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AVALIACAO DA INTERFERENCIA IN VITRO DA QUERCETINA NA DETERM INACAO
DA GLICEMIA PLASMATICA

Karina Cibele Alencar Sampaio®; José Walber Gongalves Castro?; Ana Luiza de Aguiar
Rocha Martin®

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a interferéncia in vitro do flavonoide quercetina no exame
bioquimico de dosagem de glicose no plasma. Tratou-se de uma pesquisa experimental
realizada na Uniledo em Juazeiro do Norte, cujas amostras bioldgicas, plasma fluoretado,
utilizadas para o preparo de um pool e a quercetina foram disponibilizadas pela instituicdo. As
concentracOes trabalhadas foram de 0,2 mg/dL, 0,4 mg/dL e 4,0 mg/dL dosadas em trés
intervalos de tempo (Omin, 30min e 60min) juntamente com seus respectivos controles, pool de
plasma sem quercetina. Todas as determinacfes de glicose foram realizadas em triplicata
através do método glicose oxidase e os dados tabulados e expressos em média + desvio padrédo
(DP), submetidos a analise de variancia, seguindo-se pos teste de Bonferroni, utilizando o
programa GraphPadPrism 7.0. Foi observada uma interferéncia estatistica significante
(p<0,0001) da quercetina nas concentragdes de 0,2 mg/dL e 0,4 mg/dL, reduzindo até 13,99%
e 10,95%, respectivamente, a glicose dosada em relacdo ao controle. Observou-se ainda um
aumento da glicose plasmatica na concentracdo de 4,0 mg/dL. A pesquisa demonstrou
interferéncia in vitro, no entanto esta ndo parece suficientemente relevante do ponto de vista
clinico por néo retirar o paciente de sua condi¢cdo de normalidade, a ndo ser que 0 mesmo se
encontre proximo aos limites de referéncia. O que poderia alterar a conduta terapéutica
causando prejuizo a sua saude.

Palavras-chave: Antioxidante. Flavonoides. Interferéncia Laboratorial. Quercetina. Reacdo de
Trinder.

EVALUATION OF THE IN VITRO INTERFERENCE OF QUERCETIN IN THE
DETERMINATION OF PLASMA GLUCOSE

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the in vitro interference of the flavonoid quercetin
in the biochemical examination of glucose in plasma. It was an experimental research carried
out at Uniledo in Juazeiro do Norte, whose biological samples, fluoride plasma, used to prepare
a pool and quercetin were made available by the institution. The concentrations worked were
0.2 mg/dL, 0.4 mg/dL and 4.0 mg/dL dosed at three time intervals (Omin, 30min and 60min)
along with their respective controls, plasma pool without quercetin. All glucose determinations
were performed in triplicate using the glucose oxidase method and the data were tabulated and
expressed as mean + standard deviation (SD), submitted to analysis of variance, followed by
the Bonferroni post test, using the GraphPadPrism 7.0 program. A significant statistical
interference (p<0.0001) of quercetin was observed at concentrations of 0.2 mg/dL and 0.4
mg/dL, reducing up to 13.99% and 10.95%, respectively, of glucose measured in in relation to
the control. An increase in plasma glucose was also observed at a concentration of 4.0 mg/dL.
The research showed interference in vitro, however this does not seem relevant enough from a
clinical point of view because it does not remove the patient from his/her condition of normality,



unless he/she is close to the reference limits. Which could change the therapeutic approach
causing harm to your health.
Keywords: Antioxidant. Flavonoids. Laboratory Interference. Quercetin. Trinder Reaction.

1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas para fins medicinais teve inicio a partir do empirismo de
civilizagbes antigas e se perpetuou com o passar dos séculos através de registros escritos e pela
tradicdo oral. No Brasil, existe um vasto costume difundido por diferentes maneiras em toda a
sua extensdo territorial de consumo de plantas e seus derivados como alternativa e/ou
complemento do tratamento alopatico. Tais costumes sdo favorecidos pela riqueza da flora
nacional, sendo elencado como o pais de maior diversidade genética vegetal. Um aspecto
negativo dessa apropriacdo do conhecimento popular se da pela crenca equivocada de que ndo
existem efeitos adversos ou prejudiciais no consumo de preparados por conta propria, 0 que
vem provocando discussdes relevantes entre os profissionais da salde e em meio académico
(BARATA, 2005; FRANCA et al., 2008).

Além do cuidado que se deve ter com o tratamento do paciente, considerando sua
administragdo independente e uso indiscriminado de plantas medicinais e seus derivados, é
importante considerar que o contexto laboratorial também ¢é afetado podendo haver
interferéncias in vivo e in vitro que provoquem um aumento ou reducdo dos analitos dosados.
Em cada etapa dos processos laboratoriais (pré-analitica, analitica e pds analitica) protocolos e
boas praticas devem ser seguidos a fim de minimizar erros na emissdo de laudos (ANVISA,
2005; MOTTA, 2009).

Em plantas medicinais e seus derivados, a principal classe de compostos fendlicos
pesquisados séo flavonoides, que consistem em pigmentos naturais exclusivos das plantas e
podem apresentar diversas propriedades protetivas e terapéuticas, com destaque para sua
atividade antioxidante Sao moléculas constituidas por dois anéis aromaticos ligados por um
terceiro anel condensado ao primeiro. A presenca de radicais hidroxilas nos anéis exerce forte
influéncia no potencial antioxidante da molécula (KU et al., 2020; STEVENS et al., 2019).

Dentre os flavonois, a quercetina se destaca por ser amplamente distribuida, sua
estrutura possui propriedades que se alteram conforme sua origem e metabolizagdo. Possui em
sua estrutura varios radicais hidroxilas (OH) o que confere um alto potencial antioxidante por
diferentes mecanismos (como sequestro de radicais de oxigénio e inibicdo da xantina oxidase e
da peroxidacao lipidica) que atuam simultaneamente em velocidades distintas a depender do

contexto molecular em que esteja envolvido. Sua concentragdo nos alimentos é bastante



variavel e geralmente é encontrado na forma gliconada (ligado a um agucar terminal), o tipo de
aclcar ao qual esta ligado influencia diretamente na sua absorcdo e consequentemente sua
biodisponibilidade (BEHLING et al., 2004; ZHENG et al., 2017).

A suplementacdo da quercetina vem sendo utilizada para auxiliar no tratamento
principalmente de doengas cardiovasculares e Diabetes Mellitus tipo Il, mas ainda ndo ha
padronizacdo quanto a dose e frequéncia. Estudos recentes evidenciam que a suplementacao
desse flavonoide pode afetar a biogénese mitocondrial bem como suas vias metabdlicas e
atravessa a barreira hemato-encefalica. Devido a suas propriedades antioxidantes, anti-
inflamatorias, cardio e neuroprotetora, existem estudos em andamento avaliando a
possibilidade de utilizar a suplementacdo de quercetina como medida terapéutica para
tratamento da COVID-19, um ensaio clinico utilizando dois comprimidos de 500mg
administrados diariamente (MARTINS et al., 2020; MATEUS, 2018; VIANNA, 2018;
SAEEDI-BOROUJENI; MAHMOUDIAN-SANI, 2021).

A atividade antioxidante da quercetina favorece a qualidade de vida e bem-estar por
combaterem situacGes indesejaveis como o estresse oxidativo e o envelhecimento celular. No
entanto, substancias antioxidantes podem atuar como interferentes in vitro em dosagens
bioquimicas, especialmente as que utilizam a reacdo de trinder como principio metodologico.
Isto porque trata-se de uma reacgdo de oxidorredugdo em que o produto do analito reage com a
4-aminoantipirina alterando a intensidade da cor do teste proporcionalmente a concentra¢ao do
analito, permitindo a leitura de sua faixa de absorcéao pelo espectrofotémetro (LABTEST, 2011,
WIEWIORKA; DASTYCH; CERMAKOVA, 2017).

Diante do exposto e considerando que o preparo do paciente para 0s exames, COmo 0
tempo de jejum, é algo que foge do controle laboratorial, estudos acerca da potencial
interferéncia da quercetina sdo necessarios, visto que tanto ela quanto seus metabolitos, ao
serem ingeridos, podem provocar alteraces fisiologicas benignas que combatem ou previnem
afeccBes e, do mesmo modo, alterar o estado metab6lico levando a equivocos ao serem
realizadas dosagens laboratoriais. Para isso, deve-se a principio estudar seus efeitos in vitro
para entdo conhecer seu alcance e limitacdes. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar

possivel interferéncia in vitro da quercetina na dosagem de glicemia plasmatica.

2 METODOLOGIA

O estudo se tratou de uma pesquisa experimental realizada no Laboratério

Multidisciplinar do Centro Universitario Doutor Ledo Sampaio (Uniledo) — campus saude,



localizado no municipio de Juazeiro do Norte, Ceara e submetido ao Comité de Etica e Pesquisa
da Uniledo. Foram obtidas nove amostras de plasma fluoretado, cuja concentracdo de glicose
estivesse abaixo do valore de referéncia (<100mg/dL) (SBD, 2022), para o preparo de um pool
de 2mL através do Laboratério Escola da Uniledo — campus Lagoa Seca, no mesmo municipio.

As concentracGes de gquercetina (marca Sigma) adotadas foram calculadas a partir da
dose utilizada para suplementacéo que € 1g/dia e pela biodisponibilidade de aproximadamente
24% (ANDRES et al., 2017; BEHLING et al., 2004; HOLLMAN et al., 1997; KASIKCI;
BAGDATLIOGLU, 2016), sendo assim, foram utilizadas concentragcdes de 0,2 mg/dL (sub
terapéutica), 0,4 mg/dL (terapéutica) e 4 mg/dL (supra terapéutica). Para a execucédo do teste,
foi preparada uma solugédo mée contendo 0,2 g de quercetina, 1 ml de TWEEN-20 e 19 ml de
agua destilada. Desta solucdo utilizou-se respectivamente 4 pL, 8 uL e 80 pL para as
concentragoes.

As dosagens da glicemia foram obtidas utilizando dois aparelhos espectrofotdometros no
filtro de 505nm para a leitura dos controles e do teste, antes e ap6s adicdo das diferentes
concentracdes de quercetina, no tempo zero (logo apds retirada do banho maria) e nos intervalos
de 30min e 60min, todos em triplicata. O controle constituiu-se do pool de plasma preparado,
sem a presenca da quercetina. Para essas dosagens, utilizou-se 2000uL do reagente 1 e 20uL
do reagente padrdo e amostra. A concentracdo da amostra foi obtida por meio da formula
(Teste/Padrdo) x 100 (LABTEST, 2011), sendo que para o calculo dos testes foi utilizado um
padrdo de quercetina para cada concentracdo, preparado na propor¢do 1:1 (20pL do reagente
padrédo, 20uL da solucdo mae de quercetina, em cada concentragdo, e 2000uL do reagente 1).

Os resultados obtidos foram expressos em média + desvio padrdo (DP) e submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) de uma via, seguindo-se pds teste de Bonferroni, utilizando o

programa GraphPadPrism 7.0 para determinar o percentual de interferéncia.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliacdo da glicemia plasmaética, foi observado uma interferéncia significativa (p <
0,0001) em todas as concentracbes avaliadas. As amostras contendo quercetina nas
concentracfes de 0,2mg/dL e 0,4mg/dL, respectivamente, promoveram reducdo maxima de
13,99% e 10,95% da concentracdo de glicose, enquanto as que continham o flavondide na
concentracdo de 4,0mg/dL provocaram um aumento do analito dosado. As interferéncias foram
observadas em todos os intervalos de tempo, com excegéo da quercetina na concentragdo de

0,4mg/dL tempo zero, que ndo apresentou diferenca estatistica significante (Gréafico 1).
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Gréfico 1: Relacéo entre a concentracdo de glicose medida com e sem quercetina nos intervalos
de Omin, 30min e 60min.

801 T pli Il Controle (Tp)
50, ns. 1 Teste (Ty)
l_'li = - Controle (T3g)
E; 40 Teste (T3p)

B Controle (Tgp)
Teste (Tgy)

0,2mg/dL 0,4me/dL 4,0mg/dL
Concentragoes

Os resultados foram expressos como média geométrica e a analise destes foi realizada por ANOVA bidirecional
seguida pelo pés-teste de Bonferroni, usando o software GraphPad Prism 7.0 quando * = p<0,01, ** = p<0,001 e
*Hkk = p<0,0001.

Fonte: Proprio autor

Um estudo comparou as propriedades antioxidantes da quercetina com relacdo a
curcumina, polifenol também antioxidante. O potencial redutor da quercetina se mostrou
superior ao da curcumina em pH fisioldgico através do método voltamétrico. Outras evidéncias
demonstram superioridade antioxidante da quercetina em relagédo a vitamina C, uma vez que o
flavondide apresentou uma CEsg aproximadamente 3 vezes menor que a vitamina avaliada pelo
método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) (MENDES et al., 2021; ZHANG et al., 2011). Isso
mostra que em termos moleculares, a quercetina teria capacidade de exercer atividade
antioxidante, influenciando outras moléculas presentes na reacao de oxidorreducédo (Trinder).

Outro estudo sugere que a atividade antioxidante da quercetina acontece em cascata,
iniciando pela desprotonagdo da molécula seguindo-se de doacBes de elétrons, principal
mecanismo, através de radicais hidroxilas presentes nos anéis (BRETT; GHICA, 2003).

Evidéncias in cito sugerem um efeito protetivo da quercetina ao DNA frente a danos
induzidos por H.O> através do sequestro desse radical. Essa informagéo permite supor que o
efeito hipoglicemiante observado nas concentracfes 0,2mg/dL e 0,4mg/dL testadas podem ter
sido provocados pelo mesmo mecanismo, ja que durante a reacdo de Trinder ha formacao de
peréxido de hidrogénio resultando, proporcionalmente, na formacdo de um composto
cromaforo lido na espectrofotometria (BOOTS et al., 2007).

Por outro lado, ndo é possivel descartar a possiblidade de que a interferéncia provocada

pela quercetina seja pela interagdo com as enzimas presentes no reagente utilizado no estudo,
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glicose oxidase e peroxidase. Ou seja, a atividade antioxidante dos flavonoides na interferéncia
em exames ocorra em virtude da interacdo da molécula com alvos enzimaticos especificos
(PEREZ-VIZCAINO; FRAGA, 2018).

No que se refere a elevacédo de glicose percebida na concentracao teste de 4,0mg/dL de
quercetina, estudos perceberam aumento na determinacdo da glicemia plasmatica em amostras
expostas ao extrato de Lippia sidoides, quando utilizada a maior concentragéo (10 mg/dL)
(SANTOS et al., 2018), no entanto, para este estudo foi utilizada uma substancia isolada. Neste
estudo, uma possibilidade é que o aumento da concentracdo da quercetina (dose supra
terapéutica) tenha induzido a molécula a se auto oxidar, formando radicais croméforos lidos
pela espectrofotometria (VEIKO; LAPSHINA; ZAVODNIK, 2021). Outra possibilidade, é que
em altas concentracdes, a quercetina apresente capacidade pro oxidante, apresentando baixa
solubilidade em meio aquosos e gerando peroxido de hidrogénio através de sua auto oxidacéo,
condigdo influenciada pela temperatura e pH como é visto em outras moléculas antioxidantes
como o acido ascorbico em altas concentracdes (KAUMIERCZAK-BARANSKA et al, 2020;
MAESTRI, 2011; MORE, 2020; PUTCHALA et al., 2013).

Outro estudo observou que quando a quercetina é exposta a uma temperatura de 37°C
por longo tempo (entre Oh e 6h), a intensidade da absorbancia lida, em uma faixa de 368nm, ¢é
reduzida, indicando uma degradacdo da molécula. Esta degradacao por sua vez, seria resultado
de reacdes de oxidacdo, hidroxilagdo e clivagem do anel, o que possivelmente forma espécies
reativas como o peroxido de hidrogénio. Relataram ainda, que quando em pH neutro, proteinas
presentes no plasma, atuam estabilizando a molécula, protegendo-a de sua degradacgéo. Pois a
velocidade de degradacédo é maior nesse pH quando na auséncia das mesmas (WANG; ZHAO,
2016).

Dito isto, é pertinente supor que a auto oxidagdo da quercetina pode ter sido responsavel
pelo aumento da concentracdo de glicose lida pela espectrofotometria, em decorréncia da
producdo de perdxido de hidrogénio. E, para este experimento, o processo descrito foi
influenciado pelo aumento da concentragdo, dado que a exposicao a temperatura de 37°C foi
por um curto periodo de apenas dez minutos e que o pool utilizado ndo foi submetido a lavagens,
preservando suas proteinas plasmaticas.

A atividade pro oxidante da quercetina é de interesse académico tanto quanto sua
atividade antioxidante, visto que algumas pesquisas abordam esse mecanismo para fins
terapéuticos. A acdo oxidante da quercetina parece ser favordvel para o tratamento contra
células tumorais cuja apoptose esta comprometida. A auto oxidacdo e a indugdo do processo

oxidativo de outras moléculas celulares resultariam a formacéo de espécies reativas de oxigénio
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(EROS) (MATEUS, 2017). Embora sejam necessarios mais estudos, o aumento da glicose
dosada na concentracdo de 4,0 mg/dL de quercetina, possivelmente evidencia o efeito pré
oxidante da molécula in vitro chamando atencdo para interferéncias laboratoriais e sua
repercussao consequente na terapéutica de um paciente, submetido a um tratamento baseado

nesse mecanismo.

Tabela 1: Percentual de interferéncia negativa da quercetina no tempo zero e nos intervalos de
30min e 60min.

0,2mg/dL 0,4mg/dL
Tempo (min.)
0 min 7,90 £ 2,63 —
30 min 13,99 + 1,96 10,95+ 1,42
60 min 13,58 + 1,67 7,51+2,90

Os ensaios foram realizados em diferentes periodos de tempo, utilizando-se o reagente da Labtest sem (controle)
e com adi¢do da quercetina ao plasma. Os resultados estdo expressos como média + desvio padréo de trés ensaios
realizados em um mesmo pool de plasma.

Fonte: Proprio autor

O maior percentual de reducédo ocorreu na concentracdo de 0,2 mg/dL no intervalo de
30 min, com 13,99%. No tempo zero, ndo foi calculado o percentual da concentracédo de 0,4
mg/dL pois dois ensaios apresentaram uma elevacdo da glicemia teste em relagcéo ao controle
(dados nédo divulgados). Avaliando a interferéncia do acido ascorbico em exames bioquimicos,
Martinello e Silva (2003), obtiveram uma reducdo de até aproximadamente 54% da glicose para
a concentracdo de 40mg/dL. No entanto, as dosagens foram realizadas em um pool de soro e 0
tempo avaliado em horas. Sabe-se que para a dosagem de glicose, o anticoagulante fluoreto de
sodio + EDTA ¢é considerado padrdo ouro e, caso a dosagem seja realizada em soro, deve ser
realizada em até 1 hora do momento de coleta (BARRETO, 2021).

Compostos fendlicos, como os flavonoides, tém conhecida capacidade antioxidante
superior ao acido ascorbico (MAESTRI, 2011; MENDES et al., 2021), mas ndo é possivel tragar
uma comparagdo efetiva entre os experimentos a menos que estes sejam realizados sob as
mesmas circunstancias.

O termo antioxidante vem sendo empregado na literatura de diferentes maneiras, néo
fazendo distingdo entre mecanismos termoquimicos ou cinéticos. No entanto, refere-se a
capacidade de reduzir ou inibir direta ou indiretamente um dano oxidativo a uma molécula alvo
(BRAININA; STOZHKO; VIDREVICH, 2019). Gulcin (2020) discute os diferentes
mecanismos pelos quais as moléculas atuam como espécies reativas/radicais livres e
antioxidantes. Radicais livres sdo altamente instaveis e, com o objetivo de estabilizarem

(seguindo a regra do octeto) reagem com quaisquer moléculas em torno de maneira
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independente, seja através da doag&o ou aceitagao de elétrons, reduzindo ou oxidando radicais,
por auto aniquilacdo ou pelo mecanismo de desprotonacdo, descrito anteriormente por Brett e
Ghica (2003) como principal mecanismo de reacdo da quercetina.

Durante a realizagdo de exames laboratoriais, boas praticas devem ser empregadas para
a liberagcdo de resultados seguros e fidedignos. Dentre elas, o conhecimento de potenciais
interferentes (ANVISA, 2005; MOTTA, 2009). A quercetina, por sua atividade antioxidante e
oxidante apresentou interferéncias diminuindo e aumentando a glicemia plasmatica
determinada com significancia estatistica de p<0,0001. Entretanto, o grau de interferéncia
parece ndo ser clinicamente relevante sendo, portanto, insuficientes para retirar o paciente da
normalidade ou contraindicar a realizagéo do exame, principalmente se levado em consideragéo
0 periodo de jejum.

A0 que parece, a presenca da quercetina nas amostras, promoveria uma interferéncia
relevante apenas se a concentracdo de glicose plasmatica do paciente estivesse proxima dos
limites de referéncia. Neste caso, algumas situa¢Ges criticas poderiam ocorrer como, por
exemplo, um paciente diabético apresentando resultados de pré-diabético, um paciente
normoglicémico, com resultado caracterizando-o como pré-diabético ou ainda, o paciente pre-
diabético com resultados compativeis a diabético. Tais situacdes devem ser evitadas a todo
custo, pois afeta diretamente a saude e bem-estar do paciente, ao induzir um diagndstico ndo
condizente com o quadro do mesmo.

Este estudo preliminar traz a luz importantes pontos a serem melhor investigados e
elucidados. Sendo importante mais pesquisas acerca da tematica, com estudos de biocatalise,
para melhor compreensdo do mecanismo molecular e estudos in vivo aumentando as variaveis

que podem influenciar o comportamento da molécula como sua absorcdo e distribuicao.

4 CONCLUSAO

Com base no exposto, a reducdo da glicemia plasmatica dosada por interferéncia in vitro
da quercetina embora perceptivel, ndo é suficiente para apresentar relevancia clinica, a nao ser
que o paciente apresente concentracdo plasmatica proxima aos limites de referéncia. A
concentracdo de glicose dosada nos tempos zero, com 30 min e 60 min tanto para o controle
quanto para os testes se apresentaram dentro do intervalo de referéncia adotado pela Sociedade
Brasileira de Diabetes (SBD) de 2022, apresentando reducdo méxima de aproximadamente
14%.
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Na concentracdo de 4,0 mg/dL (supra terapéutica) embora tenha se observado um
aumento da glicose dosada, ainda se manteve dentro do limite de referéncia. E importante
ressaltar que o pool utilizado para os experimentos, apresentava glicose plasmatica menor que
100 mg/dL, e que o grau de interferéncia, para mais ou para menos, poderia ter sido maior, se
as amostras utilizadas para o preparo tivessem concentracao elevada de glicose.
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