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RESUMO

ISOFLAVONAS: CARACTERiSTIS:AS GERAIS E
PROPRIEDADES NUTRACEUTICAS
KOBAYASHI, C. Y.; GARCIA, C. F.; TEIXEIRA, M. A. V.

As isoflavonas sdo metabdlitos secundarios de grande evidéncia devido ao
seu consumo frequente estar associado a reducdo da incidéncia de algumas
doencas. Desta forma, objetivou-se no presente trabalho realizar uma
revisdo bibliografica sobre as caracteristicas das isoflavonas, elaboracdao de
produtos a base de soja e sobre alguns aspectos de sua atividade
nutracéutica. As isoflavonas correspondem a flavondides cujo esqueleto
carbbnico apresenta o anel B ligado ao carbono 3. Sua distribuicdo na
natureza é vinculada majoritariamente as plantas da Familia
Leguminosae/Fabaceae, onde podem ocorrer na forma de agliconas,
glicosideos simples, glicosideos conjugados com malonila ou acetila, etc. Por
ser uma matéria-prima de grande oferta, a soja se destaca como fonte de
isoflavonas, sendo a daidzina, genistina e glicitina conjugados os
metabdlitos majoritdrios. Suas propriedades quimicas sao variadas,
destacando-se a acidez dos derivados fendlicos, solubilidade, a presenca
comum de grupos orientadores orto-para eletrofilicos e a capacidade
antioxidante de derivados fendlicos. Sua quantificacdo ¢é realizada
geralmente através de CLAE, empregando-se fase estacionaria reversa, fase
movel polar com detecgdo por UV ou DAD e eluicao gradiente ou isocratica.
O estudo das isoflavonas sempre foi motivado por atividades nutracéuticas
como a capacidade estrogénica, reducao da incidéncia de osteoporose,
fogachos, doencas cardiacas, diabetes, entre outras, que motivam o
comércio de produtos derivados de soja como farinha, farelo, proteina
texturizada, proteina isolada, leite, tofu, miss6 e o tempeh. Entretanto,
devido as peculiaridades dos processamentos das sementes de soja para
elaborar tais produtos, pode-se verificar que a farinha de soja, o extrato de
gérmen de soja e a farinha desengordurada apresentam altas quantidades
de isoflavonas, enquanto que o leite, a farinha torrada e o 6leo apresentam
baixas quantidades ou, até mesmo, ndao contém. Salienta-se que o estudo
das isoflavonas e o processamento de fontes naturais para a elaboragao de
produtos nutracéuticos devem estar acompanhados do conhecimento da
legislagao correspondente, a RDC n° 48, de 16/03/2004 (ANVISA). Esta
resolucao determina que as isoflavonas sdo consideradas medicamentos
fitoterapicos, com obrigatoriedade de registro. AlusGes a prevencao,
tratamento e cura de doencas s6 podem ser usadas apds avaliacdo e
aprovacgao da ANVISA por meio da RDC n° 18, 30/04/1999. Assim, pode-se
concluir que a revisao bibliografica sobre isoflavonas possibilitou agregar
novos conhecimentos na &rea de biossintese, propriedades quimicas,
analises, atividade nutracéutica e legislacao, enriquecendo a formagao no
contexto da Quimica Bio-organica.

Palavras-chave: isoflavonas, Fabaceae, nutracéutico.
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1. INTRODUCAO

As isoflavonas sdo flavondides cujo anel B é ligado diretamente ao carbono
3 no anel, diferente da maioria dos flavondides onde a ligacao se encontra
no carbono 2. S3o encontradas principalmente em plantas da Familia
Leguminosae (ou Fabaceae), onde espécies conhecidas como a soja
(Glycine max L.), a lentilha (Lens esculenta Moench) e o grdao de bico (Cicer

arietinum) estao alocadas taxonomicamente (PIMENTEL et al., 2005).

Tendo em vista sua grande oferta, a soja € empregada como a fonte natural
mais comum de isoflavonas, sendo encontradas principalmente no gérmen
da semente (ANVISA, 2011). O teor de isoflavonas nas plantas pode variar
dependendo de fatores como: genética do grao, condicdes do solo, clima
(tanto na época do cultivo quanto da colheita) e o tipo de processamento
empregado nas matérias-primas a base de soja (LEE et al., 2003 apud
BARBOSA et al., 2006).

O mecanismo de biossintese das isoflavonas é misto, pois parte do
esqueleto é oriundo da via do acetato e parte da via do chiquimato.
Isoflavonas simples como a genisteina sdao biossintetizadas a partir de
aminoacidos aromaticos como a fenilalanina ou a tirosina (via do
chiquimato) e policetideos derivados da AcetilSCoA (via do acetato) (LIU et
al. 2007).

Entre as variadas propriedades quimicas das isoflavonas, a solubilidade, a
acidez, a capacidade antioxidante e o perfil das substituicoes eletrofilicas
nos anéis benzénicos se mostram interessantes. Tal importancia esta
relacionada as andlises de caracterizacdo e indiretamente as suas

propriedades nutracéuticas.

A quantificacdo das isoflavonas é realizada frequentemente por meio de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), sendo empregadas fase
estacionaria de baixa polaridade (fase reversa) e fase mdvel polar, além de
detectores de ultravioleta (UV) ou de feixes de diodo (DAD) (WANG et al.,
2002 apud CESAR et al., 2007; CIOLA, 1998; AVILLA et al., 2007).

Atualmente, a industria de alimentos disponibiliza varios produtos a base de
soja que, dependendo do seu processamento, podem conter diferentes

concentracdes de isoflavonas, destacando-se: farinha, farelo, tempeh,
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miss6, molho, tofu, 6leo, proteina texturizada e os isolados protéicos. De
modo geral, produtos que nao envolvem descartes durante o
processamento, aquecimentos intensos e extragbes com solventes de
polaridade inadequada mantém o teor de agliconas, glicosideos comuns e

derivados das sementes de soja.

O consumo de produtos ricos em isoflavonas pode trazer beneficios a saude
humana, entre eles a redugao da incidéncia de doencas cardiovasculares, de
fogachos, de osteoporose, além de atuarem como fitoestrégenos,
minimizando a redugdao de hormoénios femininos como o estrogénio durante
a menopausa (PIMENTEL et al., 2005). Entretanto, o comércio de extratos
de isoflavonas de soja ou a divulgacao da atividade nutracéutica em rétulos
de alimentos a base de soja ndao podem ser exercidos sem a aprovagao da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (ANVISA, 2011).

Assim, objetiva-se no presente trabalho realizar uma revisdo bibliografica
evidenciando as caracteristicas gerais das isoflavonas, processamento de
produtos a base de soja, bem como alguns aspectos de sua atividade

nutracéutica.



2. DESENVOLVIMENTO

2.1 Flavonoides

Flavondides sdao metabdlitos secundarios que podem ser encontrados em
frutas, sementes, raizes e flores. Muitos sdao responsaveis pela coloragdo
das flores, gemas ou folhas no outono. Entre suas diversas fungdes na
natureza estd a atracdo de polinizadores ou animais consumidores de
frutas, promovendo a dispersdo das sementes das plantas (GONZALEZ-
GALLEGO et al., 2007). Outra funcdo interessante é sua participacao no
crescimento, desenvolvimento e defesa dos vegetais contra o ataque de
patdgenos (DIXON e HARRISON, 1990 apud DORNAS et al., 2007).

Quimicamente, flavondides sao compostos polifendlicos biossintetizados a

partir das vias do chiquimato e do acetato (MANN, 1987).
Pode-se representar, de forma genérica, um flavondide através do perfil

evidenciado na Figura 1. Sua estrutura pode ser didaticamente dividida em

3 partes: os anéis A, B e C, presentes na maioria das classes.

Figura 1 — Estrutura basica de flavonodides.
Fonte: MANN (1987)

Existem diferentes classes de flavondides, tais como chalconas, flavonas,
flavondis, flavanonas, antocianidinas, isoflavonas, flavanonodis, auronas,
catequinas, alguns tipos de taninos condensados e neoflavondides,
entretanto suas descricoes detalhadas fogem aos objetivos do presente
trabalho. Desta forma, como meio de apresentacdo dos flavondides,
selecionou-se algumas classes comuns ou de importancia singular e, na

sequéncia, as isoflavonas passam a ser apresentadas.

As chalconas sdo os precursores das demais classes de flavondides,
possuindo como estrutura basica o esqueleto 1,3-difenilpropano. A Figura 2
(p. 4) evidencia alguns exemplos especificos de chalconas, bem como a

representacao de seu esqueleto basico.
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Figura 2 - a) Estrutura basica de chalconas; b) Licochalcona C e c)
Asebogenin.

Fonte: NOWAKOWSKA (2007)

As flavonas sdo estruturas derivadas do esqueleto basico da 2-
fenilcromona, sendo similares aos flavondis, os quais apresentam uma
hidroxila extra na posicao C3. Tal similaridade estrutural (Figura 3) esta
relacionada diretamente com sua semelhanca reacional (ZUANAZZI e
MONTANHA, 2002). As flavonas mais encontradas nas plantas sdo a
apigenina e luteolina, nas formas livres ou conjugadas. Ja os flavonodis mais
comuns em plantas sdao o canferol, quercetina e miricetina encontrados, por
exemplo, no cha preto (FENNEMA, 1992).

Figura 3 - Exemplos de flavona e de flavonol. (a) Esqueleto basico
de flavonas, (b) flavona apigenina e (c) flavonol miricetina.
Fonte: COUTINHO et al. (2009)

Flavanonas sdo flavondides similares as flavonas, porém nao apresentam a
insaturacdo entre os carbonos 2 e 3 (Figura 4, p. 5). A auséncia da
insaturagao torna o carbono 2 um estereocentro, possibilitando a existéncia
de isOmeros espaciais. S8o muito comuns na natureza, sendo metabdlitos
secundarios majoritarios, por exemplo, do flavedo de plantas citricas como

a laranja péra (Citrus sinensis L. Osbeck, variedade Péra).
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Figura 4 - a) Esqueleto basico de flavanonas, (b) 4',7-
dimetoxinarigenina e (c) eriodictiol.

Fonte: SILVA et al. (2010)
Por fim, as antocianidinas (Figura 5) sao flavondides de grande importancia
principalmente na industria de alimentos, onde s3ao empregadas como
pigmentos e antioxidantes naturais. Em meio bioldgico sao encontrados na
forma glicosilada (antocianinas), onde podem contribuir significativamente
na coloracdo de frutas, hortalicas, flores, folhas e raizes de plantas
(MACHEIX et al., 1990).

Figura 5 - Estrutura quimica da antocianidina cianidina.
Fonte: MARCO et al. (2008)

2.2 Isoflavonas

As isoflavonas sao flavonodides cujo anel B é ligado diretamente ao carbono
3 no anel (Figura 6), diferente da maioria dos flavondides onde a ligagdo se
encontra no carbono 2. Como se pode supor, tal comportamento é

responsavel pelo prefixo “iso" de sua nomenclatura.

Figura 6 — Esqueleto basico de isoflavonas.
Fonte: PIMENTEL et al. (2005)



As isoflavonas sdao encontradas principalmente em plantas da Familia
Leguminosae (ou Fabaceae), onde espécies conhecidas como soja (Glycine
max L.), lentilha (Lens esculenta Moench) e grao de bico (Cicer arietinum)
se encontram. Mesmo derivados de soja como o farelo e alimentos tipicos
da culindria japonesa como tofu (coagulado protéico), missé (pasta) e
tempeh (produto fermentado) mantém quantidades apreciaveis de
isoflavonas (PIMENTEL et al., 2005).

Segundo Pimentel et al. (2005), a soja apresenta quatro padrdes de
isoflavonas: agliconas, glicosideos, conjugados acetilglicosideos e
malonilglicosideos, substancias que se mantém associadas as moléculas de

proteinas em meio bioldgico.

As agliconas sdo isoflavonas livres, sem associacgdo com moléculas de
acucares. Os glicosideos sdo associacdes entre isoflavonas e acgucares,
podendo estar também esterificados com acetato ou com malonato (Figura
7).

0

)L“O
HO 0 .
\U a | k 0.__,O-isoflavona O-isoflavona
4 | b Q “1OH
HO* ‘OH
OH 0O
Z " 0H OH
(a) (b) ()

Figura 7 - Exemplos de padroes de isoflavonas. (a) Aglicona, (b)
sistema conjugados acetilglicosideo e (c) sistema conjugado
malonilglicosideo.

Fonte: DOERGE et al. (2000)

Apesar da quantidade de trabalhos publicados sobre isoflavonas de soja,
sua variedade é baixa. Avila et al. (2007), ao estudarem sementes de soja
produzidas em diferentes condicdes de campo, observaram a existéncia de
3 agliconas (daidzeina, gliciteina e genisteina) e de 3 malonilglicosideos
(malonila daidzina, malonila glicitina e malonila genistina). César et al.
(2007) relatam que capsulas comerciais de soja podem apresentar as
agliconas daidzeina, gliciteina e genisteina, os glicosideos daidzina, glicitina
e genistina e as 3 acetila e malonila correspondentes, sendo todas as
esterificacdes localizadas na hidroxila do carbono 6" da O-B-D-glicopiranose
(Figura 8, p. 7).
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)R, =R, =H, R, = malonil
(k)R, =H, R, = OCH,, R, = malonil
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Figura 8 - Isoflavonas de soja. (a) Daidzeina, (b) gliciteina, (c)
genisteina, (d) daidzina, (e) glicitina, (f) genistina, (g) 6’'-O-acetila
daidzina, (h) 6’'-O-acetila glicitina, (i) 6’'-O-acetila genistina, (j) 6’'-
O-malonila daidzina, (k) 6’’-O-malonila glicitina e (1) 6’'-O-malonila
genistina.
Fonte: LUI et al. (2003)

Plantas do género Pterodon (Familia Leguminosae/Fabaceae), conhecidas
popularmente como “sucupiras brancas”, também sdo potenciais fontes de
isoflavonas. Em um estudo de revisdao bibliografica sobre as espécies
Pterodon apparicioi, Pterodon polygalaeflorus e Pterodon pubescens,
HANSEN et al. (2010) relatam a existéncia de varias isoflavonas, muitas

delas metoxiladas (Figura 9).

1) R1=R2=R4=R5=R7=H; R3=R6=OH

2) R1=R2=R4=R5=R7=H; R3=R6=OCH3

3) Ri=R>=R4=Ry=H; R3=R5=0CH3; R¢=0OH

4) R1=R2=R5=R7=H; R3/R4=CH20CH2; R6=OCH3
5) Ri=R4=R;=H; Ry=R¢=0H; R3=Rs=0CHs

6) R1=R4=R7=H; Rz/R3=CH20CH2; R5=OCH3; R6=OH
7) Ri=R4=Ry=H; R3/R3=CH>0CH;; Rs=Re=0CH3
8) R1=R3=R4=R7=H; R2=R5=R7=OCH3

9) R1=R4=R7=H; R2=R3=R5=R6=OCH3

10) R1=Ry=H; R;=R3=R4=R5=R¢=0CH3

11) R2=R7=H; R1=R3=R4=R5=OCH3; R6=OH

12) R;=Rs=R;=H; R1=Re=0CHS3; R3/R4=CH>0CH,
13) R2=R5=H; R1=R6=R7=OCH3; R3/R4=CH20CH2
14) R;=Ry=H; R1=R5=Re=0CHS3; R3/R4=CH>0CH,
15) R;=Ry=H; R1=R3=R4=R5=R¢=0CH3

16) R4=R7=H; R1=R;=R3=R5=R¢=0CH3

Figura 9 - Isoflavonas do género Pterodon.
Fonte: HANSEN et al. (2010)




Sato et al. (1995), ao estudarem os metabdlitos secundarios das vagens de
Laburnum anagyroides, verificaram a presenca de isoflavonas comuns como
a genisteina, além das 3 isoflavonas isoprénicas monossubstituidas,

evidenciadas na Figura 10.

HO
OCH,0H O

Figura 10 - Isoflavonas de Laburnum anagyroides.
Fonte: SATO et al. (1995)

O estudo do extrato polar da casca do caule de Erythrina indica, realizado
por Nkengfack et al. (2001) evidenciou isoflavonas isoprénicas
dissubstituidas, além de isoflavonas comuns hidroxiladas e metoxiladas
(Figura 11, p. 9).

Outra espécie do género Erythrina, a E. sacleuxii, nao apresentou as
isoflavonas isoprénicas dissubstituidas supracitadas, sendo o padrdo
monossubstituido mais freqiente (Figura 12, p. 9) (YENESEW et al., 1998).
Da mesma forma que o estudo de Nkengfack et al. (2001), as isoflavonas
foram obtidas a partir da casca do caule da planta.

Por fim, o género Milletia também se mostra como uma fonte interessante
de isoflavonas, apresentando derivados metilenodidxi, pirano angulares e
monoterpénicos (Figura 13, p. 10). A literatura apresenta ainda outros

perfis menos comuns nao representados no presente trabalho.



R1=R2=CH3; R; = OH
Ri=R>=R3=H
R1=R2=CH3; R; = OH

Figura 11 - Isoflavonas de Erythrina indica.
Fonte: NKENGFACK et al. (2001)

Figura 12 - Isoflavonas de Erythrina sacleuxii.
Fonte: YENESEW et al. (1998)



R, =R, =R, =OCH,

R, = OCH,; R2/R3 = 0-CH_-0
R, =OH;R,=R,=0CH,

R, =R, =H;R, = OCH,

R, =H;R,=CH,;R,=H

R,  R,=OH;R,=CH,;R,=H
R, =OH;R, =H; R, = OH
OR,
0
| 0
! )
0

Figura 13 - Isoflavonas do género Milletia.
Fonte: ASOMANING et al. (1995); YENESEW et al. (1996); WANDA
et al. (2006)

2.2.1 Biossintese

Estudos realizados com variedades de soja mostram que a biossintese das
isoflavonas ocorre por volta de 35 dias apds o florescimento da planta. Em
torno de 50 dias ja é constatado um acumulo significativo de genistina e
malonila genistina e, durante todo o periodo de maturacdao das sementes, o
aclimulo de daidzina e malonila daidzina (CARRAO-PANIZZI et al., 1999).

Considerando apenas a morfologia das sementes de soja, sua distribuicao
ocorre em todas as partes, sendo majoritaria no gérmen - o embrido da

semente - e ausente na casca (Figura 14) (ANVISA, 2011).
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Figura 14 - Representacao das diferentes partes de um grao
vegetal.
Fonte: EMPORIO (2011)

O teor de isoflavonas nas plantas pode variar dependendo de fatores como:
genética do grao, condicbes do solo, clima (tanto na época do cultivo
quanto da colheita) e o tipo de processamento empregado no preparo de
alimento a base de soja (LEE et al., 2003 apud BARBOSA et al., 2006).

Seu mecanismo de biossintese é misto, pois parte do esqueleto é oriundo
da via do acetato e parte da via do chiquimato. Para evidenciar a
biossintese das isoflavonas, sera usada como modelo a molécula de
genisteina e como base os conhecimentos de LIU et al. (2007) e Mann
(1987).

Inicialmente, através de uma sequéncia de reacdes enzimaticas, o acido
chiquimico € convertido em aminoacidos aromaticos como a fenilalanina e a
tirosina. Tal sequéncia foi omitida no presente trabalho, pois buscou-se
priorizar a estruturacdo das isoflavonas através da interacdo do acido

cinamico (via do chiquimato) com o tricetideo da via do acetato.

Uma vez formada, a fenilalanina perde seu grupo amino através da acao
catalitica da enzima fenilalanina amoénia liase. Ao sofrer desaminacdo, o
carbono continua estereogénico, porém agora em um padrdao de isomeria
geométrica TRANS (maior estabilidade). O produto da reacdo é o cinamato
gue, na sequéncia, é oxidado por meio da enzima &cido cindmico 4-
hidroxilase na posicdao para no anel, provavelmente por apresentar menor

efeito estereoquimico (Figura 15, p. 12).
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fenila_lan_ina dcido cindmico
amoénia liase  _ 4-hidroxilase -
. 0 | - 0 |
| iy | ,
- e
OH
fenilalanina cinamato p-coumarato

Figura 15 - Conversao da fenilalanina em p-coumarato.
Fonte: LIU et al. (2007) (Adaptado)

O p-coumarato &, entdo, convertido em p-coumaroil CoA devido a reacdo de
substituicdo nucleofilica com uma coenzima A, processo catalisado pela
enzima 4-coumarato CoA ligase e que demanda ATP para ocorrer. Em
seguida, enzimas chalcona sintases catalisam a reagao onde o p-coumaroil
CoA reage com o tricetideo formado a partir de 3 moléculas de malonila
CoA, oriundas da via do acetato. Cada malonila CoA reage com o outro,
através de substituicdes nucleofilicas cujos nucledfilos correspondem aos
carbonos «, relativamente basicos. Os grupos carboxilatos correspondem
aos grupos abandonadores. O mesmo sistema enzimatico de chalcona
sintases ainda catalisa a isomeria tautomérica do p-coumaroil substituido
formando uma chalcona. Para tanto, os grupos carbonilas sdao convertidos
em enodis. Como os 6 carbonos do tricetideo formam um ciclo, os endis

geram um anel aromatico (Figura 16, p. 13).

A chalcona formada é, entdo, transformada em uma flavanona por meio da
reacao de uma das hidroxilas fendlicas na insaturacdo da cadeia lateral
proveniente do coumarato. Tal processo é catalisado pela enzima chalcona
isomerase. Por fim, a flavanona é convertida em uma isoflavona através da
acao de enzimas isoflavona sintases. Para tanto, a ligacdo entre os
carbonos 2 e 3 é oxidada, formando uma ligagao dupla (flavona) e o anel B
migra do carbono 2 para o carbono 3, via processo radicalar (Figura 17, p.
13).
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0 ,JG O
0 4-coumarato  ~,ag /J 3x 0O ]\//“\SCD.-EH.
| CoA ligase | malonil CoA
—
| o | ~ chalcona
- L~ sintase
OH OH

—_—
p-coumarato p-coumaroil CoA -3CO,

0 0 OH ©
chalcona
0 | sintase |
A —_—
0 SCoA | = -HSCoA HO OH | 3
- -
OH OH

4 2" 4 B'tetraidroxichalcona

Figura 16 — Conversao de p-coumarato em uma chalcona.
Fonte: Adaptado de LIU et al. (2007)

OH O OH O
chalcona iso_ﬂavﬂna
| isomerase sintase
HO OH | = HO 0 | -3
-
= OH OH

4 2' 4' 6" tetraidroxichalcona flavanona

genisteina

Figura 17 - Conversao da chalcona em uma isoflavona.
Fonte: Adaptado de LIU et al. (2007)

2.2.2 Propriedades Quimicas

Entre as variadas propriedades quimicas das isoflavonas, a solubilidade, a
acidez, a capacidade antioxidante e o perfil das substituicdes eletrofilicas
nos anéis benzénicos se mostram interessantes. Tal importancia esta
relacionada as andlises de caracterizacdo e indiretamente as suas

propriedades nutracéuticas.
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2.2.2.1 Solubilidade

Ao se tratar da solubilidade, verifica-se que solventes polares como agua e
etanol facilmente realizam ligacdes de hidrogénio com as hidroxilas dos
acuUcares dos glicosideos de isoflavonas, tornando-os sollveis. As agliconas
fenodlicas, por sua vez, sdo sollveis em solventes de média polaridade como
o éter etilico e parcialmente soliveis em solventes de alta polaridade como
a agua (EVANS, 1996 apud YANO, 2006).

Isoflavonas isoprénicas ou metoxiladas tendem a apresentar menor
polaridade, podendo se solubilizar em solventes menos polares que o éter

etilico.

2.2.2.2 Acidez

A acidez de isoflavonas aumenta com a presenca de hidroxilas fendlicas em
sua estrutura. Segundo Morrison e Boyd (1992), os fendis sdo compostos
relativamente acidos, capazes de formar anions fenolato espontaneamente.
Além disso, os compostos fendlicos apresentam pK, baixo o suficiente para

reagir com bases inorganicas formando anions fenolato.

Analises de Cromatografia de Camada Delgada (CCD) e de CLAE geralmente
sao realizadas com fases moveis formadas em parte por acidos. Seu
emprego tem como principio minimizar a presenga dos anions fenolato de
isoflavonas, tornando as manchas e os picos de CCD e de CLAE,

respectivamente, menos largos e, com isso, favorecendo sua separagao.

2.2.2.3 Perfil das reacoes de substituicdo eletrofilica

Como observado no item 2.2, as isoflavonas apresentam dois anéis
benzénicos: A e B. Além disso, a biossintese de isoflavonas comuns gera
esqueletos com hidroxilas no anel A (carbonos 5 e 7) e no anel B (carbono
4"y e servem como base para as isoflavonas terpénicas, metoxiladas,

metilenodioxi, entre outras.

Segundo Morrison e Boyd (1992), cada hidroxila fendlica é capaz de
favorecer cineticamente as reacOes de substituicdo eletrofilica nas posicoes
orto e para do anel (ativacao orto-para). Esse efeito ocorre, pois um dos
pares de elétrons nao-ligantes do oxigénio fendlico é usado para formar
uma ligacdo n com o carbono adjacente, forcando os elétrons = vizinhos

entrarem em ressonancia e, em meédia, apresentarem alta densidade de
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carga negativa nas posicoes citadas. Como conseqliéncia, os carbonos com
alta densidade de carga negativa sao mais propensos a reagir com 0s

eletrofilos disponiveis (Figura 18).
@H *OH ‘o" (‘:DH OH
{"\

(a) -1—h-{; - :[) -~ T

Figura 18 — a) Representacao da ativacao o-p de um anel aromatico
por um grupo hidroxila. b) Hibrido de ressonancia do fenol
representando a densidade de carga negativa nas posicoes o-p.
Fonte: MORRISON e BOYD (2005) (Adaptado)

2.2.2.4 Atividade antioxidante

A capacidade antioxidante das isoflavonas é vinculada a presenca de
hidroxilas em sua estrutura quimica. Corroborando com tal afirmacao, NAIM
et al. (1976) apud BARBOSA et al. (2006) reportaram que a capacidade
antioxidante das isoflavonas decresce com a glicosilagao ou a substituicao
do grupo hidroxila pelo grupo metoxila.

Segundo COOK et al. (1996) apud BARBOSA et al. (2006), as isoflavonas
podem inibir a peroxidacao lipidica in vitro por acdo de seqlestro de
radicais livres ou por atuar como agentes quelantes de metais.

Além disso, as isoflavonas o- ou p-diidroxiladas podem atuar de forma
similar aos fenodis diidroxilados correspondentes, formando derivados de

quinonas apos uma oxirreducdo (atividade antioxidante) (Figura 19).

oy _o
Q g ) e
+ H o+ 2
* b | -
gfﬂ s

Figura 19 - Representacao da capacidade antioxidante de
compostos fendlicos o-diidroxilados.
Fonte: ARAUJO (2011) (Adaptado)
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2.2.3 Técnicas de Quantificacao

As isoflavonas sdo analisadas e quantificadas através do emprego de
técnicas como a CLAE (WANG et al., 2002 apud CESAR et al., 2007).

O preparo das amostras é geralmente realizado através da secagem,
pulverizagao, remocao do material de baixa polaridade e extragao das
isoflavonas, processo este que leva em conta a alta polaridade dos

glicosideos majoritarios.

Avila et al. (2007) realizaram a moagem de sementes de soja em moinho
de facas a 17000 rpm por 60 segundos. A extracao dos constituintes de
baixa polaridade foi realizada com hexano, com agitagao constante por 24
horas, a temperatura ambiente. A extracdo das isoflavonas foi realizada
com etanol:dgua (70:30) e acido acético 0,1% (v/v) por uma hora com
agitacao a cada 15 minutos. Por fim, a mistura foi centrifugada e o

sobrenadante coletado para analise.

Genovese et al. (2006), para extrair as isoflavonas de suplementos
nutricionais, pulverizou as amostras em gral e realizou a extracdao com
agitacdo mecdanica por duas horas a 40°C com metanol 80% (v/v). Os
extratos foram filtrados utilizando-se papel de filtro Whatman n© 6 para
baldo volumétrico, onde tiveram seu volume completado com agua
destilada para 250 mL, para posterior aplicacdo em colunas de extracdo em
fase sdlida de poliamida. Apds a passagem das amostras, as colunas foram
lavadas com 20 mL de agua destilada e a eluicdo das isoflavonas foi feita
com 50 mL de metanol:amoénia (99,5:0,5). Os eluatos foram submetidos a

rotaevaporacao e a amostra final foi dissolvida com metanol grau CLAE.

CARRAO-PANIZZI et al. (1999) empregaram sementes de soja como
matéria-prima de isoflavonas. Tais sementes foram secas em estufa de
circulacdo de ar forcada a 50°C por 3 dias e, em seguida, moidas em
moinho. A extracdo dos materiais de baixa polaridade foi realizada com
hexano durante uma noite. A matéria seca foi entdo extraida por uma noite
com dimetilssulféxido:metanol (1:1) a 50°C. Os extratos liquidos, obtidos
por filtracdo, foram submetidos a centrifugacao a 20,8 g por 15 min a 5°C,

gerando a amostra final.

Por sua vez, a andlise cromatografica das isoflavonas emprega geralmente

fase estacionaria reversa e fase movel polar, proporcionando aos glicosideos
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uma eluicdo mais rapida que as agliconas. A eluicdo da fase movel pode ser
isocratica ou gradiente, tornando possivel a quantificagdo em diferentes
bombas cromatograficas. Tendo em vista a presenca de anéis benzénicos e
o custo menos elevado, os detectores empregados com mais freqliéncia sdo

o de ultravioleta (UV) e o de arranjo de foto diodos (DAD).

Como relatado no item 2.2.2.2, as isoflavonas com hidroxilas fendlicas
podem formar fenolatos. Para evitar tal reacdo, as fases moveis
empregadas geralmente sdo compostas em parte por acidos como o acido
acético ou o acido trifluoroacético. Como conseqiliéncia, as isoflavonas se
mantém com o perfil fendlico, os picos cromatograficos ficam mais estreitos

e a resolugao de separagao se torna maior.

A quantificacdo de isoflavonas realizada por Avila et al. (2007) empregou
coluna de fase reversa ODS Cis e eluicao gradiente (A: metanol com
0,025% de TFA e B: dgua destilada deionizada ultra pura contendo 0,025%
de TFA). A eluicdo comegou com 20% de A e, com gradiente linear, apos 40
minutos seguiu até 100% de A. O fluxo da fase movel foi igual a 1 mL/min

e a detecgao foi realizada por meio de um detector DAD (260 nm).

Por sua vez, César et al. (2007) quantificou isoflavonas em capsulas
comerciais empregando coluna de fase reversa Lichrospher e eluigdo
isocratica com a seguinte fase movel: metanol:dgua 52:48 com acido
acético 0,1% (v/v). Empregou-se um fluxo de 1 mL/min, temperatura igual
a 30°C e deteccao a 254 nm via DAD.

Pereira et al. (2002) quantificaram isoflavonas e equol em amostras de
melago de soja, no plasma e em urina empregando coluna de fase reversa
Hypersil ODS com fluxo da fase moével igual a 0,8 mL/min. Utilizou-se
gradiente linear composto por acido acético em &gua 10:90 (A) e
metanol:acetonitrila:diclorometano (10:5:1) (B). O gradiente iniciou com
5% de B, mantido por 5 min, e passou para 45% de B em 5 min. Em
seguida, a porcentagem de B foi alterada para 70% em 6 min e, por fim,
mantido por 3 min. As isoflavonas foram identificadas a 262 nm e o equol a

280 nm, além do espectro completo de UV, através de um DAD.

Outra peculiaridade das anadlises quantitativas é a hidrdlise ao final do
preparo das amostras, procedimento usado para se conhecer as isoflavonas

presentes na forma de glicosideos quando nao ha padrdes analiticos destes.
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César et al. (2007) realizou o processo hidrolitico da seguinte forma: pesou-
se quantidade do extrato seco ou do pd das capsulas equivalente a 20 mg
de isoflavonas totais e transferiu-se para baldo volumétrico de 100 mL.
Foram adicionados 80 mL de HCI etandlico 3,0 mol/L, mantendo o sistema
em um banho de ultrasom, por 5 minutos, seguido de aquecimento em
banho de vapor, por 40 minutos. Apds resfriamento, completou-se o volume
com o mesmo solvente e filtrou-se. Por fim, a amostra final foi preparada a

partir de uma diluicdo com a propria fase moével.

A Figura 20 evidencia a comparagao dos cromatogramas de 3 amostras de
capsulas de isoflavonas, onde se nota diferentes perfis antes e apds a
hidrélise. Em todas as amostras os picos 1 e/ou 2 desaparecem apods a
reacao de hidrdlise ao mesmo tempo em que a area de um ou mais picos
das agliconas aumenta. Tal comportamento prova que o0s picos 1 e 2
correspondem a glicosideos e que os picos 3, 4 e 5 correspondem a
agliconas. Ao final, a concentracdo total pds-hidrélise de cada aglicona foi
determinada com o emprego de padrdes analiticos correspondentes.

ANTES DA HIDROLISE APOS HIDROLISE

| 13 !3

CAPO2

Intensidade
do sinal

CAPO6

Intensidade
do sinal

CAPO9

Intensidade
do sinal

i e b |

Tempo (min) Tempo (min)
Figura 20 - Cromatogramas antes e apos hidrolise de 3 amostras de
capsulas de isoflavonas comerciais (CAP02, CAP06 e CAP09).
Identificacdo dos picos: 1 e 2 - glicosideos; 3 - daidzeina; 4 -
gliciteina e 5 — genisteina.
Fonte: CESAR et al. (2007) (Adaptado)
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2.2.4 Processamentos e produtos a base de soja

As matérias-primas que contém isoflavonas, como a soja, podem ser
processadas com o objetivo de disponibilizar produtos comerciais variados
como a farinha integral, farinha desengordurada, isolado protéico de soja,
proteina texturizada, suplemento a base de gérmen de soja, tofu, misso,
tempeh, etc. Dependendo do processamento, o teor de isoflavonas pode se

manter inalterado, ser reduzido ou, até mesmo, tender a zero.

Barbosa et al. (2006), apos determinarem o teor total de isoflavonas em
diferentes produtos de soja, perceberam que o suplemento a base de
gérmen de soja € o produto comercial de maior teor (711 + 5 mg/100 g).
Tal caracteristica se justifica devido ao fato das sementes acumularem mais
isoflavonas no gérmen (ANVISA, 2011). Ao retirar o endosperma e a casca,

otimiza-se o processo de extragao.

O teor total de isoflavonas em farinha de soja também foi maior do que nas
sementes, sendo os valores apresentados a seguir: sementes (110 + 2
mg/100 g), farinha de soja integral (191 + 6 mg/100 g) e farinha de soja
desengordurada comercial (200 + 1 mg/100 g) (BARBOSA et al., 2006). O
maior teor nas farinhas é justificado pelo processo de secagem das
sementes, onde o teor de isoflavonas é mantido, porém a massa da matriz
€ reduzida pela perda de agua. Entre as farinhas, a desengordurada
apresenta maior teor, pois sua massa ndo apresenta a matéria lipidica,
extraida com solventes de baixa polaridade. Como consequéncia, o teor se

torna maior.

Barbosa et al. (2006) ainda analisaram amostras de isolado protéico de soja
(124 + 1 mg/100 g) e de proteina texturizada (95 + 1 mg/100 g). Ao
considerar que as isoflavonas de soja se encontram associadas as proteinas
(PIMENTEL et al., 2005), torna-se claro a proximidade entre os valores nas
amostras de sementes de soja e de isolado protéico. Somado a isso, vale
salientar que os isolados protéicos de soja podem ser produzidos a partir da
farinha de soja desengordurada (LUI et al., 2003), possibilitando uma maior
extracdao de proteinas, e de isoflavonas, para uma mesma massa de
matéria-prima. Por outro lado, como a proteina texturizada corresponde a
um extrato protéico ndo puro, o teor de isoflavonas tende a ser menor,

como evidenciado pelos resultados de Barbosa et al. (2006).
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LUI et al. (2003) produziu isolados protéicos de soja submetendo farinha de
soja desengordurada a uma extracdao a quente (55°C) em pH 9,0. Os
residuos centrifugados foram descartados e a suspensao foi acidificada (pH
4,5). Por fim, o precipitado formado foi centrifugado e liofilizado, tornando-
se o isolado protéico de soja. A proteina texturizada de soja ou extrato
protéico foi obtida de duas formas: a) precipitacao acida e b) precipitacao
alcodlica. De modo geral, porcdes de farinha de soja desengordurada foram
acondicionadas em meio acido ou em meio hidroalcodlico sob agitacdo a
temperatura ambiente. O precipitado formado foi centrifugado e liofilizado
junto ao residuo da matriz, formando a proteina texturizada (LUI et al.,
2003).

GOES-FAVONI et al. (2004) analisaram alguns produtos comerciais & base
de soja com relacao ao teor de isoflavonas. Os referidos autores também
observaram que farinhas de soja desengorduradas (168 mg/100 g)
apresentam maiores teores de isoflavonas do que farinhas de soja integrais
(96 e 138 mg/100 g). Somado a isso, compararam esses produtos com
farinhas de soja torradas (65 e 78 mg/100 g) e verificaram que a torra
reduz significativamente o teor de isoflavonas, provavelmente através de
sua degradacao térmica. Outro comportamento interessante é a distribuigao
dos tipos de isoflavonas, sendo majoritaria a presenca de glicosideos

conjugados, seguida dos glicosideos comuns e, por fim, das agliconas.

As amostras de proteina texturizada de soja também apresentaram uma
variacdo consideravel, entre 68 a 112 mg/100 g. Entretanto, o teor de
glicosideos conjugados nem sempre foi maior do que o de glicosideos
comuns, indicando possivelmente influéncia do processamento acido,
responsavel por hidrolisar parte dos glicosideos conjugados com grupos
malonila ou acetila. Como o teor de agliconas se manteve relativamente
baixo (4,6 a 8,2 mg/100 g), descarta-se sua formacao a partir da hidrélise

acida da ligacao entre o acgucar e a isoflavona.

Por sua vez, ROSSI et al. (2004) elaboraram um iogurte a base de soja e,
interessados na influéncia do processamento, quantificaram as isoflavonas
em cada etapa de fabricagcdo. A matéria-prima apresentou teor igual a
66,60 + 3,30 mg/100 g. Apdés o descascamento das sementes, o teor de

isoflavonas manteve-se estatisticamente inalterado. Em seguida, as
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sementes descascadas foram cozidas e a agua de cozimento descartada. O
teor de isoflavonas na pasta pds-cozimento foi igual a 44,08 + 1,38 mg/100
g, identificando uma perda devido a solubilizacao de parte dos glicosideos
na agua. O passo seguinte foi a formacdo do leite de soja através da
extracao do conteudo protéico em meio de NaHCOs, aromatizantes, dgua e
acgucar. A diluicdo da pasta cozida gerou uma reducdo significativa no teor
de isoflavonas, passando a 7,05 + 0,73 mg/100 g. Por fim, o ultimo fator de
reducdo foi a diluicdo do meio necessario a fermentacdo do leite de soja,
tornando a concentragao igual a 5,10 + 0,22 mg/100g, valor que

estatisticamente nao foi alterado até a formagao do iogurte de soja.

Assim, o trabalho de ROSSI et al. (2004) deixa claro que, dependendo das
etapas de processamento, o teor de isoflavonas pode reduzir
sistematicamente. O iogurte de soja, por exemplo, apresentou teor de

isoflavonas 12,7 vezes menor que a matéria-prima correspondente.

O 6leo de soja é um produto que nao contém isoflavonas, apesar de ser
derivado de uma matéria-prima rica em tais substancias. De acordo com
EMBRAPA (2011), sua produgdo inicia com a pré-limpeza, passando pela
moagem e, na sequéncia, pelo cozimento a vapor. Esta etapa nao dilui
sistematicamente o teor de isoflavonas e nao as perde por extragao em
agua. Apos o cozimento, as sementes sdo laminadas e submetidas a
extracdo com hexano para a obtencdo do 6leo. Como o hexano é um
solvente de baixa polaridade, ndo se mostra util a extragao de isoflavonas,
mantendo-as na pasta de sementes de soja. A fase hexanica dard origem
ao 6leo de soja apds a destilacdo e ao processo de degomagem, enquanto
gue a pasta de sementes de soja, rica em isoflavonas, é direcionada a

producao de, por exemplo, farelo de soja.

Como ultimo exemplo de produto, cita-se o molho de soja. Segundo
NAKAMURA et al. (2000) apud ROSSI et al. (2004), o molho de soja
apresenta baixos teores de isoflavonas. Ao considerar seu processo de
fabricacao, nota-se que as etapas de fermentacao e descarte da pasta de
soja pds-prensagem sao responsaveis pela diluicdo do meio e pela perda de
parte das isoflavonas, respectivamente.

Assim, apds avaliar os comportamentos supracitados, percebe-se que o

processamento de matérias-primas ricas em isoflavonas deve levar em
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conta 3 caracteristicas principais para evitar sua perda: a) emprego de
solventes inadequados a sua extracdo ou que extraiam as isoflavonas para
o material de descarte; b) diluicio da matéria-prima e c) aguecimento

intenso.

2.2.5 Absorgao e eliminagao

Segundo Esteves e Monteiro (2001), ha uma consideravel variabilidade na
eficiéncia digestiva das isoflavonas. Somente as agliconas ou seus derivados
metabdlicos sdo absorvidos pela barreira epitelial do intestino, processo que
ocorre passivamente via micelas. Os glicosideos, por sua vez, devem ser

hidrolisados pela microbiota intestinal para, entdo, serem absorvidos.

As enzimas que catalisam a hidrélise dos glicosideos s3ao denominadas
glicosidases (PIMENTEL et al., 2005).

Uma vez que os glicosideos sdao hidrolisados, cerca de um terco das
agliconas sao absorvidas em sua forma original. A quantidade restante é
metabolizada por bactérias e, entao, absorvida. A daidzeina, por exemplo, é
convertida parcialmente no metabdlito denominado equol (Figura 21)
(NACHTIGALL et al., 2001 apud CLAPAUCH et al., 2002).
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Figura 21 - Estrutura quimica do equol.
Fonte: WU et al. (2003)
Apdés a absorcdo, as agliconas sao incorporadas nos quilomicrons,
responsaveis por transporta-las ao sistema linfatico e, na sequéncia, ao

sistema circulatoério.

Os quilomicrons distribuem as isoflavonas em todos os tecidos extra-
hepaticos, onde irdo exercer seus efeitos metabdlicos. Na sequéncia, a
retomada das isoflavonas do sangue é realizada por quilomicrons
remanescentes, responsaveis por direciona-las ao figado (ESTEVES e
MONTEIRO, 2001).

Quando o figado libera as isoflavonas na bile, parte é reabsorvida pela

circulacdo entero-hepatica e parte é excretada nas fezes (ANDERSON e
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GARNER, 1997 apud ESTEVES e MONTEIRO, 2001). Salienta-se que a
eliminacdo urinaria também é representativa, correspondendo entre 10 a
30% do teor de isoflavonas consumidas (SETCHELL apud ESTEVES e
MONTEIRO, 2001).

2.2.6 Biodisponibilidade

Segundo Pimentel et al. (2005), o fator determinante na eficacia das
isoflavonas no organismo € sua biodisponibilidade, isto é, seu acesso ao
campo de agao no organismo. Como observado no item 2.2.5, somente as
agliconas das isoflavonas sdo absorvidas pelo organismo, portanto sua

biodisponibilidade depende de uma microbiota intestinal saudavel.

Pereira et al. (2002) verificaram que a genisteina e genistina sdo menos
biodisponiveis que a daidzeina e daidzina, pois, independente do teor dos
compostos citados na racdo, as concentracdes de daidzeina e daidzina
foram mais elevadas no plasma e na urina dos coelhos. Uma provavel
justificativa pode ser encontrada no trabalho de Xu et al. (1995) apud
Pereira et al. (2002), onde verificou-se que a daidzeina é mais resistente ao

metabolismo bacteriano da microbiota intestinal de seres humanos.

A Dbiodisponibilidade das isoflavonas pode depender também de sua
interacdo com outros componentes da dieta. Estudos compararam a
excregao urinaria de isoflavonas em mulheres alimentadas com diversos
tipos de produtos derivados da soja, como tofu, tempeh e grdaos de soja.
Observou-se que as taxas de isoflavonas na urina eram similares embora os
alimentos tivessem composicdes quimicas diferentes. Por outro lado,
pesquisas envolvendo homens que ingeriram tempeh ou graos de soja
mostraram que as isoflavonas do tempeh tiveram absorcdo duas vezes
maior quando comparadas as isoflavonas do grao. Neste caso, foi proposto
que a diferenca de teores se deveu a maior incidéncia de agliconas no
produto fermentado, no caso, o tempeh (PIMENTEL et al., 2005). Pascual-
Teresa (2006) endossa tal justificativa ao afirmar que processos
fermentativos com enzimas glicosidases podem resultar no aumento dos

niveis de agliconas oriundas de alimentos comerciais a base de soja.

Outro fator vinculado a biodisponibilidade de isoflavonas é a possivel

necessidade de vincular-se a outras substancias presentes nas matérias-
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primas alimenticias. Por exemplo, o estudo desenvolvido por Pereira et al.
(2002) obteve maiores concentracbes plasmaticas de isoflavonas em
consumidores de racao comercial a base de soja do que em consumidores

de racao experimental enriquecida com isoflavonas purificadas.

A administragao de antibidticos também pode dificultar o metabolismo de
isoflavonas pela microbiota intestinal ou, em casos extremos, impedir sua
ocorréncia (PIMENTEL et al., 2005).

Por fim, fatores como o tipo de dieta, a sensibilidade individual, o perfil
genético, a fase da vida e o processamento industrial também sdo
responsaveis por alteracdes na biodisponibilidade de isoflavonas (ANVISA,
2011).

2.2.7 Atividades nutracéuticas

A aquisicao de conhecimentos decorrentes das pesquisas com isoflavonas
tem revelado grande potencialidade no auxilio a prevengdo e tratamento de
doengas croOnicas, tais como alguns tipos de cancer (mama, préstata e
colon), doencas cardiovasculares, diabetes, osteoporose e problemas
vasomotores, que ocorrem ou se intensificam principalmente na fase da
menopausa e pos-menopausa das mulheres. Como consequéncia, tem-se
observado uma maior procura por alimentos a base de soja, bem como
suplementos contendo extratos secos de isoflavonas (ESTEVES e
MONTEIRO, 2001).

Ao considerar o conjunto de beneficios supracitados, procurou-se descrever
no presente trabalho como as isoflavonas auxiliam a prevengdao das doencgas

a seguir.

2.2.7.1 Atividade fitoestrogena

O hipoestrogenismo ocorre naturalmente em mulheres em periodo de
menopausa e pode ser responsavel por distirbios como sintomas
vasomotores, doencas cardiovasculares, osteoporose, alteracdes
urogenitais, distlrbios cognitivos, ondas de calor (fogachos), insobnia,
transpiracao intensa, dor de cabeca e depressao. Como forma de minimizar
os efeitos negativos do hipoestrogenismo, tornou-se bastante difundido nas

Ultimas décadas o uso de estréogenos e progestdgenos (FERREIRA et al.,

24



1999 apud WOLFF et al., 2006). Entretanto, a presente pratica pode
ocasionar efeitos adversos como mastalgias (dor nos seios), sangramentos
uterinos irregulares e aumento do risco relativo para neoplasias de mama
(COLDITZ et al., 1998 apud WOLFF et al., 2006). Como conseqliéncia,
observa-se certo receio ao tratamento hormonal em parte das mulheres e a
busca por terapias alternativas como o uso de fitoestrégenos (WOLFF, L. P.
G. et al., 2006).

As isoflavonas genisteina e daidzeina sao consideradas moduladores
seletivos dos receptores estrogénicos, possuindo, como se pode presumir,
afinidade com os receptores de estrogénio. Tal caracteristica é conseqliéncia
da similaridade estrutural do esqueleto das referidas isoflavonas com o
horménio feminino 17-B-estradiol (Figura 22) (MORAES et al., 2009).
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Figura 22 - Comparacao estrutural entre o hormonio feminino (a)
17-B-estradiol e as isoflavonas (b) genisteina e (c) daidzeina.
Fonte: MORAES et al. (2009)

Estudos mostram que a atividade estrogénica de isoflavonas é menor que a
atividade do hormodnio 17-B-estradiol, entretanto, consumidores regulares
de alimentos como a soja podem manter em seu organismo concentragdes
até mil vezes maiores de isoflavonas comparadas a do 17-p-estradiol. Tal
condicdo ¢é suficiente para a existéncia do efeito fisiolégico hormonal

(MORAES et al., 2009).

Além disso, as isoflavonas podem bloquear os receptores estrogénicos do
tecido uterino e mamario quando os niveis de hormoénios estrogénios sdo
muito altos, como no caso das mulheres em idade pré-menopausa. Tal
comportamento € denominado atividade antiestrogénica (MORAES et al.,
2009).

Ao considerar os distUrbios vasomotores, as isoflavonas podem agir nos
centros termorreguladores do hipotalamo, atenuando os sintomas negativos
(HAN et al., 2002).
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Pimentel et al. (2005) relatam alguns estudos realizados com mulheres pds-
menopausa para avaliar os efeitos das isoflavonas sobre as ondas de calor e
na citologia vaginal. Como resultado, observou-se que o consumo de uma
dieta rica em isoflavonas por 12 semanas reduziu os fogachos em 54% e os

problemas de ressecamento vaginal em 60%.

Nahas et al. (2003) realizaram um estudo clinico similar com 50 mulheres
em menopausa, divididas em dois grupos de 25 mulheres, sendo um grupo
tratado com isoflavonas (4 cépsulas/dia de 500 mg de gérmen de soja,
divididas em duas tomadas, durante seis meses) e outro com placebo. Ao
final do estudo, observou-se desaparecimento completo dos fogachos em
44% das usuarias de isoflavona, melhora parcial em 36% e nenhuma
alteragao em 20% das mulheres, evidenciando a potencialidade das

isoflavonas.

2.2.7.2 Redugéo da incidéncia de doencas cardiovasculares

Segundo Bonduki et al. (2001), no estado do hipoestrogenismo é comum a
alteracdo do metabolismo de lipoproteinas e alteracdes na pressao arterial,
aumentando o risco de doencas cardiovasculares como o infarto,
aterosclerose e o derrame cerebral. A principal causa dessas enfermidades
€ a obstrucao do fluxo de sangue nos vasos sangliineos devido a formacdao
de placas de gordura que, a medida que aumentam seu volume, dificultam
o fluxo sanguineo, podendo chegar a obstrui-lo completamente. Um dos
principais fatores que contribuem para a ocorréncia destas enfermidades é o
nivel elevado de colesterol no sangue, um dos principais constituintes das
placas de ateroma (placas de gorduras formadas nas artérias) (GRUNDY,
1983 apud WOLFF et al., 2006).

De modo geral, o colesterol é transportado através da corrente sanguinea
pelas lipoproteinas. As lipoproteinas de baixa densidade (LDL) transportam
o colesterol para as células dos tecidos extraepaticos (inclusive paredes
arteriais). Por sua vez, as lipoproteinas de alta densidade (HDL)
transportam o colesterol das artérias para o figado, onde é metabolizado.

Em 1999, a Food and Drug Administration (FDA) formalizou a atividade
funcional de produtos como a proteina de soja. Estimativas revelam que a
ingestao diaria de 25g de proteina de soja, como parte de uma dieta com

baixo teor de gordura saturada e colesterol, pode reduzir os niveis das LDL
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em aproximadamente 10%, contribuindo com a reducdao da incidéncia de
doencas cardiovasculares. Tal caracteristica é relacionada a presenca de

isoflavonas nos extratos de proteinas de soja (MORAES et al., 2009).

Isoflavonas como a genisteina apresentam comportamento similar ao
estradiol, ligando-se aos receptores de estrogénio, e assim contribuindo na
regulacdao do metabolismo das lipoproteinas (POTTER et al., (1998) apud
ESTEVES e MONTEIRO, 2001).

Bonilla (2004) relata, ainda, que as isoflavonas podem reduzir a incidéncia
de doencas cardiovasculares através da inibicdo do fator ativador de
plaquetas, da inibicao da formacao de trombina e de sua atividade
antioxidante (inibicdo da formacao de radicais livres, peréxido de hidrogénio
e anions superoéxidos). Potter et al. (1998) apud Esteves e Monteiro (2001)
complementam tais potencialidades ao afirmar que as isoflavonas poderiam
agir bloqueando a proliferacdo de células musculares lisas nas paredes das

artérias.

Estudos sobre a elasticidade dos vasos sanguineos foram realizados por
Nestel et al. (1997) apud Esteves e Monteiro (2001), onde se pdde observar
um significativo aumento da elasticidade em mulheres em menopausa cujo
tempo de exposicdo as isoflavonas foi semelhante as convencionais terapias

de reposicao hormonal.

Por fim, salienta-se que a literatura se mostra cautelosa quando o consumo
de isoflavonas é realizado em uma dieta pobre em gorduras saturadas e em
colesterol, pois os beneficios poderiam ser originados por ambas as causas,
dificultando a quantificacdo da influéncia especifica das isoflavonas (HUFF et
al., (1977) apud ESTEVES e MONTEIRO, 2001).

2.2.7.3 Redugéao da incidéncia da osteoporose

A osteoporose € uma enfermidade cronica que ocorre quando a taxa de
degradacdo 6ssea dos osteoclastos excede & sua formacdo. E considerada
um problema de preocupagao mundial e atinge principalmente mulheres em
idade pds-menopausa. Estima-se que 33% das mulheres brancas com mais
de 65 anos sofram de osteoporose e que as fraturas correspondentes
possam levar a perda da independéncia, invalidez e até a morte (MORAES
et al., 2009).
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A perda da massa 6ssea nas mulheres ocorre mais rapidamente nos 10
primeiros anos apdés o fim dos ciclos menstruais ou da retirada cirurgica dos
ovarios. A deficiéncia hormonal causa um desbalanceamento entre a
reabsorcdao e a formagdo Ossea, acelerando a perda de massa (MORAES et
al., 2009).

Segundo estudos epidemioldgicos, a incidéncia de osteoporose pods-
menopausa é menor na Asia quando comparada aos paises ocidentais,
sendo o consumo de produtos de soja, ricos em isoflavonas, pelas mulheres
asiaticas um dos fatores principais (POTTER et al., 1998 apud ESTEVES e
MONTEIRO, 2001).

Corroborando com os dados supracitados, estudos com animais tém
mostrado que extratos enriquecidos com isoflavonas levam ao aumento da
massa 6ssea (ANDERSON et al., 1997 apud ESTEVES e MONTEIRO, 2001).

POTTER et al. (1998), observou um aumento significativo na densidade
0ssea em individuos tratados por um periodo de 6 meses com preparacoes
a base de soja enriquecidas com isoflavonas. Outro estudo realizado com 66
mulheres, durante 6 meses, mostrou que uma dieta com 90 mg de
isoflavonas aumentou significativamente a densidade mineral o6ssea da
regiao lombar quando comparada ao grupo controle e ao grupo que

consumia 56 gramas de isoflavonas (PIMENTEL et al., 2005).

Um dos possiveis mecanismos de acao das isoflavonas contra a osteoporose
sugere que os osteoblastos e os osteoclastos sao as células alvo para a agao
da genisteina e da daidzeina. Estudos em cultura de células semelhantes a
osteoblastos sugerem que a genisteina combina com receptores de
estrégenos e auxilia na fixacdo de calcio pelo mesmo mecanismo que o
hormonio endégeno (ESTEVES e MONTEIRO, 2001).

Ainda assim, segundo MORAES et al., (2009), estudos complementares
devem ser realizados para definir de forma conclusiva a necessidade das

proteinas de soja junto as isoflavonas na reducao da osteoporose.

2.2.8 Legislagao
Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2011), dado o

perfil de uso e indicacOes terapéuticas, as isoflavonas sdo consideradas

medicamentos, com obrigatoriedade de registro e regulamentadas pela
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legislacao brasileira de medicamentos fitoterdpicos: Resolugdo RDC n° 48,

de 16 de marco de 2004, disponibilizada no Anexo 1.

Produtos alimenticios que naturalmente contém isoflavonas, como os
derivados de soja ndo devem apresentar alegagdbes medicamentosas e/ou
terapéuticas que facam alusao a prevengao, tratamento e cura de doencas.
Tais alegacOes sé sao permitidas apds avaliacdo e aprovacao da ANVISA por
meio do Regulamento Técnico que Estabelece as Diretrizes Basicas para
Andlise e Comprovacao de Propriedades Funcionais e/ou de Saude Alegadas
em Rotulagem de Alimentos, Resolugcdao n°® 18, de 30 de abril de 1999,

disponibilizada no Anexo 2.

Além disso, ndao sao permitidas as designacdes "suplemento alimentar",
"suplemento nutricional”, "complemento alimentar" ou "complemento
nutricional". Como consequéncia, todos os “suplementos alimentares a base
de isoflavonas” comercializados no Brasil nao sao devidamente

regulamentados.

Ainda segundo a ANVISA (2011), as evidéncias cientificas existentes até o
momento sobre os efeitos das isoflavonas permitem reconhecer como certo
0 uso para o alivio das ondas de calor associadas a menopausa ("fogachos")
e como meio auxiliar na reducdo dos niveis de colesterol, desde que
prescrito por profissional habilitado, tendo em vista que a quantidade e o
periodo de utilizacdo estdao diretamente relacionados com a condicao de
saude do individuo e as restricdes aos grupos populacionais especificos. As
demais atividades nutracéuticas (reducdo da incidéncia de cancer,
osteoporose, reposicao hormonal, reducao do risco de doencgas
cardiovasculares, etc.) ainda nao apresentam um conjunto de estudos

suficiente para justificar sua regulamentacao.
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3. CONCLUSOES

A elaboracdo da revisao bibliografica permitiu uma visdao ampla sobre as
caracteristicas das isoflavonas, bem como sua relagdo com algumas de suas

atividades nutracéuticas e as exigéncias que a legislagao determina.

De forma mais especifica, poéde-se perceber que: a) o conhecimento da
distribuicdo quimiotaxon6mica permite ao quimico empregar variadas fontes
de isoflavonas em seus trabalhos; b) a compreensao da biossintese auxilia
0 quimico a prever esqueletos classicos quando é necessario caracterizar
isoflavonas; c) o conhecimento das propriedades quimicas mencionadas é
fundamental para entender parte das perdas de isoflavonas durante os
processos industriais, 0 emprego de acidos nas fases moveis das analises de
CLAE e o perfil biossintético voltado as substituicdes eletrofilicas; d) o
emprego frequente de CLAE na quantificacdo de isoflavonas apresenta
caracteristicas peculiares, que exigem estrutura fisica e conhecimentos
analiticos do quimico; e) o entendimento das caracteristicas de absorgao e
eliminacdo de isoflavonas evidencia que seu consumo frequente ndo é o
unico fator associado a eficacia das atividades nutracéuticas; f) parte das
atividades nutracéuticas estd associada a atividade estrogénica das
isoflavonas, gracas a sua similaridade estrutural; g) o conhecimento da
legislacdo correspondente é fundamental para a rotulacdo e comércio de
produtos alimenticios a base de soja e para os extratos de isoflavonas,
estes considerados medicamentos fitoterapicos e h) o conjunto de

informacgdes enriqueceu a formagdo no contexto da Quimica Bio-orgénica.

Além disso, poOde-se verificar que o conteudo da presente monografia
possibilita futuros trabalhos enfocando caracteristicas especificas das
isoflavonas, tais como o estudo do processamento de mais produtos
comerciais a base de soja e/ou das atividades nutracéuticas relacionadas as

isoflavonas.

Por fim, é importante ressaltar que o conhecimento descrito contribuiu para
a complementacao da formagao académica classica, tendo como base o
conteldo de disciplinas como Quimica Bio-orgénica, Quimica Organica

Fundamental, Quimica Orgéanica e Quimica Analitica Instrumental II.
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5. ANEXOS

ANEXO 1 - RESOLUGAO N° 48 DE 16 DE MARCO DE 2004 - ANVISA

DispOe sobre o registro de medicamentos fitoterapicos.

REGULAMENTO TECNICO PARA  MEDICAMENTOS  FITOTERAPICOS
ABRANGENCIA

Este regulamento abrange medicamentos cujos principios ativos sao
exclusivamente derivados de drogas vegetais. Nao é objeto de registro ou
cadastro planta medicinal ou suas partes, apds processos de coleta,
estabilizacdo e secagem, podendo ser integra, rasurada, triturada ou
pulverizada.

DefinicOes:
- Droga vegetal - planta medicinal ou suas partes, apds processos de coleta,

estabilizacdao e secagem, podendo ser integra, rasurada, triturada ou
pulverizada.

- Derivado de droga vegetal - produtos de extracdao da matéria prima
vegetal: extrato, tintura, 6leo, cera, exsudato, suco, e outros.

- Fitoterdpico - medicamento obtido empregando-se exclusivamente
matérias-primas ativas vegetais. E caracterizado pelo conhecimento da
eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e
constancia de sua qualidade. Sua eficacia e seguranca é validada através de
levantamentos  etnofarmacoldégicos de  utilizacdo, = documentacdes
tecnocientificas em publicacdes ou ensaios clinicos fase 3. Ndo se considera
medicamento fitoterapico aquele que, na sua composicao, inclua
substéncias ativas isoladas, de qualquer origem, nem as associacdes destas
com extratos vegetais.

- Formula Fitoterapica - Relacdo quantitativa de todos os componentes de
um medicamento fitoterapico.

- Formula Mestra ou Férmula Padrdao - documento ou grupo de documentos
que especificam as matérias-primas e os materiais de embalagem com as
suas quantidades, juntamente com a descricdo dos procedimentos e
precaucdes necessarias para a producdo de determinada quantidade de
produto terminado. Além disso, fornece instrucdes sobre o processamento,
inclusive sobre os controles em processo.

- Marcador - componente ou classe de compostos quimicos (ex: alcaldides,
flavondides, acidos graxos, etc.) presente na matéria-prima vegetal,
idealmente o préprio principio ativo, e preferencialmente que tenha
correlacdo com o efeito terapéutico, que é utilizado como referéncia no
controle de qualidade da matéria-prima vegetal e dos medicamentos
fitoterapicos.

- Matéria prima vegetal - planta medicinal fresca, droga vegetal ou derivado
de droga vegetal.

- Medicamento - produto farmacéutico, tecnicamente obtido ou elaborado,
com finalidade profilatica, curativa, paliativa ou para fins de diagndsticos;

- Principio ativo de medicamento fitoterdpico - substancia, ou classes
quimicas (ex: alcaldides, flavondides, acidos graxos, etc.), quimicamente
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caracterizada, cuja acao farmacoldgica é conhecida e responsavel, total ou
parcialmente, pelos efeitos terapéuticos do medicamento fitoterapico.

Capitulo I - Medidas Antecedentes ao Registro de Fitoterapicos

1. Notificar a produgdo de lotes-piloto de acordo com o GUIA PARA A
NOTIFICACAO DE LOTES PILOTO DE MEDICAMENTOQOS, exceto para produtos
importados.

Capitulo II - Do Registro

2. No ato do protocolo de pedido de registro o proponente deverd
apresentar relatério contendo as seguintes informagoes técnicas;

a) Dados gerais:

A1l. Bula, modelo de rétulo e embalagem, conforme a legislacdo vigente. A
bula deve informar a parte utilizada da planta, a composicdo do
medicamento, indicando a relagdo real, em peso ou volume, da matéria
prima vegetal usada e a correspondéncia em marcadores €/ ou principios
ativos, quando conhecidos.

A2. Descricdo do derivado desde que figure logo apdés ou abaixo da
nomenclatura botanica (facultativo).

b) Prazo de validade: apresentar resultados do estudo de estabilidade
acelerada de trés lotes-piloto utilizados nos testes, acompanhados dos
estudos de estabilidade de longa duragao em andamento, ou estudos de
estabilidade de longa duracao ja concluidos, todos de acordo com o GUIA
PARA A REALIZACAO DE ESTUDOS DE ESTABILIDADE DE MEDICAMENTOS;

c) Relatdrio completo de producdo:

C1. Forma farmacéutica, descricdo detalhada da féormula completa com a
nomenclatura boténica oficial completa (género, espécie, variedade, autor
do bindmio, familia), mais os excipientes conforme a Denominagdao Comum
Brasileira (DCB), Denominagao Comum Internacional (DCI), ou a
denominacao citada no Chemical Abstract Service (CAS), respeitando esta
ordem de prioridade;

C2. Descricdo da quantidade de cada substdncia expressa no sistema
internacional de unidades (SI) ou unidade padrao indicando sua fungao na
formula;

C3. Tamanhos minimos e maximos dos lotes industriais a serem
produzidos;

C4. Descricao de todas as etapas do processo de produgao contemplando os
equipamentos utilizados;

C5. Metodologia de controle do processo produtivo;

C6. Descrigao dos critérios de identificacdo do lote industrial.
d) Relatorio de controle de qualidade:

D1) Informacgoes referentes a droga vegetal:

d1.1. Relatério descritivo dos métodos de secagem, estabilizacdo (quando
empregada), e conservacgao utilizados, com seus devidos controles, quando
cabivel.
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d1.2. Laudo de identificacdo proprio ou emitido por profissional habilitado,
quando nao existirem especificagdes farmacognosticas que permitam a
confirmacado da identidade boténica.

d1.3. Referéncia bibliografica da Farmacopéia consultada e reconhecida pela
ANVISA, de acordo com a legislacao vigente. No caso de nao se tratarem de
compéndios oficiais reconhecidos pela ANVISA, descricao detalhada de
todas as metodologias utilizadas no controle de qualidade, com métodos
analiticos devidamente validados somente para matéria-prima ativa(s)
vegetal(s) de acordo com o GUIA DE VALIDACAO DE METODOS
ANALITICOS E BIOANALITICOS, indicando a fonte bibliografica ou de
desenvolvimento. Neste Ultimo caso apresentar traducdo quando o idioma
nao for inglés ou espanhol.

D2) Informacgdes referentes ao derivado de droga vegetal:

d2.1. Nomenclatura botanica oficial, a nomenclatura farmacopeica e/ou
tradicional,

d2.2. Parte da planta utilizada,

d2.3. Solventes, excipientes e/ou veiculos utilizados na extracdao do
derivado. Estas informacdes devem vir acompanhadas do laudo de analise
do fornecedor.

d2.4. Testes de autenticidade (caracterizacdo organoléptica, identificacdo
macroscoépica e microscopica);

d2.5. Testes de pureza e integridade, incluindo: cinzas, cinzas insollveis em
acido cloridrico, umidade, pesquisa de matérias estranhas, pesquisa de
contaminantes microbioldgicos e de metais pesados. Em caso de utilizagao
de métodos para eliminacao de contaminantes, descrever o método e a
pesquisa de eventuais alteracdes da matériaprima.

d2.6. Andlise qualitativa e quantitativa dos principios ativos e/ou
marcadores, quando conhecidos, ou classes de compostos quimicos
caracteristicos da espécie.

e) Controle de qualidade do produto acabado:

El. Apresentar a descrigao detalhada de todas as metodologias utilizadas no
controle de qualidade, com os métodos analiticos devidamente validados
para o medicamento, de acordo com o GUIA PARA VALIDACAO DE
METODOS ANALITICOS E BIOANALITICOS, indicando a sua fonte
bibliografica ou de desenvolvimento.

E2. Resultado da prospeccdao (Screening) fitoquimica, ou perfil
cromatografico (Fingerprint) por cromatografia liquida de alta eficiéncia -
CLAE ou cromatografia gasosa - CG, quando cabivel. Apresentar traducdo
guando o idioma nao for inglés ou espanhol;

f) Especificacdes do material de embalagem primaria.

g) Certificado de Boas Praticas de Fabricacao e Controle (BPFC) emitido pela
ANVISA, para a linha de producao na qual o produto classificado como
medicamento fitoterapico sera fabricado, ou ainda, cépia do protocolo de
solicitacdo de inspecao para fins de emissao do certificado de BPFC. Este
protocolo serd valido desde que a linha de producdo pretendida esteja
satisfatoria na ultima inspecao para fins de verificacdo do cumprimento de
BPFC realizada.

39



5. A ANVISA podera, a qualquer momento e a seu critério, exigir provas
adicionais relativas a identidade e qualidade dos componentes, e da
seguranca e da eficdcia de um medicamento, caso ocorram duvidas ou
ocorréncias que déem ensejo a avaliagdes complementares, mesmo apos a
concessao do registro.

h) Todo o material apresentado relativo ao produto, tais como os relatérios
de producdo e controle de qualidade, e as informacgdes contidas em rétulos,
bulas e embalagens, devem estar em idioma portugués, atendendo a
legislacao em vigor. Os documentos oficiais em idioma estrangeiro, usados
para fins de registro, expedidos pelas autoridades sanitarias, deverao ser
acompanhados de tradugao juramentada na forma da lei.

8. A seguranca de uso e a(s) indicacdo(0es) terapéutica(s) deverao ser
validadas através de uma das trés opgdes abaixo:

Capitulo III - DAS MEDIDAS DO POS - REGISTRO

1. As alteragdes de registro devem seguir os procedimentos especificados
na GUIA PARA REALIZACAO DE ALTERACOES E INCLUSOES POS-REGISTRO
DE MEDICAMENTOS FITOTERAPICOS.

2. A ANVISA podera realizar analise de controle, em lotes comercializados,
para fins de monitoracao da qualidade e conformidade do medicamento com
o registrado, em laboratdrios oficiais.

3. Decorrido o prazo de validade declarado para o medicamento, a empresa
deverd protocolar, na forma de complementacdo de informacdes ao
processo, relatério de resultados e avaliacdo final do estudo de estabilidade
de longa duracdo dos trés lotes apresentados na submissao, de acordo com
0 cronograma previamente apresentado, assim como a declaragao do prazo
de validade e cuidados de conservacao definitivos. A falta deste
encaminhamento implicara em infragdo sanitaria.

4. Todas as empresas, no primeiro semestre do ultimo ano do qiingténio
de validade do registro ja concedido, deverao

apresentar a ANVISA, os seguintes documentos para efeito de renovacao:
a) Formulario de peticao devidamente preenchido;

b) Via original do comprovante de recolhimento da taxa de fiscalizagao de
vigildncia sanitaria ou de isencao, quando for o caso;

c) Certificado de Responsabilidade Técnica, atualizado, emitido pelo
Conselho Regional de Farmacia.

d) Apresentar copia de notas fiscais comprovando a comercializacdo do
medicamento em um maximo de 3 (trés) notas por forma farmacéutica.
Poderd ser apresentada uma declaracdo referente as apresentagoes
comerciais ndo comercializadas para as quais a empresa tenha interesse em
manter o registro, desde que pelo menos uma apresentagao daquela forma
farmacéutica tenha sido comercializada. Os Laboratérios Oficiais, quando
ndo houver a producdo do medicamento no referido periodo, deverdo
apresentar a justificativa da nao comercializagao.

e) Certificado de Boas Praticas de Fabricacao e Controle (BPFC) emitido pela
ANVISA, para a linha de producao na qual o produto classificado como
medicamento fitoterdpico sera fabricado, ou ainda, cépia do protocolo de
solicitacao de inspegao para fins de emissao do certificado de BPFC. Este
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protocolo serd valido desde que a linha de producdo pretendida esteja
satisfatéria na dltima inspecdo para fins de verificacdo do cumprimento de
BPFC realizada.

f) Apresentar comprovante de um sistema de farmacovigilancia na empresa
para monitorizacao de falhas terapéuticas e efeitos colaterais indesejaveis,
de acordo com legislacao especifica.

g) A Ultima versdao de bula impressa que acompanha o produto em suas
embalagens comerciais.

h) Apresentar listagem que contemple todas as alteracdes e/ou inclusdes
pds-registro ocorridas durante o ultimo periodo de validade do registro do
produto, acompanhados de cépia do D.O.U., ou na auséncia, copia do(s)
protocolo(s) da(s) peticao(des) correspondente(s).

i) Para produtos importados apresentar os respectivos laudos de trés lotes
importados nos ultimos trés anos do controle de qualidade fisico-quimico,
quimico, microbioldgico e bioldgico, de acordo com a forma farmacéutica,
realizado pelo importador no Brasil.
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ANEXO 2 - RESOLUGAO N° 18 DE 30 DE ABRIL DE 1999 - ANVISA

Art. 19 Aprovar o REGULAMENTO TECNICO QUE ESTABELECE AS
DIRETRIZES BASICAS PARA ANALISE E COMPROVACAO DE PROPRIEDADES
FUNCIONAIS E OU DE SAUDE ALEGADAS EM ROTULAGEM DE ALIMENTOS,
constante do anexo desta Portaria.

Art. 20 O descumprimento aos termos desta Portaria constitui infracao
sanitaria sujeita aos dispositivos da Lei n® 6.437, de 20 de agosto de 1977,
e demais disposicoes aplicaveis.
Art. 39 Esta Portaria entra em vigor na data de sua publicagao, revogando-
se as disposicdes em contrario.

REGULAMENTO TECNICO QUE ESTABELECE AS DIRETRIZES BASICAS PARA
ANALISE E COMPROVACAO DE PROPRIEDADES FUNCIONAIS E OU DE
SAUDE ALEGADAS EM ROTULAGEM DE ALIMENTOS

1. AMBITO DE APLICACAO.

O presente regulamento se aplica as alegacdes de propriedades funcionais e
ou de saude de alimentos e ingredientes para consumo humano, veiculadas
nos rétulos de produtos elaborados, embalados e comercializados prontos
para a oferta ao consumidor.

Este regulamento se aplica sem prejuizo das demais disposicoes das
legislacdes de rotulagem de alimentos.

2. DEFINICAO.
Para efeito deste regulamento, considera-se:

2.1. ALEGACAO DE PROPRIEDADE FUNCIONAL: é aquela relativa ao papel
metabdlico ou fisioldgico que o nutriente ou ndo nutriente tem no
crescimento, desenvolvimento, manutencao e outras fungdes normais do
organismo humano.

2.2. ALEGA(;AO DE PROPRIEDADE DE SAUDE: é aquela que afirma, sugere
ou implica a existéncia de relacdo entre o alimento ou ingrediente com
doenca ou condicdo relacionada a saude.

3. DIRETRIZES PARA U,TILIZACAO DA ALEGACAO DE PROPRIEDADES
FUNCIONAIS E OU DE SAUDE.

3.1. A alegacao de propriedades funcionais e ou de salde é permitida em
carater opcional.

3.2. O alimento ou ingrediente que alegar propriedades funcionais ou de
saude pode, além de fungbes nutricionais basicas, quando se tratar de
nutriente, produzir efeitos metabdlicos e ou fisioldogicos e ou efeitos
benéficos a saude, devendo ser seguro para consumo Sem supervisao
médica.

3.3. Sdo permitidas alegacdes de fungdao e ou conteldo para nutrientes e
nao nutrientes, podendo ser aceitas aquelas que descrevem o papel
fisioldgico do nutriente ou ndo nutriente no crescimento, desenvolvimento e
funcdes normais do organismo, mediante demonstracdo da eficacia. Para os
nutrientes com fungdes plenamente reconhecidas pela comunidade cientifica
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ndo serd necessaria a demonstracao de eficacia ou analise da mesma para
alegacao funcional na rotulagem.

3.4. No caso de uma nova propriedade funcional, ha necessidade de
comprovacao cientifica da alegacdo de propriedades funcionais e ou de
saude e da seguranca de uso, segundo as Diretrizes Basicas para Avaliacdo
de Risco e Segurancga dos Alimentos.

3.5. As alegacgdes podem fazer referéncias a manutengao geral da saude, ao
papel fisiolégico dos nutrientes e ndo nutrientes e a reducdo de risco a
doencas. Ndo sao permitidas alegacbes de saude que facam referéncia a
cura ou prevencao de doengas.

3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.

3.1. FAO/WHO, Codex Alimentarius, CAC/GL 23-1997, Guidelines for the
Use of Nutrition Claims.

3.2. FAO/WHO Codex Alimentarius, ALINORM 97/22, Appendix II.
3.3. FAO/WHO Codex Alimentarius, ALINORM 99/22, Appendix X.

4. gOMPROVACAO DA ALEGACAO DE PROPRIEDADES FUNCIONAIS OU DE
SAUDE.

4.1. A comprovacao da alegacdo de propriedades funcionais e ou de saude
de alimentos e ou de ingredientes, deve ser conduzida com base em:

consumo previsto ou recomendado pelo fabricante;
finalidade, condigdes de uso e valor nutricional, quando for o caso;
evidéncia(s) cientifica(s) descrita(s) no item 4.2..

4.2. Evidéncias cientificas aplicaveis, conforme o caso, a comprovacao da
alegacao de propriedade funcional e ou de saude:

composicdo quimica com caracterizacdo molecular, quando for o caso, e ou
formulagdo do produto; ensaios bioquimicos; ensaios nutricionais e ou
fisioldgicos e ou toxicolégicos em animais de experimentagdo; estudos
epidemioldgicos; ensaios clinicos; evidéncias abrangentes da literatura
cientifica, organismos  internacionais de saude e legislacao
internacionalmente reconhecida sobre as propriedades e caracteristicas do
produto; comprovacao de uso tradicional, observado na populagdo, sem
associacao de danos a saude.

4.3. Informagdes documentadas sobre aprovacdo de uso do alimento ou
ingrediente em outros paises, blocos econémicos, Codex Alimentarius e
outros organismos internacionalmente reconhecidos.

5. DISPOSICOES GERAIS.

Embora ja se conhecam metodologias de avaliagdo de risco para comprovar
a seguranca de alimentos e ingredientes, podem ocorrer situacdes ndao
previstas. Desta forma, a avaliacdo das alegagoes de propriedade funcional
e ou de saude deve ser gerenciada, caso a caso, por uma Comissdo de
Assessoramento Técnicocientifica em Alimentos Funcionais e novos
Alimentos instituida por portaria especifica, com base em conhecimentos
cientificos atuais, levando-se em conta a natureza do material sob exame.
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