 % (17/ 28) das amostras nao foi detectada presenca de mercuario em um
quarto (7/28) das amostras, a quantidade de mercurio estava abaixo do LQ. As
outras 4 amostras apresentaram quantidades de mercurio acima do LQ, porém
abaixo do maximo permitido pelas diretrizes internacionais, e variaram entre 11,62 e
14,48 ppb nas amostras OP23, OP15, OP4 e OP9, em ordem crescente. Destas 4

amostras, 3 apresentavam alto teor de EPA e/ ou DHA.
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Figura 6.2 Adequacéo de EPA e DHA dos suplementos de éleo de peixe em relacéo
a quantidade declarada no rétulo.

O nivel de oxidagdo estava acima do recomendado em 20% (n =2/ 10) das
amostras analisadas, quanto ao IP e ao TOTOX. O IA esteve adequado em 100 %
(n = 10) das amostras analisadas (Figura 6.3).

Quanto a origem dos produtos, os importados apresentaram maior IP e
TOTOX, quando comparados aos nacionais (p = 0,044). Andlises de correlacdo
mostraram que os valores de TOTOX estavam positivamente associados ao IP
(p =0,903; p<0,000) e ao IA (p = 0,952; p < 0,000). Ainda, o IP e o IA apresentaram
correlagdo positiva (p =0,818; p= 0,004). No entanto, as porcentagens de
adequacdo de EPA e DHA nao se correlacionaram com nenhum dado de nivel de

oxidacdo. A presenca de vitamina E na formula, possivelmente utilizada como
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antioxidante, foi mencionada no rotulo de 32,3 % (10/31) produtos e nao foi

associada a nenhuma variavel avaliada quanto ao nivel de oxidagéo (Tabela 6.2).

INDICE DE PEROXIDOS (mEq O, / kg Sleo)

OP16 OP18 OP11 OP22 OP10 OP04 OP23 OP26 OP27 OP15
AMOSTRA

{NDICE DE ANISIDINA

a5 b vz A
v . 2P

OP16 OP18 OP11 OP22 OP10 OP04 OP23 OP26 OP27 OP15
AMOSTRA

Figura 6.3 N[vel de oxidac&o determinado nos suplementos de 6leo de peixe: indice
de peroxido, Indice de anisidina e TOTOX.
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Tabela 6.2 Nivel de oxidacao das amostras com e sem vitamina E declaradas no rotulo.

Amostras com vitamina E (n =5) Amostras sem vitamina E (n =5) P°

indice de Peréxido® 1,89 (0,74 — 5,60) 2,63 (1,50 — 9,22) 0,310
indice de Anisidina 8,87 (4,79 — 9,54) 7,45 (4,12 — 13,72) 0,841
TOTOX 12,18 (6,71 — 20,52) 12,71 (7,12 — 32,16) 0,841

valores expressos em Mediana (Percentil 25 - 75%)
®Valores significativos se p < 0,05

6.4 Discusséo

A andlise do perfil de AG em OPC € um desafio devido & sua complexa
composicdo de &cidos graxos, a sua susceptibilidade a oxidagdo e isomerizacdo
durante seu processamento. O perfil das amostras analisadas neste estudo sugere
gue capsulas com alto teor de EPA e/ ou DHA tinham também a vantagem de
possuirem menor teor de AG saturados, que pode chegar até ser 10 vezes menor do
gue em OPC na formulacdo de triacilglicerol (TAG), com concentracdo padréao de
EPA e DHA. E relevante ressaltar que, caso o consumidor opte pelo OPC na forma
de TAG, doses compativeis com sua propriedade funcional de EPA e DHA podem
vir acompanhadas da ingestéo de quantidades de AG saturados semelhantes as dos
AG de interesse.

A avaliacdo da qualidade de OPC €& importante, pois a presenca de
contaminantes inorganicos e altos niveis de oxida¢do podem trazer efeitos adversos
a saude e reduzir o efeito desejado (KOLANOWSKI, 2010). Foram encontrados dois
estudos anteriores que avaliaram a qualidade de OPC comercializados no Brasil
(FANTONI et al., 1996; CARVALHO et al., 2000). O presente estudo indicou que
32,1 % das amostras apresentavam alguma das varidveis analisadas fora dos
valores de referéncia para adequacéo de AG e/ ou nivel de oxidacdo. Fantoni et al.
(1996) observou que 43,8 % (7/ 16) das amostras apresentavam baixa adequacao
de EPA + DHA e/ ou IP. Carvalho et al. (2000) avaliaram o contetdo de EPA e DHA
dos 6leos de peixe e detectaram 85,7 % (6/ 7) das amostras com adequacédo abaixo
de 80 % ou acima de 120 %.

A partir do 6leo de peixe na forma de TAG, podem ser realizadas
transformacdes laboratoriais, conhecidas como interesterificacdo, para se atingir
uma versdao mais concentrada nos AG de interesse (DYERBERG et al., 2010).
Formulagdes concentradas incluem o etil éster (EE) e o triacilglicerol reesterificado

(rTAG), que possuem biodisponibilidade menor e maior que o 6leo de peixe padrao,
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respectivamente (SCHUCHARDT; HAHN, 2013). O rTAG possui a vantagem de ser
0 mais concentrado em EPA e DHA e o mais biodisponivel. O &cido graxo livre
possui maior biodisponibilidade do que todas as formulacdes EE, rTAG e TAG, mas
€ bastante suscetivel a oxidacdo e é o maior responsavel pelos sintomas
gastrointestinais decorrentes da ingestdo de OPC. Por esses motivos, sao retirados
da composicdo do OPC durante o processo de desacidificagdo industrial
(SCHUCHARDT; HAHN, 2013). De uma forma geral, os produtos analisados neste
estudo sdo majoritariamente TAG. Dos suplementos com alto teor de EPA e/ ou
DHA (n = 9) analisados neste estudo, apenas 2 mencionaram na lista de
ingredientes formulacéo diferente de 6leo de peixe, mas “extrato de &cidos graxos
poli-insaturados marinhos ®-3"ou “acidos graxos -3”. Como 77,8 % (7/ 9) destes
produtos eram vendidos como “6leo de peixe”, ndo foi possivel uma analise mais
exata do produto.

O teor de EPA e DHA dos suplementos analisados no presente estudo por
curvas de calibracdo mostrou que ha grande variacdo de adequacédo de EPA e DHA
entre as amostras analisadas, 0 que estad condizente com resultados de estudos
realizados por Tatarckzyk et al. (2007) na Austria; Ritter et al. (2013) nos EUA; e
Albert et al. (2015) na Nova Zelandia. Tatarckzyk et al. (2007) encontraram uma
variacdo de adequacao de 100 a 144 % (EPA + DHA); Ritter et al. (2013), de 27 a
132 (EPA) e 64 a 495 (DHA); e Albert et al. (2015), de 32 a 144% (EPA + DHA).
Nenhum desses estudos estabeleceu como parametro uma porcentagem de
adequacdo de EPA e DHA especifica, 0 que pode ser visto apenas no estudo
realizado recentemente, de Kleiner et al. (2015), que quantificou EPA e DHA em
Oleo de peixe por metodologia distinta a utilizada no presente estudo.

O parametro de adequacédo de nutrientes atual regulamentado no Brasil de
+ 20 % do valor declarado no rétulo foi estabelecido pela Anvisa em 2013 (ANVISA,
2013). O parametro adotado por Kleiner et al. (2015) foi estabelecido pela Food and
Drug Administration (FDA) em 2010, e determina que o produto deve conter pelo
menos 80 % dos valores de nutrientes declarados no rotulo (FDA, 2010). Deste
modo, estudos anteriores a 2010, como o de Tatarckzyk et al. (2007) nao
compararam seus resultados a valores de referéncia, possivelmente, pela falta de
legislacéo sobre o tema na época em que o estudo foi realizado.

Apesar da alta porcentagem de produtos conformes, a variacdo permitida de
20 % a menos de EPA e DHA significaria 200 mg a menos de EPA + DHA por
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capsula, se considerarmos o produto mais concentrado analisado neste estudo, o
qual declara no rotulo conter 1 g de EPA + DHA por capsula. Essa menor
qguantidade pode prejudicar a ingestdo de doses especificas para atingir o efeito
benéfico a salude desejado. Porém, valores mais rigidos de adequacao ainda ndo
foram estabelecidos pelas agéncias reguladoras FDA e Anvisa.

A variacdo de adequagdo de EPA e DHA entre os produtos pode ser
explicada, pois diferencas geograficas, a sazonalidade e diferentes tamanhos dos
peixes podem alterar o conteudo de EPA e DHA em seus tecidos (BUDGE et al.,
2002; KAYA; ERDEM, 2009; RITTER et al., 2013). A oxidacdo nao parece ter sido
uma das razdes para a baixa porcentagem de adequacéo de EPA e DHA de alguns
produtos analisados neste estudo, considerando que ndo houve associacdo entre
estes fatores. Sugere-se que o método de analise de AG possa interferir na
quantidade de AG encontrada. E possivel que a diferenca de adequacdo entre os
valores de AG aferidos e os declarados no rotulo tenha acontecido, entre outros
fatores, devido a diferentes métodos de quantificacdo de AG que podem ter sido
utilizados pelos fabricantes (ALBERT et al., 2015). O método utilizado no presente
estudo apresenta validade interna aceitavel, considerando que o coeficiente de
variacdo baixo determinado pelas analises em duplicata e trés injecdes a partir de
cada metilagdo (TVRZICKA et al., 2002).

O TOTOX é uma variavel que fornece um panorama completo acerca do nivel
de oxidacdo de Oleos, pois leva em consideracao os estagios iniciais de oxidacéo a
partir da presenca de peroxidos determinados pelo IP e sua possivel decomposicao
em produtos secundéarios da oxidacdo, como: aldeidos, cetonas, hidroxiacidos,
hidrocarbonetos, determinados pelo IA (SILVA et al., 1999; WAI et al., 2009). Desse
modo, a literatura sugere que altos niveis de peréxidos (alto IP) nem sempre estao
relacionados a alta taxa de decomposi¢cdo em compostos secundarios da oxidacao
(alto 1A), e vice-versa (GUILLEN; CABO, 2002). Por exemplo, a determinacdo do 1A
é til para avaliar a oxidacdo de o6leos de fritura, que geralmente apresentam baixo
IP por serem submetidos a altas temperaturas e serem reutilizados (LABRINEA ET
AL., 2001). No entanto, neste estudo, o IP, o IA e o TOTOX apresentaram
correlacdo positiva entre si, sugerindo que os produtos ndo foram expostos a fatores
oxidantes determinantes para a degradacdo dos hidroperdxidos em compostos

secundarios.
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A oxidacdo dos AG pode ocorrer por diversos fatores. Durante a cadeia
produtiva do 6Oleo de peixe, evitar contato com oxigénio, luz e calor € necessario.
Como a matéria bruta geralmente é importada a granel de outros paises, ha
possibilidade de oxidacdo do O6leo durante o encapsulamento e adicdo de
antioxidantes (KOLANOWSKI et al., 2007). Pode-se também atribuir altos niveis de
oxidacéo, especialmente de IP, devido a transporte e armazenamento inapropriados
do produto final (RITTER et al.,, 2013). No presente estudo, niveis acima dos
parametros legais de IP e TOTOX detectados em 20 % dos produtos sugerem que a
oxidacdo foi recente e sugestivo de inadequado armazenamento. Durante todo o
processo das andlises quimicas do presente estudo, as amostras foram
armazenadas a -18 °C, ao abrigo de luz e, quando necessario, transportadas em
caixa térmica com gelo, também ao abrigo de luz. Ainda, a amostra composta foi
armazenada em frasco ambar e mantida em atmosfera inerte de N,, para evitar
oxidagdo devido ao O, atmosférico, evitando assim efeitos oxidativos nas amostras
durante a analise.

Estudos semelhantes realizados no Brasil, Nova Zelandia, EUA e Africa do
Sul detectaram que apenas 8% dos produtos analisados atendiam as
recomendacdes internacionais para IP, IA e TOTOX (ALBERT et al., 2015) e 62, 68
e 16% dos produtos, para IP, analisados por Fantoni et al. (1996), Ritter et al. (2013)
e Opperman et al. (2013), respectivamente. Albert et al., (2015) e Ritter et al. (2013)
sugerem que, entre outros fatores, baixo controle da cadeia de producdo dos OPC
pode ter contribuido para altos niveis de oxidacdo encontrados. Ritter et al. (2013)
ainda analisaram que produtos contendo etil éster de 6leo de peixe apresentaram
maior IP do que os produtos na forma de TAG, sugerindo que a formulacdo pode
interferir na sucetibilidade & oxidacdo. Para evitar a oxidacdo de EPA e DHA, a
industria pode adicionar antioxidantes, como a-tocoferol e butilhidroxitolueno (BHT)
ao Oleo de peixe durante seu processo de fabricacdo. Esses compostos possuem
mecanismos distintos de interrupcdo da cadeia oxidativa ou de inibicdo de seu
desencadeamento (TURNER et al.,, 2006). No presente estudo, menos de 1/3 dos
produtos declarou a presenca de vitamina E ou qualquer antioxidante no rétulo, e
esta declaragéo nédo se associou com o nivel de oxidagao.

No presente estudo, o mercurio foi encontrado em niveis quantificaveis em
menos de 15 % (4/ 28) das amostras, e todos estavam de acordo com a legislacao
atual, que permite uma concentracdo de até 100 ppb (ANVISA, 2016). De acordo
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com a legislacédo brasileira anterior, o limite maximo de tolerancia de mercurio era
<10 ppb (BRASIL, 1965; ANVISA, 2008). No entanto, em 2016, a Anvisa atualizou
seu regulamento para alimentos com alegacdo de propriedade funcional, indicando
que os fabricantes devem seguir farmacopeias brasileira ou internacionais e outras
referéncias oficiais conhecidas (ANVISA, 2016). Dessa forma, a legislagdo passou a
ser 10 vezes mais flexivel. O LD e LQ determinados no presente estudo foram pelo
menos 9 vezes menores do limite atual permitido por lei. O alto teor de EPA e/ ou
DHA na maioria das amostras com quantidade de mercurio acima do limite de
quantificacdo sugere que possa ter havido concentracao deste metal pesado durante
0 processamento industrial.

N&o foram encontrados na literatura estudo que quantificasse mercurio em
OPC pelo método de deteccédo direta de vapor de mercurio. Foran et al. (2003)
realizaram esta quantificacdo pelo método de espectroscopia de absorcdo atbmica
por vaporizacdo a frio e observaram que 40 % (2/ 5) apresentaram concentracfes
entre 10 e 12 ppb de mercurio. Semelhantemente, no presente estudo, foi detectado
mercurio de 11,62 a 14,48 ppb, mas em menor porcentagem de amostras (15 %). O
LD determinado por Foran et al. (2003) foi de 6 ppb, valor superior ao LD do
presente estudo, e eles ndo relataram valores de LQ. Por método semelhante ao do
presente estudo, com LQ estabelecido de 1,5 ppb, Levine et al. (2005) dosaram
mercurio em diversos tipos de suplementos e, entre eles, 3 amostras de 6leo de
peixe ou salmao. As concentracdes de mercurio detectadas foram de 9,89, 38,8 e
123ppb, sendo a maior, em uma amostra de 6leo de salméo (LEVINE et al., 2005).

Os peixes sao a maior fonte alimentar de mercurio. O metil-mercuario (MeHg) é
a forma de armazenamento do mercurio no organismo dos peixes apoOs sua
biotransformacdo, e sua concentragdo nos peixes pode variar de 0,4 a 5 ppm,
aumentando de acordo com o aumento do nivel tréfico do peixe na cadeia alimentar.
Assim, peixes mais antigos e maiores na cadeia predatéria, como o peixe-espada e
os tubarbes, bem como certos mamiferos marinhos contém os maiores niveis de
mercurio (FAO, 2003). O dleo de peixe é extraido dos tecidos dos peixes sob vapor
e seu refino € semelhante ao dos 6leos vegetais. Porém, o Oleo sofre uma etapa
essencial de purificacdo: destilacdo molecular ou extracdo supercritica de fluidos,
em que ocorre a remocao de contaminantes inorganicos, como o MeHg (LIN et al.,
2014; HAJEB et al., 2014). No presente trabalho, observou-se uma concentracao de
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mercurio abaixo de 15 ppb em todos os produtos analisados, condizente com
processo adequado de purificagdo durante a cadeia de produgéo do suplemento.

De acordo com a FAO (2003), o limite de ingestdo toleravel provisoria de
MeHg é de 1,6 pg/ kg de peso corporal/ semana, inclusive para feto e criangas. O
comité cientifico da European Food Safety Authority (EFSA) estabeleceu
recentemente valor toleravel inferior, de 1,3 pg/ kg de peso corporal/ semana (EFSA,
2015). Cerca de 95 % do MeHg ingerido via oral é rapidamente absorvido pelo
organismo, podendo ultrapassar as barreiras hematoencefalica e placentaria. Sua
excrecdo se da majoritariamente pela bile e pelas fezes e sua meia-vida é de 44 a
80 dias (FAO, 2003). De acordo com os célculos realizados neste estudo, 0 mercurio
ingerido corresponderiam a 40,6 a 99,9 ng de Hg por dia, considerando o consumo
diario de 2 g de EPA e DHA. Essa quantidade resultaria em uma ingestao de 280 a
700 ng de Hg por semana. Para um paciente de porte médio, homem de 70 kg de
peso corporal, esta quantidade representaria uma ingestdo de 0,004 a 0,010 pg/kg
de peso corporal, 0 que estaria dentro do limite sugerido pela FAO (2003) e EFSA
(2015). Analise realizada por Vieira et al. (2015) sugere que o consumo de 1-2
porcbes de 50g de certas espécies de peixe por semana pode exceder esta
recomendacdo, e também outras recomendacdes mais restritivas, como da US/EPA
de 0,1 mg/ kg de peso corporal/ dia (VIEIRA et al., 2015). Deste modo, o consumo
de OPC é capaz de fornecer os AG EPA e DHA em concentracdes suficientes para
trazer beneficios, de forma segura, sem causar toxicidade por MeHg. Este € um
tema de grande preocupacdo em saude publica, pois peixes ricos em EPA e DHA,
geralmente sdo os mais ricos em MeHg na cadeia tréfica (MAHAFFEY et al., 2011).

O presente estudo possui limitagbes. E possivel que parte das diferencas
encontradas entre as informac¢des do rétulo e o quantificado seja em funcdo do
método analitico empregado. Sobre a determinacdo de mercurio, o método
escolhido nédo foi validado para este tipo de amostra. Porém, o método foi validado
para quantificar mercurio em amostras de tecidos de peixes em relacdo a
espectroscopia de absor¢do atdbmica por vaporizacao a frio e tem a vantagem de ser
um metodo mais rapido, facil e com menor geracéo de residuos quimicos nocivos ao
meio ambiente (PANICHEV; PANICHEVA, 2015). Ainda, este estudo n&do é
representativo do lote ou de varios lotes de OPC.

No entanto, este trabalho fornece um panorama sobre todos os suplementos

de o6leo de peixe comercializados no maior centro comercial especializado em
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produtos farmacéuticos da capital do pais. Ainda, como a maioria dos suplementos
comercializados em todo o mundo contém Oleo de peixe proveniente de regides
definidas e restritas, como a costa pacifica da América do Sul, Japdo, EUA e

Escandinavia, os resultados encontrados sao de relevancia local e internacional.

6.5 Conclusao

Mais de 80 % dos Oleos de peixe em capsula apresentaram adequacado de
EPA e DHA de acordo com o exigido pela legislacdo nacional ou diretrizes
internacionais. Nivel de oxidacdo acima do recomendado foi encontrado em 20 %
das amostras, sugerindo oxidacdo recente. Quanto ao mercurio, foi detectado em
quase 15 % das amostras, mas em niveis aceitaveis para o consumo humano.
Apesar da alta porcentagem de adequacdo em cada variavel analisada, cerca de 2/3
dos produtos apresentou alguma inadequacao quanto a legislacdo, o que sugere a
importancia e a necessidade de monitoramento constante da qualidade dos 6leos de

peixe comercializados.
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7. ARTIGO 2- Suplementos de 6leo de peixe para o tratamento de doencas
cronicas: o desafio de se evitar alta carga de comprimidos e de se atingir
doses compativeis com sua propriedade funcional

Resumo

Introducdo: Diretrizes e consensos de sociedades cientificas recomendam a
ingestdo de dosagens especificas dos &cidos eicosapentendico (EPA) e
docosaexenodico (DHA) a partir de Oleo de peixe para prevenir ou para tratar
doencas crbnicas. A rotulagem dos alimentos ajuda o consumidor a fazer escolhas
apropriadas, e essa deve ser fidedigna, clara e completa. O objetivo deste estudo foi
avaliar os rotulos de suplementos de 6leo de peixe disponiveis no mercado local, a
fim de analisar a informacdo sobre dosagens de EPA e DHA para tratar doencas
crbnicas, os custos envolvidos e sua conformidade com a legislacdo. Métodos:
Rétulos de suplementos de oOleo de peixe foram avaliados com base nas
declaracbes de rotulo. A adequacdo da rotulagem foi avaliada com base em
requisitos legais, por meio de um check-list elaborado para este estudo. As doses
diarias necessarias para cumprir a recomendacdo de sociedades cientificas foram
calculadas a partir da quantidade de EPA e DHA (mg) por por¢éo; e o custo mensal
de cada produto foi calculado a partir do preco estabelecido pelas farmécias.
Resultado: Rétulos de 31 produtos foram avaliados, trés estavam em conformidade
com todos os quesitos analisados. Os quesitos com maior percentual de produtos
nao conformes estavam relacionados com: teor de aditivos intencionais; quantidade
de vitaminas; outras gorduras além dos &cidos graxos EPA e DHA, com 81, 33 e
38% dos produtos inadequados, respectivamente. A quantidade de EPA e DHA por
porcdo variou quase seis vezes entre os produtos e as cdpsulas necessérias para
alcancar uma ingestdo de 2.000 mg de EPA + DHA/dia variou sete vezes. O custo
médio mensal para uma ingestdo de 2.000 mg de EPA + DHA/dia foi de US $ 37,83.
Os suplementos mais concentrados foram correlacionados com menos calorias (p =
- 0,904; p <0,001) e menor quantidade de cépsulas necessarias para atingir a dose
efetiva (p = - 0,794; p <0,001), mas com custos mais elevados (p = 0,531; p =
0,002). Conclusdo: Ha uma grande variacdo entre as capsulas de EPA e DHA
disponiveis no comércio. A ingestdo de produtos concentrados permite que o0s
pacientes atinjam a adequada ingestdo das doses prescritas e evitem a carga de
comprimidos, apesar do custo mais elevado. A legislacao atual € fragmentada em 6
documentos legais, o que pode ser um fator complicador para os fabricantes se
adequarem a legislacao.
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Fish oil supplements for the treatment of chronic diseases: the challenge of
avoiding high pill burden and achieving doses related to their functional

benefits

Abstract

Background: Guidelines worldwide have recommended specific combined dosages
of eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA) intake from fish oil
to prevent or to treat chronic diseases. The labeling of foods helps the consumer to
make approppriate choices and it should be reliable, clear and complete. The aim of
this study was to evaluate fish oil supplement labels available in the local market in
order to evaluate consumer information provided about dosages of EPA and DHA to
treat chronic diseases, costs incurred and other related variables. Methods:
Commercial fish oil supplement labels were evaluated for fatty acid profiles based on
the label statements and for labeling compliance based on legal requirements
through a checklist developed for this study. Daily dosages needed to meet the
scientific societies guideline’s recommendation were calculated from the milligrams of
EPA and DHA per serving, and the monthly cost of each product was calculated from
the price established by the drugstores. Results: Labels of 31 products were
evaluated and 3 labels were in accordance to all issues analyzed. The issues that
presented higher percentage of products not complying were related to: content of
intentional additives; amount of vitamins; other fats than the fatty acids EPA and
DHA, with 81, 33 and 38% of unsuitable products, respectively. The amount of
combined EPA and DHA per serving varied almost six-fold between products and the
capsules needed to achieve a 2,000 mg serving varied seven-fold. The median
monthly cost for a 2,000 mg serving of EPA and DHA was US$ 37.83. The more
concentrated supplements were correlated with lesser calories (p=- 0.904;
p <0.001) and lesser pill (p=- 0.794; p<0.001), but higher costs (p =0.531;
p = 0.002). Conclusions: There is an immense variation among commercial EPA and
DHA capsules. The intake of concentrated products will help patients attain
prescribed dosages and avoid pill burden, despite the higher cost involved. Current
legislation is fragmented into 6 legal documents, which can be a complicating factor
for manufacturers to suit the law.
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7.1 Introducéao

O estilo de vida contemporaneo e o estresse estdo associados com o
aumento da incidéncia de doencas cronicas e da mortalidade (STRONG et al.,
2005). As doencas cronicas contribuem para cerca de 63 % dos 6bitos mundiais, e
as mais prevalentes sao as cardiovasculares (DCV) (SCHIMIDT et al., 2011; WHO,
2014). A ingestdo de acidos graxos (AG) 6mega-3 (@-3) eicosapentenoico (EPA) e
docosaexenoico (DHA) pode prevenir DCV pela reducdo dos seguintes aspectos:
arritmia, hipertrigliceridemia, inflamacao sistémica, hipertensdo arterial e agregacéao
plaguetaria (WANG et al., 2006). Esses beneficios foram documentados em
diretrizes e consensos de sociedades cientificas e médicas de diversos paises
(ISSFAL, 2004; KRIS-ETHERTON et al., 2002, SANTOS et al., 2013; FDA, 1997).
De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), se ingeridos em
doses adequadas, os AG EPA e DHA podem ter a alegacdo da seguinte propriedade
funcional e de saude: «.. auxiliam na manutencdo de niveis saudaveis de
triglicerideos, desde que associado a uma alimentacdo equilibrada e hébitos de vida
saudaveis” (ANVISA, 2016).

O consumo de peixe ao menos duas vezes por semana é recomendado a fim
de aumentar a ingestdo de »-3 para prevenir DCV. No entanto, o pescado ndo é um
alimento de primeira necessidade, sendo a carne bovina e o frango as fontes
proteicas mais comuns em diversos paises, como Estados Unidos e Brasil (SANTOS
et al., 2013; BRASIL, 2010a; USDA, 2010). Em 2009, em nivel mundial, o pescado e
alimentos marinhos em geral contribuiram para 6,2 % do total de ingestdo de
alimentos proteicos (ALBERT; METIAN, 2013). Assim, Gleos de peixe em capsulas
(OPC) sao uma alternativa eficaz para o consumo de ®-3. Diversos consensos e
diretrizes recomendam dosagens especificas de EPA e DHA para prevenir e tratar
doencas crbnicas (ISSFAL, 2004; KRIS-ETHERTON et al., 2002, SANTOS et al.,
2013).

Pacientes portadores de doencas cronicas geralmente ingerem multiplas
drogas, resultando em uma ingestao diaria média de 9 a 14 comprimidos e alto custo
(HSU et al., 2015; SAASTAMOINEN; VERHO, 2015). A ingestdo de 5 ou mais
comprimidos por dia é considerada uma alta carga (HAUBER et al., 2013). E

importante saber quantas capsulas de Gleo de peixe sao necessarias para se atingir
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as recomendacOes das diretrizes para evitar sua ingestdo excessiva e para
favorecer a adesao do paciente ao tratamento.

O OPC é o suplemento mais vendido em diversos paises do mundo, sendo o
Peru o principal pais produtor e fornecedor, seguido do Japéo, Chile, Estados
Unidos e Escandinavia (PIKE; JACKSON, 2010; ZARGAR; ITO, 2011). No mercado
brasileiro sdo encontrados produtos com matéria-prima importada, mas
encapsulados e embalados nacionalmente e também produtos importados como
produtos finais, prontos para dispensacdo. A venda de OPC teve um crescimento
anual de mais de 15 % recentemente e sdo de venda livre (BRASIL, 2009; PIKE;
JACKSON, 2010). Nao ha uma padronizacdo da concentracdo de EPA e DHA nos
OPC, e a populacdo em geral, incluindo consumidores e profissionais de saude,
possui conhecimento limitado acerca das doses compativeis com sua propriedade
funcional e efeitos colaterais desses suplementos (LANDSTROM et al., 2007,
McMANUS et al., 2011; MURGEL et al., 2013). Consequentemente, o consumo de
OPC ¢é passivel de erros de dosagem causando efeitos colaterais ou falta de efeito
benéfico a saude (MEYER, 2011; MURGEL et al., 2013). Os possiveis efeitos
colaterais incluem: diarreia, ndusea e hemorragia (FDA, 1997).

A fim de auxiliar o consumidor na compra do suplemento adequado, o rétulo
do produto deve ser consultado. De acordo com a Anvisa, os OPC sao classificados
como novos alimentos — NA - (6leo de peixe com apresentacdo em capsulas) e
podem apresentar alegacdo de propriedade funcional e/ ou de saude (APFS)
(ANVISA, 2005; ANVISA, 2016). Esta alegacdo deve constar no rétulo e na
propaganda, e é necessario que todos os OPC tenham seu registro explicitado no
rotulo (BRASIL, 1969; BRASIL, 1999). As informac¢des dos rétulos devem ser
fidedignas, claras e completes para que o consumidor esteja menos vulneravel, mais
seguro e orientado quanto a qualidade do produto adquirido (STRINGHETA et al.,
2007; CAMARA et al.,, 2009; BAGGIO; EFING, 2009; VERZOLA, 2011). Desse
modo, € necessario que haja controle do registro, rotulagem, propaganda e
comercializacdo de OPC, além de harmonizagédo da legislacdo para que esta seja
clara e seguida corretamente pela industria. Este controle é exercido pelos 6rgaos
fiscalizadores do Estado, no caso pela Anvisa, e é vedado a iniciativa privada.

O objetivo do presente estudo foi analisar os rotulos de OPC em relacéo as
exigéncias da legislacdo brasileira e em relacdo as doses compativeis com a
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propriedade funcional de EPA e DHA para o tratamento de doengas cronicas, assim

COMO Seu custo e outras variaveis relacionadas.

7.2 Métodos

Foram analisados, entre setembro e novembro de 2015, rétulos de OPC
disponiveis em 21 drogarias e farmacias da regido comercial em Brasilia conhecida
como “rua das farmacias”. Como critério de inclusdo selecionou-se apenas 0s
produtos que possuiam registro na Anvisa. Adotou-se como critério de exclusao:
presenca de outros tipos de Oleo, além do de peixe; e outras formas de
apresentacdo, que nado fossem capsulas. A fim de manter sigilo dos dados, as
marcas dos produtos analisados foram omitidas, sendo substituidas por niumeros
sequenciais por ordem de aquisi¢cao.

A quantidade de EPA e DHA dos produtos foi avaliada de acordo com o valor
declarado na tabela nutricional dos rotulos e comparada as recomendacdes de EPA
e DHA das principais diretrizes cientificas para o tratamento de doencas cronicas
(ISSFAL, 2004; KRIS-ETHERTON et al., 2002, SANTOS et al., 2013; FDA, 1997;
FDA, 2000). Analisou-se a quantidade de EPA e DHA por porgdo sugerida pelo
fabricante e também quantas por¢cdes sd0 necessarias para se atingir as
recomendacdes de EPA e DHA das diretrizes, que consideramos como critério de
uso neste estudo (2.000 mg/ dia). Essa andlise ainda incluiu a quantidade de
calorias, de capsulas e o custo mensal (30 dias) em ddélar americano (US$)
envolvido para se atingir esse critério de uso.

O rotulo de cada produto foi analisado por meio de um check-list (Material
suplementar 1) que foi elaborado com base em 6 documentos legais, publicados em
épocas distintas (ANVISA, 2005; ANVISA, 2016; BRASIL, 1969; BRASIL, 1999;
BRASIL, 2002; BRASIL, 2003).

Em seguida, foi atribuida uma porcentagem de adequacado para cada quesito
do check-list, em relagcdo a quantos rotulos estdo de acordo com cada um desses.
Consideraram-se conformes apenas o0s produtos que apresentaram 100% de
percentual de adequacao para os itens aplicaveis.

Para as anélises estatisticas foi utilizado o programa R® (versdo 3.3.0). As
variaveis foram testadas quanto a sua normalidade para avaliagdo pelo teste de

Shapiro-Wilk. Para dados que ndo cumpriam a suposicao de distribuicdo normal, as
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andlises descritivas foram expressas como medianas e quartis; e as andlises de
correlagdo foram realizadas utilizando o teste de correlacdo de Spearman.

Adotaram-se valores significativos aqueles com p < 0,05.

7.3 Resultados

As diretrizes internacionais e brasileiras para a prevencado e tratamento de
doencas crbnicas foram analisadas e suas recomendac¢fes quanto a ingestdo de
O0leo de peixe e 6mega-3 foram resumidas na Tabela 7.1. De acordo com as
seguintes sociedades: Food and Drug Administration (FDA), International Society for
the Study of Fatty Acids and Lipids (ISSFAL), American Heart Association (AHA) e a
Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC), a dose diaria recomendada de EPA e
DHA para tratamento de hipertrigliceridemia € de, no minimo, 2.000 mg (ISSFAL,
2004; KRIS-ETHERTON et al., 2002, SANTOS et al., 2013; FDA, 1997; FDA, 2000).

Tabela 7.1 Recomendacdes de dleo de peixe e dmega-3 de diretrizes nacionais e internacionais para
prevencao e tratamento de doencas cronicas.

Diretriz Indicacao Dose de EPA + DHA (mg/dia)
ISSFAL Reducéo do risco de DCV 500
AHA Reducéo da mortalidade por DCV 500 to 1.800
AHA Tratamento de DCV 1.000
AHA Hipertrigliceridemia 2.000 to 4.000
SBC Hipertrigliceridemia severa 2.000-4.000*
SBC Reducéo do risco de DCV 1.000*
FDA Efeitos colaterais >3.000
FDA Qtde. méxima recomendada por 2.000
porcéo

*Qtde. de Oleo de peixe em miligramas.

Abrev.: ISSFAL, International Society for the Study of Fatty Acids and Lipids; AHA, American Heart
Association; SBC, Sociedade Brasileira de Cardiologia; FDA, Food and Drug Administration; DCV,
doencas cardiovasculares.

(ISSFAL, 2004; KRIS-ETHERTON et al., 2002, SANTOS et al., 2013; FDA, 1997; FDA, 2000)

Nas 21 drogarias e farmacias visitadas foram identificadas 26 marcas de
OPC, sendo que 4 marcas apresentavam mais de um produto, totalizando 31 roétulos
de produtos distintos analisados. Um quarto (8/31) eram produtos importados
prontos para dispensacdo. No material suplementar 2 sao apresentadas as
informagdes sobre cada produto. Oitenta e quatro porcento (n=26) dos produtos
declararam no rétulo alegacdo de propriedade funcional ou de saude. Todos os

outros produtos sem esta alegacéo, foram classificados como “novos alimentos”.
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A quantidade de EPA + DHA por porcdo variou quase 6 vezes entre 0S
produtos, de 300 a 1.700 mg. Ainda, a quantidade de capsulas para se atingir a
recomendacao diaria de, no minimo, 2.000 mg de EPA + DHA variou 7 vezes entre
0s produtos, de 2 capsulas de 1 g a 14 capsulas de 500 mg, 0 que representou uma
variacdo de 1,3 a 8 porcdes sugeridas pelo fabricante. O consumo de 14 cpsulas
por dia para atingir 0 nosso critério de uso contribuiu com a ingestéo de 63 kcal por
dia. A concentracdo de EPA e DHA/ capsula dos diferentes produtos variou de 30 a
80 %, e a mais prevalente foi 30 % (n = 13). (Tabela 7.2). O custo mediano mensal
para se atingir nosso critério de uso foi de US$ 37,83. Ainda, entre o produto mais
caro e 0 mais barato, houve uma variacdo de cerca de 4 vezes, de US$ 20,94 a
US$ 79,29 por més.

Seguindo as por¢des sugeridas dos roétulos pelo fabricante, 19 % (6/ 31) dos
produtos néo atingiram a menor recomendacao das diretrizes para prevencao de
DCV de 500 mg de EPA + DHA/ dia. Apenas um produto apresentava por¢ao diaria
recomendada proxima ao critério de uso de 2.000 mg, mas nenhum produto atingiu
este valor. Considerando a definicdo de carga de comprimidos, apenas 19 % (6/ 31)

dos produtos atingiram 0 nosso critério de uso com menos de 5 capsulas por dia.

Tabela 7.2 Doses diarias, custo e calorias de suplementos de 6leo de peixe, de acordo com
informacdes do rétulo.

Variaveis analisadas N (%) ou Mediana (Percentil 25 - 75%)
EPA + DHA/ porg&o (mg) 900 (600 - 900)
DHA e EPA/ mg de 6leo (%) 30,17 (30,00 — 54,19)
30-40 % de DHA + EPA 22 (71)
40-60 % de DHA + EPA 3 (10)
60-80 % de DHA + EPA 6 (19)
Quantidade para atingir 2.000 mg de EPA + DHA/ dia
Cépsulas (unidades) 7(,5-7,0)
PorcBes (unidades) 2,3(2,3-3,5)
Custo mensal (US$) 37,83 (28,17 — 47,61)
Energia (kcal) 63 (37,8 - 63)

Abrev.: EPA, acido eicosapentenoico; DHA, acido docosaexenoico.

Andlises de correlagdo mostram que a concentracdo de EPA + DHA nos
produtos se associou positivamente ao custo mensal necessario para se atingir
2.000 mg de EPA + DHA/ dia (p = 0.531; p = 0.002), e negativamente a quantidade
de calorias (p =- 0.904; p <0.001) e numero de capsulas ingeridas (p =- 0.794;
p <0.001).
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Em relacdo a adequacgdo dos rotulos, apenas 3 produtos apresentaram
conformidade com o check-list, sendo que dois apresentaram APFS e todos os
produtos eram de marcas distintas entre si. A maior parte dos produtos possui de 1 a
3 itens ndo conformes, e ndo houve produto com mais de cinco itens ndo conformes.

Quantos aos itens exigidos pela legislacdo analisados pelo check-list, os itens

6, 11 e 13 apresentaram menor porcentagem de produtos adequados (Tabela 7.3).

Tabela 7.3 Adequacéo dos produtos em relacdo a cada quesito analisado.

Produtos ndao conformes

Quesitos Informacao exigidia Rétulos conformes (%) (OP)
1 Natureza do produto 100 -
2 Marca 100 -
3 Fabricante 100 -
4 Sede da fabrica 100 -
5 N° registro 100 -
e L 02 -06;08-17; 20 - 23;
6 Aditivos intencionais 19 25 -29: 31
7 Peso liquido 100 -
8 Lista de ingredientes 97 02,16
9 Qtde. calorias e nutrients 100 -
10 Qtde. nutrienteNreferente a 92 03,08
alegacao
11 Qtde. Gordura e colesterol 62 02,09,10, 12, 13, 15 - 17,
27, 29
12 Valor energético (kcal e kJ) 94 24, 25
13 Qtde. Vitamina 67 05, 08, 25, 31
14 Gorduras, EPA e DHA 88 09,12,13
15 Adv: consultar medico 96 20
16 Falta de evidéncia p/ prevencdo 100 i
ou cura
17 Adv: alergia a crustaceos 81 09, 19, 25
18 EPA e DHA facultativos 80 09, 25
19 Adv: consultar medico 97 20

Abrev.: EPA, acido eicosapentenoico; DHA, acido docosaexenoico; OP, dleo de peixe.

A inadequacéo nos itens 6 e 13 se refere a falta de clareza no rétulo quanto a
presenca de aditivos, que no caso do Oleo de peixe seriam os antioxidantes. Ainda
que fosse mencionada a adicdo de algum aditivo intencional, seu codigo foi
expresso em apenas 6 roétulos. Ja quanto ao item 13, 33,3 % (4/ 12) dos produtos
gue declararam a presenca de vitamina E na lista de ingredientes ndo declararam
sua quantidade na tabela de informacdes nutricionais. A presenca de vitamina E na

férmula foi mencionada na lista de ingredientes ou na tabela nutricional de 38,7 %
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(12/ 31) produtos, que apresentaram maior custo mensal do que os produtos sem
vitamina E (p = 0,032).

O item 11 diz respeito a informacdo de colesterol e outros tipos de gordura
presentes no produto, além das dos acidos graxos poli-insaturados. Os produtos nao

conformes apenas discriminaram a quantidade de gorduras totais e poli-insaturadas.

7.4 Discussao

Foram analisados suplementos de 6leo de peixe disponiveis no comércio para
avaliar a adequacéao dos seus rotulos em relacéo as doses recomendadas de EPA e
DHA para tratar doencas cronicas. Foi observada uma grande variacédo (quase seis
vezes) em porgOes diarias recomendadas no rotulo de EPA e DHA, entre os
produtos analisados. Grande variacdo também foi relatada por Zargar & Ito (2011) e
Roth & Harris (2010), quanto a suplementos disponiveis no comércio dos Estados
Unidos, podendo resultar na ingestdo de dose errada ou falta de efeito benéfico a
saude (ISSFAL, 2004; KRIS-ETHERTON et al., 2002, SANTOS et al., 2013; FDA,
1997; FDA, 2000).

A falta de padronizacdo nas recomendacdes da orientacdo de EPA e DHA
(Tabela 7.1) e sua venda livre podem explicar, em parte, a variabilidade da
composicdo dos produtos e das porcdes diarias sugeridas nos rétulos. No comércio,
existe uma variedade de formulacdes de 6leo de peixe, que varia entre 30 % a 90 %
de EPA + DHA (SANTOS et al., 2013; ROTH; HARRIS, 2010) em cada capsula. Do
mesmo modo, verificou-se uma ampla variacao entre os produtos analisados neste
estudo, e o produto mais concentrado tinha 80 % desses dois AG. Para cumprir 0
critério de uso de 2.000 mg/dia de EPA + DHA, dependendo do produto, os
consumidores devem ingerir até 14 capsulas de 500 mg por dia. Assim, a prescricdo
de suplementos de Oleo de peixe deve, preferencialmente, especificar a dosagem
exata de EPA e DHA, em vez do numero de capsulas por dia.

Os resultados deste estudo indicam que a concentracao de EPA + DHA foi
positivamente correlacionada com o custo e ingestéo caldrica, e negativamente, com
o0 numero de cépsulas necesséarias para atingir uma dose diaria de 2.000 mg. As
doencas cronicas sdo associadas a elevados custos de tratamento e, geralmente,
relacionados com o uso simultaneo de mais de 10 drogas, conhecido como o termo
“‘excessive polypharmacy” (SAASTAMOINEN; VERHO, 2015). Sabe-se que a
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adesdo ao tratamento € inversamente correlacionada com o numero de pilulas
prescritas (KULKARNI et al., 2006). O uso de formulagbes concentradas de OPC
ajudaria a reduzir a carga de comprimidos, minimizar efeitos colaterais e contribuir
para maior adesdo ao tratamento (ZARGAR; ITO, 2011; HSU et al.,, 2015). A
ingestdo diaria de 63 kcal pelos suplementos representa as calorias provenientes de
uma magd com casca, 0 que pode ser considerado um lance saudavel para
pacientes com doencas cronicas (USDA, 2016). Portanto, para alcancar maxima
efetividade, € necessario que os profissionais e pacientes considerem fatores, como:
carga de comprimidos, custo e adesdo ao tratamento. Nesse sentido, a escolha de
uma férmula mais concentrada, porém mais cara, pode ser uma boa escolha.

A baixa quantidade de produtos com rotulos em conformidade com a
legislacdo (3/31) € condizente com a fragmentacdo de exigéncia das diferentes leis,
0 que torna a adequacdo a lei mais dificil. A alta porcentagem de produtos com
APFS declarada sugere que os fabricantes acompanharam os regulamentos
estabelecidos pela Anvisa, com base em diretrizes e consensos internacionais sobre
doencas cardiovasculares e hipertrigliceridemia. Esta alegacdo pode ser entendida
pela indUstria como estratégia de marketing e atrativo para que os consumidores
adquiram seus produtos. No entanto, por ser um produto de venda livre (BRASIL,
2009), é necessério que a rotulagem esteja completa para que o consumidor possa
comparar os rétulos no momento da compra. Nado houve diferenca quanto a
porcentagem de quesitos conformes entre o grupo de OPC que apresentaram ou
nao APFS, o que sugere que esta declaracdo nao foi um fator considerado pela
industria para adequar seus rétulos a legislagdo com mais rigor.

Aditivos antioxidantes e vitaminas, como o a-tocoferol, podem ser adicionados
ao Oleo de peixe durante seu processo de fabricagcdo. Amplamente utilizado como
antioxidante de lipidios, o a-tocoferol pode atuar reagindo com o radical peroxila
para interromper a propagacdo da oxidacdo e com o radical alcoxila para inibir a
decomposicdo de hidroperoxidos em aldeidos (FRANKEL, 1996; TURNER et al.,
2006). No entanto, estudos recentes indicam que a presenca da vitamina E reduz o
efeito do -3 em relagcéo ao seu efeito anticancerigeno (COLAS et al., 2005; XIONG
et al., 2012).

O quesito 11 se refere & mencao de colesterol e outros tipos de gorduras na
tabela de informagdes nutricionais, como a saturada. A industria tem utilizado

recursos tecnoldgicos para reformular 6leos de peixe brutos em produtos mais
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concentrados em EPA e DHA (DYERBERG et al., 2010). Consequentemente, neste
tipo de formulacdo, ha uma menor quantidade de colesterol e outros tipos de
gordura. A legislacdo brasileira ndo exige a discriminacdo no rétulo do tipo de
formulacdo em que o Oleo se apresenta, dificultando a identificacdo de 6leos mais
concentrados (ANVISA, 2005; ANVISA, 2016).

Desde 1999 a Anvisa tem dificuldade de legislar sobre APFS diante do
crescimento do numero de solicitacdes de registros de produtos com APFS e da
existéncia de rotulos irregulares que apresentam APFS ndo autorizada (ANVISA,
2004; ANVISA, 2008). Dessa forma, hoje ha 6 documentos legais que regulamentam
a rotulagem de OPC. Em 2005 foi exigido que os fabricantes de OPC
comprovassem a APFS declarada com base na recomendacdo diaria indicada no
rétulo, havendo no minimo, 100 mg de EPA e DHA por por¢cdo. Em 2016, o
regulamento para APFS dos AG EPA e DHA foi revisto e ndo ha quantidade minima
de EPA e DHA por porcédo estabelecida, desde que a industria comprove a APFS em
estudos realizados em humanos que utilizaram seu produto. Algumas informacdes
permanecem sem exigéncia na rotulagem, como: a origem ou fonte de obtencéo do
produto; teor de mercario, chumbo, cadmio e arsénio (ANVISA, 2008; ANVISA,
2016).

O fato de OPC serem considerados alimentos passiveis de APFS, e néo
medicamentos, ndo impede que acdes sejam desenvolvidas, para evitar fraudes ou
declaracdo de informac8es incompletas no rétulo, que induzam o consumidor a erros
(STRINGHETA et al., 2007). Assim, a Anvisa e as vigilancias sanitarias estaduais
possuem importante papel no desenvolvimento de a¢des educativas para esclarecer
a populacdo sobre os riscos oriundos do consumo inadvertido destes produtos;
fiscalizar estabelecimentos envolvidos na cadeia de producao e distribuicdo de OPC
para garantir ao consumidor produtos que atendam aos padrdes de identidade e
qualidade e a legislacdo vigente; evitar riscos adicionais a saude de quem o
consome (CARVALHO; COELHO, 2008).

O presente estudo possui limitagdes. Pode haver outros suplementos de 6leo
de peixe disponivel no mercado brasileiro que nao foram incluidos no estudo por néo
estarem disponiveis nos dias da coleta de dados. Utilizou-se o preco sugerido pelas
farmécias, 0 que € sujeito a mudancas. Dessa forma, ao calcular o custo mensal do
produto, os consumidores podem encontrar outros suplementos com melhor relacao

custo-efetividade.
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7.5 Concluséo

Ha uma grande variacdo entre as capsulas de EPA e DHA disponiveis no
comeércio. A ingestdo de produtos concentrados permite que os pacientes atinjam a
adequada ingestdo das doses prescritas e evitem a carga de comprimidos, apesar
do custo mais elevado. A legislacédo atual € fragmentada em 6 documentos legais, 0

que pode ser um fator complicador para os fabricantes se adequarem a legislacao.
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Identificacdo do Produto:

Quesitos analisados no rotulo do produto

NC

NA

1 - A qualidade, a natureza e o tipo do alimento, observadas a
definicdo, a descricéo e a classificacdo estabelecida no
respectivo padréo de identidade e qualidade...!

2 - Nome e/ou a marca do alimento.?

3 - Nome do fabricante ou produtor.

4 - Sede da fabrica ou local de producg&o.*

5 - Numero de registro do alimento no érgdo competente do
Ministério da Saude.'?

6 - Indicacdo do emprego de aditivo intencional, mencionando-
0 expressamente ou indicando o cadigo de identificacao
correspondente com a especificacdo da classe a que
pertencer.’

7 - O peso ou 0 volume liquido.*

8 - Todos os ingredientes devem constar em ordem
decrescente. da respectiva propor¢éo.®

9 - A quantidade do valor energético e dos seguintes
nutrientes: carboidratos, proteinas, gorduras totais, gorduras
saturadas, gorduras trans, fibra alimentar, sé6dio.”

10 - A quantidade de qualquer outro nutriente sobre o qual se
faca uma declaracéo de propriedades nutricionais ou outra
declaracéo que faca referéncia a nutrientes.**

11 - Quando for realizada uma declaracdo de propriedades
nutricionais (informacé&o nutricional complementar) sobre o tipo
e ou a quantidade de gorduras e ou acidos graxos e ou
colesterol deve ser indicada a quantidade de gorduras
saturadas, trans, monoinsaturadas, poli-insaturadas e
colesterol, em conformidade com o estipulado no item 3.4.6.%*

12 - Valor energético: quilocalorias (kcal) e quilojoules (kJ)*

13 - As vitaminas e 0s minerais que constam no Anexo A,
sempre e quando estiverem presentes em quantidade igual ou
maior a 5% da Ingestao Diaria Recomendada (IDR) por porcao
indicada no rétulo.*

14 - A tabela de informacé&o nutricional deve conter os trés
tipos de gorduras: saturadas, monoinsaturadas e poli-
insaturadas, discriminando abaixo das poli-insaturadas o
contetido de 6mega-3 (EPA e DHA).®*

15 - Adverténcia em destaque e em negrito: “Pessoas que
apresentem doencas ou alteragdes fisiologicas, mulheres
gravidas ou amamentando (nutrizes) deverao consultar o
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medico antes de usar o produto.®*

16 - Informacado: O Ministério da Saude adverte: Nao existem
evidéncias cientificas comprovadas de que este alimento
previna, trate ou cure doengas.s**

17 - Adverténcia em destaque e em negrito: “Pessoas
alérgicas a peixes e crustaceos devem evitar o consumo deste
produto”.>**

18 - Caso a empresa queira declarar na informagé&o nutricional
(perfil de acido graxo para EPA, DHA e alfa-linolénico), pode
fazé-lo desde que declare os trés tipos de gordura, conforme
item 3.4.6 da Resolugcdo RDC n° 360/2003.>**

19 - Adverténcia: “Pessoas que apresentem doencas ou
alteracdes fisioldgicas, mulheres gravidas e lactantes devem
consultar o medico antes de consumir este produto.’**

Abrev.: C, Conforme; NC, Ndo Conforme; NA, N&o se Aplica; EPA, Acido
eicosapentenoico; DHA, Acido docosaexenoico; RDC, Resolucdo da Diretoria
Colegiada.

! Decreto-Lei n° 986/69 (BRASIL, 1969);

2 RDC n°19/1999 (BRASIL, 1999);

3 RDC n° 259/2002 (BRASIL, 2002);

* RDC n° 360/2003 (BRASIL, 2003);

® Site da Anvisa: Assuntos de Interesse. Novos Alimentos e Novos Ingredientes
(ANVISA, 2005).

® Site da Anvisa: Assuntos de Interesse. Alimentos com Alegacdes de Propriedades
Funcionais e ou de Saude (ANVISA, 2016).

*Itens 10, 11, 14 e 15 para alimentos com alegacédo de propriedade funcional.

**Itens 16 a 19 para novos alimentos (sem alegacao de propriedade funcional).
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Tabela 7.4 Material Suplementar 2: Composi¢éo, custo e calorias de suplementos de 6leo de peixe.

Variavel Variavel 2 Variavel Variavel Variavel Variavel Variavel 7

D 1(n)° (mg)° 3(%)° 4 5 (n)° 6 ($) (kcal)®
OP1 6 900 30,0 14 2,3 31.86 63
OP2 1 362 30,2 6 6,0 53.98 65
OP3 2 600 53,6 6 3,0 37.83 30
OP4 1 420 70,0 5 5.0 79.29 27
OP5 1 1.000 71,4 2 2.0 35.22 25
OP6 3 900 30,0 7 2.3 24.33 63
OoP7 3 900 30,0 7 2.3 31.39 63
OP8 3 900 30,0 7 2.3 40.54 63
OP9 3 900 30,0 7 2.3 28.63 63
OP10 2 719 36,0 6 3.0 22.85 54
OP11 2 600 30,0 7 35 27.46 63
OP12 3 900 30,0 7 2.3 27.70 63
OP13 3 900 30,0 7 2.3 24.93 63
OP14 2 600 30,0 7 35 22.16 63
OP15 1 775 62,0 3 3.0 54.62 34
OP16 2 300 30,0 14 7.0 57.44 63
OP17 2 330 33,0 13 6.5 44.10 59
OP18 3 457 30,5 14 4.7 46.67 63
OP19 2 610 30,5 7 35 28.81 63
OP20 2 1.100 55,0 4 2.0 48.55 36
OoP21 3 900 30,0 7 2.3 20.94 63
OoP22 3 900 30,0 7 2.3 38.50 63
OoP23 3 1.700 56,7 4 1.3 42.60 36
OoP24 2 800 80,0 5 2.5 79.16 23
OP25 3 1.000 33,3 6 2.0 46.14 54
OP26 1 603 54,8 4 4.0 33.33 40
OoP27 2 1.280 64,0 4 2.0 50.21 36
OoP28 1 300 30,0 7 7.0 54.49 63
OP29 4 1.200 30,0 7 1.8 27.47 63
OP30 2 600 30,0 7 35 32.22 63
OP31 3 1.000 33,3 6 2.0 40.00 54

Abrev.: OP, 6leo de peixe; EPA, acidos eicosapentenoico; DHA, 4cido docosaexenoico.
dvariavel 1 = Porcdo (nimero de capsulas)

®Variavel 2 = EPA + DHA por porc¢éo (mg)

“Variavel 3 = Porcentagem de EPA + DHA (mg)/ mg de 6leo (%)

dvariavel 4 = Capsulas para se atingir 2.000 mg de EPA + DHA por dia (n)

®Variavel 5 = Porgbes para se atingir 2.000 mg de EPA + DHA por dia (n)

"Variavel 6 = Custo mensal de uma dose para se atingir 2.000 mg de EPA + DHA por dia (US$)
Svariavel 7 = Calorias para se atingir 2.000 mg de EPA + DHA por dia (kcal)
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8. CONCLUSOES GERAIS

A avaliacdo quali e quantitativa de Oleos de peixe em capsulas
comercializados em Brasilia, DF, abordou aspectos como perfil de acidos graxos,
nivel de oxidacdo, presenca de mercurio, rotulagem e indicacdo quanto a seus
efeitos benéficos relacionados aos niveis séricos de triglicerideos e permitiu as
seguintes conclusdes:

o Mais de 80 % dos produtos apresentaram adequacdo de EPA e DHA
de acordo com o exigido pela legislacdo. As adequagOes variaram de 75,9 a 105,1
% para EPA e de 88,9 a 137,4 % para DHA. Os produtos com maior porcentagem
de adequacao de DHA apresentaram maior custo.

. Produtos com maior concentracdo de EPA e DHA apresentaram
significativamente, menor teor de AG saturados.

. Nivel de oxidacdo acima do recomendado foi encontrado em 20 % das
amostras, de acordo com as variaveis IP e TOTOX.

o O mercurio foi quantifichvel em cerca de 15 % das amostras, e todos
os valores estavam abaixo do valor maximo permitido pela legislacéo vigente.

o A maior parte dos suplementos (84 %) apresentou alegacdo de
propriedade funcional e/ou de saude. No entanto, este fator ndo foi determinante
para maior porcentagem de adequacdo da rotulagem. Apenas 9,7 % dos produtos
atendiam as exigéncias de rotulagem da legislacdo vigente. A legislacdo atual é
fragmentada em 6 documentos legais, o que pode ter sido um fator complicador para
os fabricantes se adequarem a legislacgéo.

o Os produtos analisados apresentaram grande Vvariagdo de
porcentagem de EPA e DHA em sua composicéo e grande variagdo do numero de
capsulas e de custo para se atingir a recomendacao de 2g de EPA e DHA por dia.
Produtos com maior concentracdo de EPA e DHA foram associados a menor
ingestao de capsulas e de calorias, mas a um maior custo.

A avaliacdo quantitativa dos suplementos € importante para garantir a
qualidade dos produtos disponiveis no comércio.

Considerando a recomendagdo compativeis com sua propriedade funcional
de EPA e DHA, a ingestdo de produtos mais concentrados favorece uma maior

adesao do paciente ao tratamento, apesar do maior custo envolvido. A rotulagem
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dos OPC deve ser clara e completa para que haja maior informagéo ao consumidor

e protecdo a sua saude.
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APENDICE

Quadro 1.Check-list para verificagdo da adequacgéo dos rétulos quanto a legislacéo.

Identificacdo do Produto:

Quesitos analisados no rétulo do produto C NC

1- A qualidade, a natureza e o tipo do alimento, observadas
a definicdo, a descricéo e a classificacdo estabelecida no
respectivo padréo de identidade e qualidade...!

2- Nome e/ou a marca do alimento.!

3- Nome do fabricante ou produtor.”

4- Sede da fabrica ou local de produgéo.l

5- Numero de registro do alimento no 6érgdo competente do
Ministério da Saude.?

6- Indicacdo do emprego de aditivo intencional,
mencionando-o expressamente ou indicando o cédigo de
identificacdo correspondente com a especificacao da
classe a que pertencer.*

7- O peso ou o volume liquido.*

8- Todos os ingredientes devem constar em ordem
decrescente da respectiva proporcao.>

9- A quantidade do valor energético e dos seguintes
nutrientes: carboidratos, proteinas, gorduras totais,
gorduras saturadas, gorduras trans, fibra alimentar,
s6dio.*

10-A quantidade de qualquer outro nutriente sobre o qual se
faca uma declaracéo de propriedades nutricionais ou outra
declaracdo que faca referéncia a nutrientes.**

11-Quando for realizada uma declaracdo de propriedades
nutricionais (informacéo nutricional complementar) sobre
o0 tipo e ou a quantidade de gorduras e ou acidos graxos e
ou colesterol deve ser indicada a quantidade de gorduras
saturadas, trans, monoinsaturadas, poli-insaturadas e
colest4erol, em conformidade com o estipulado no item
3.4.6.7*

12-Valor energético: quilocalorias(kcal) e quilojoules(kJ)*

13-As vitaminas e 0s minerais que constam no Anexo A,
sempre e quando estiverem presentes em quantidade
igual ou maior a 5% da Ingestéo Diaria Recomendada
(IDR) por porcéo indicada no rétulo.*

14-A tabela de informacéo nutricional deve conter os trés
tipos de gorduras: saturadas, monoinsaturadas e poli-
insaturadas, discriminando abaixo das poli-insaturadas o
contetido de 6mega 3 (EPA e DHA).%*

15-Adverténcia em destaque e em negrito: “Pessoas que
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apresentem doencas ou alteracdes fisioldgicas, mulheres
gravidas ou amamentando (nutrizes) deverao consultar o
medico antes de usar o produto.®*

16-Informagéo: O Ministério da Saude adverte: Nao existem
evidéncias cientificas comprovadas de que este alimento
previna, trate ou cure doengas.s**

17-Adverténcia em destaque e em negrito: “Pessoas
alérgicas a peixes e crustaceos devem evitar o consumo
deste produto”.®**

18-Caso a empresa queira declarar na informacao nutricional
(perfil de acido graxo para EPA, DHA e alfa-linolénico),
pode fazé-lo desde que declare os trés tipos de gordura,
conforme item 3.4.6 da Resolucdo RDC n° 360/2003.°**

19-Adverténcia: “Pessoas que apresentem doencas ou
alteracdes fisiol6gicas, mulheres gravidas e lactantes
devem consultar o medico antes de consumir este
produto.>**

Abrev.: C, Conforme; NC, Ndo Conforme; NA, N&o se Aplica; EPA, Acido
eicosapentenoico; DHA, Acido docosaexenoico; RDC, Resolucdo da Diretoria
Colegiada.

! Decreto-Lei n° 986/69 (BRASIL, 1969);

2 RDC n°19/1999 (BRASIL, 1999);

3 RDC n° 259/2002 (BRASIL, 2002);

* RDC n° 360/2003 (BRASIL, 2003);

> Site da Anvisa: Assuntos de Interesse. Novos Alimentos e Novos Ingredientes
(ANVISA, 2005).

® Site da Anvisa: Assuntos de Interesse. Alimentos com Alegacdes de Propriedades
Funcionais e ou de Saude (ANVISA, 2016).

*Itens 10, 11, 14 e 15 para alimentos com alegacéo de propriedade funcional.

**Itens 16 a 19 para novos alimentos (sem alegacao de propriedade funcional).




