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AVALIACAO DA INTERFERENCIA in vitro DO DECOCTO DAS FLORES DE
Achyrocline satureioides (Lam.) DC. (Macela) EM TESTES DE
IMUNOAGLUTINACAO

Aline Lobo Santos Taveira'!, Wenderson Pinheiro de Lima??
RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a interferéncia in vitro do extrato aquoso das flores de
Achyrocline satureioides em testes de imunoaglutinacdo, por meio da técnica de Proteina C
reativa (PCR) em lamina. A planta foi coletada abrangendo caule, folhas, flores e sementes,
na cidade de Caririagu-Ce. Foi preparado um cha das inflorescéncias da Marcela,
posteriormente, 0 mesmo foi congelado e liofilizado para a obtencdo do decocto. Foram
adicionadas quantidades crescentes (5 mg/dL, 10mg/dL e 40 mg/dL) do material botanico nas
amostras de soro, e as mesmas foram analisadas imediatamente apds o contato com decocto,
quatro e vinte e quatro horas apds o contato com o material botanico seguindo as instrucdes
da técnica de PCR em lamina. Durante esse tempo as amostras foram armazenadas em
temperatura ambiente e desprotegidas da luz. Os resultados ocorreram de forma positiva e
negativa. As alteracGes positivas aconteceram pontualmente, a0 passo que as negativas
ocorreram em todos 0s tempos e em todas as concentracdes do extrato. Essa interferéncia
deve ter ocorrido devido a grande quantidade de flavonoides presente no material botanico,
principal constituinte da marcela, e seus metabolitos secundarios, quercetina e luteolina. Com
isso pode-se concluir que o extrato aquoso das flores de Achyrocline satureioides interferiu
negativamente no ensaio de PCR em lamina, podendo assim, ter alterado a formacdo do
imunocomplexo.

Palavras-chave: Achyrocline satureioides. Flavonoides. Proteina C reativa.

ABSTRACT

The objective this work was to avaluate the interference in vitro of the aqueous extract of flowers of
Achyrocline satureioides in tests of immuno agglutination, by means of C-reactive protein
(PCR) technique in glass slide. The tree was collected including the stalk, leaves, flowers and
seeds, in the Caririacu-Ce city, it was prepared a exsicates and deposited in herbarium. Was
prepared a macela inflorescences tea, posteriorly, it was frozen and freeze-dried for the getting
decoction. Were addicted increasing amounts (5 mg/dL, 10mg/dL e 40 mg/dL) of the botanical
material in the serum samples, it were analyzed immediately after contact with the decoction.
Four and twenty four hours after the contact with botanical material following the instructions of the
C-reactive protein technique in glass slide. During this time the samples were stored in climate
temperature and unprotected of the light. The results happen in a negative and positive way. The
positives changes happen punctually, while the negatives happen in the all the time and all the extract
concentrations. This interference may happened because of big amount of flavonoids present in the
botanical material, principal formative of Macela and yours secondary metabolites, Quercetin e
Luteolin. Can conclude that the aqueous extract of the flowers Achyrocline satureioides
interferd negatively in the test PCR in glass slide, can have change the formation of the
immunocomplex.

Key words: Achyrocline satureioides. Flavonoids. C-reactive protein.
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1 INTRODUCAO

As reacdes de aglutinacdo tem como principio a formacdo de imunocomplexos através
da ligacéo de anticorpos e antigenos sensibilizados com particulas de latex. As reacdes podem
ser vistas a olho nu e semi-quantificadas. A aglutinacdo pelo latex pode ser usada para a
identificacdo de varios analitos, tais como algumas proteinas plasmaticas: Proteina C Reativa
(PCR); e anticorpos como Antiestreptolisina-O e Fator Reumatoide (VAZ; TAKEI; BUENO,
2007).

A PCR ¢é uma proteina sintetizada pelo figado sendo caracteristica de fase aguda. A
sua deteccdo é empregada como marcador de processos inflamatorios e infecciosos, podendo
ser avaliada e semi-quantificada através de ensaios de imunoaglutinagcdo em latex. Nesse caso,
0 teste reagente é indicado pela evidente aglutinacdo das particulas de latex quando em
contato com a proteina presente no soro do paciente (VEIGA et al., 2009).

O processo inflamatério envolve diversos mecanismos que possuem como objetivo
eliminar o patégeno causador da agressdo, sendo esses, a resposta inata e a resposta especifica
(anticorpos). E relatada ainda a existéncia de substancias naturais, de origem vegetal, que
possuem grande atividade anti-inflamatdria. Destacando-se entre elas os flavonoides, pela sua
grande capacidade de atuar, também, em processos infecciosos (COUTINHO; MUZITANO;
COSTA, 2009).

Achyrocline satureioides, popularmente conhecida como “marcela”, é uma planta que
possui, em seus constituintes, substancias flavonoidicas (BIDONE et al., 2014) e por isso é
usada, na medicina popular brasileira, na forma de chas, para tratar doencas inflamatorias do
Trato Gastro Intestinal (BOLSON et al., 2015).

Visto que o cha da espécie (Achyrocline satureioides) é bastante utilizado para fins
medicinais e que produtos naturais podem interferir em exames laboratoriais, sendo 0s ensaios
de imunoaglutinacdo uma possibilidade para tal interferéncia, é razodvel supor que o extrato
aquoso de Achyrocline satureioides pode interferir nos ensaios de imunoaglutinacgéo.

Com isso é de suma importancia pesquisar e discutir se ha ou ndo interacdo do cha da
marcela com a formacdo de imunocomplexos e se este pode vir a interferir nos resultados dos
testes de imunoaglutinacdo. Baseado nisso, a presente pesquisa teve como objetivo avaliar a
interferéncia in vitro do extrato aquoso das flores de Achyrocline satureioides no teste de
imunoaglutinacéo PCR.



2 METODOLOGIA

2.1 TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo qualitativo, quantitativo e longitudinal (FONTELES et al.,
2009).

2.2 OBTENCAO E PREPARO DO MATERIAL BOTANICO

A espécie (Achyrocline satureioides) foi coletada na cidade de Caririagu-Ce.
As flores foram utilizadas para a preparacdo de um chd, posteriormente, 0 mesmo foi
congelado em freezer, a uma temperatura que variou entre -14°C e -17°C. Ap0s a sua

refrigeracéo, ocorreu a liofilizagdo do cha e obteve-se o produto final, o Decocto.

2.3 OBTENCAO DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS

As amostras biologicas foram fornecidas pelo Laboratério Escola do Centro
Universitario Ledo Sampaio. Para a realizacdo da pesquisa foram necessarias 30 amostras de

soro, 15 reagentes e 15 ndo reagentes.

2.4 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi submetido e aprovado & avaliagio do Comité de Etica em
pesquisa de acordo com a resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude pela Plataforma
Brasil. Nimero do parecer: 2.635.314. Os preceitos éticos foram respeitados no que se refere

a zelar pela privacidade e sigilo das informagdes (BRASIL, 2012).

2.5 AVALIACOES LABORATORIAIS

Para as avaliagdes laboratoriais foi empregado o metodo de Martinelo; Silva (2003)
com pequenas modificacdes: as modificagfes foram nas horas de determinagdo do analito,
onde foram realizadas em 0 hora (primeiro instante a adicdo do material botanico) e apés 4 e

24 horas e nas dilui¢Oes nas proporcdes de 1:1, 1:2 e 1:4.



As amostras de soro foram analisadas antes da interferéncia boténica nas proporgoes
de 1:1, 1:2 e 1:4. Apos essa analise foram adicionados nas amostras quantidades crescentes
do material botanico, nas concentracdes de 5, 10 e 40 mg/dL. As determinacdes do analito
foram realizadas no primeiro instante a adicdo do material botanico na amostra de soro e apos
4 e 24 horas e seguiram as instruces da técnica de imunoaglutinagdo, PCR. Durante esse
periodo de tempo as amostras foram armazenadas em temperatura ambiente e desprotegidas
da luz. Para as amostras ndo reagentes e reagentes foram realizadas trés dilui¢cbes nas
proporcBes de 1:1, 1:2 e 1:4. As andlises laboratoriais foram feitas no laboratorio de

microscopia do Centro universitario Ledo Sampaio.
2.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados das andlises laboratoriais foram tabulados de forma numérica, utilizando
0 programa Microsoft Excel. Foram realizadas analises descritivas que estdo expostas em

gréficos e tabelas.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas amostras ndo reagentes avaliadas, ndo foi verificada nenhuma interferéncia
positiva ou negativa, jA& nas amostras reagentes foram verificadas interferéncia positiva e

negativa, que sao mostradas no grafico 1.

Grafico 1- Interferéncia in vitro de Achyrocline satureioides em funcdo do tempo e da
concentracéo do extrato.
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Os termos T0-5, TO-10 e T024 representam o tempo, zero hora, em que foi realizado a andlise das amostras, nas
diferentes concentracdes do extrato, 5 mg/dL, 10 mg/dL e 40 mg/dL. T4-5, T4-10 e T4-24 representam o tempo,
quatro horas apds a interferéncia botanica, em que foi realizado a analise das amostras, nas diferentes
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concentragdes do extrato, 5 mg/dL, 10 mg/dL e 40 mg/dL. T24-5, T24-10 e T24-40 representam o tempo, vinte e
quatro horas apos a interferéncia botanica, em que foram analisado as amostras, nas diferentes concentrages do
extrato, 5 mg/dL, 10 mg/dL e 40 mg/dL.

Segundo Passos et al. (2009) e Ferreira et al. (2013) o uso excessivo de plantas
medicinais podem interferir em teste laboratoriais, podendo ser de forma positiva ou negativa.
As interferéncias ocorreram de maneira positiva e negativa, no entanto, as interferéncias
positivas aconteceram de forma bem pontuais, ja as interferéncias negativas ocorreram em
todos os tempos e em todas as concentracdes, 0 que nos leva a acreditar que de fato o extrato
da planta interfere negativamente na formacdo do imunocomplexo. Por outro lado, as
caracteristicas pontuais, como: coleta mal executada, armazenamento e transporte da amostra,
uso de medicamentos ou drogas, além das caracteristicas bioldgicas do soro do paciente; que
fizeram aumentar as concentracfes podem ter sido em decorréncia da amostra, ver apéndice
A.

O gréfico 2 mostra a interferéncia positiva ocorrida em funcéo dos titulos, do tempo e

das concentracOes do extrato.

Gréfico 2- Interferéncia positiva in vitro de Achyrocline satureioides em funcéao do titulo, do
tempo de das concentracdes do extrato.
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Os termos T0-5, T0-10 e T024 representam o tempo, zero hora, em que foi realizado a andlise das amostras, nas
diferentes concentra¢des do extrato, 5 mg/dL, 10 mg/dL e 40 mg/dL. T4-5, T4-10 e T4-24 representam o tempo,
quatro horas ap6s a interferéncia botanica, em que foi realizado a andlise das amostras, nas diferentes
concentragdes do extrato, 5 mg/dL, 10 mg/dL e 40 mg/dL. T24-5, T24-10 e T24-40 representam o tempo, vinte e
guatro horas apos a interferéncia botanica, em que foram analisado as amostras, nas diferentes concentragdes do
extrato, 5 mg/dL, 10 mg/dL e 40 mg/dL.

O gréafico 3 mostra as alteragdes negativas ocorridas em funcédo dos titulos, do tempo,

e das concentragdes do extrato.



Graéfico 3- Interferéncia negativa in vitro de Achyrocline satureioides em funcéo do tempo,
dos titulos e da concentracéo do extrato.
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Os termos T0-5, T0-10 e T024 representam o tempo, zero hora, em que foi realizado a andlise das amostras, nas
diferentes concentracdes do extrato, 5 mg/dL, 10 mg/dL e 40 mg/dL. T4-5, T4-10 e T4-24 representam o tempo,
quatro horas apds a interferéncia botanica, em que foi realizado a analise das amostras, nas diferentes
concentragdes do extrato, 5 mg/dL, 10 mg/dL e 40 mg/dL. T24-5, T24-10 e T24-40 representam o tempo, vinte e
quatro horas ap6s a interferéncia boténica, em que foram analisado as amostras, nas diferentes concentra¢fes do
extrato, 5 mg/dL, 10 mg/dL e 40 mg/dL.

O grafico mostra que as alteracbes negativas foram significativas, interferindo assim
na formacdo do imunocomplexo, essa interferéncia pode ter ocorrido devido aos Flavondides
(principal constituinte da macela) e seus metabolitos secundérios. Segundo, Bidone et al.
(2014) Achyrocline satureioides possui como principais compostos as substancias
flavonoidicas: quercetina, luteolina e 3-O-metil-quercetina. Tais substancias podem interferir
no teste de PCR, uma vez que 0 mesmo reage em pacientes que estejam passando por algum
processo infeccioso ou inflamatério. Chen et al. (2007) e Lee et al. (2016) relatam em seus
estudos a grande capacidade dessas substancias (luteolina e quercitina) atuarem em processos
inflamatorios.

Além da atividade anti-inflamatdria dos flavonoides, os mesmo ainda apresentam
propriedades antioxidantes, que possuem grande relevancia para a prevencdo de doencas,
como: doengas cardiovasculares, cancer e inflamag6es cronicas (HEIM; TAGLIAFERRO;
BOBILYA, 2002).

A quercetina possui muitas propriedades terapéuticos, além de sua interagdo com o
sistema imune, destacando-se pelo seu grande potencial Anticarcinogénico, antioxidante, anti-
inflamatorio, protecdo do sistema renal, hepatico e cardiovascular, a mesma ainda reforga o

sistema imunoldgico contra diversas alergias (BEHLING, 2004).
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Pesquisas sobre esses compostos mostram que 0S mesmo possuem propriedades
nutracéuticas de grande valor clinico, que trazem beneficios para a saide. Porém, ainda se faz
necessario pesquisas sobre sua biodisponibilidade, mecanismo de acgdo, absorcdo e
metabolismo em humanos, alem de possiveis sinergismo com outros alimentos ou proteinas
plasmaticas. Pois hd uma grande caréncia nas informagdes e nos dados sobre tais substancias
(BEHLING, 2004).

CONCLUSAO

De acordo com os dados obtidos com a pesquisa, pode-se observar que o extrato
aquoso de Achyrocline satureioides apresentou uma consideravel interferéncia negativa in
vitro, no teste de PCR em lamina, ja a interferéncia positiva que ocorreu nos testes foram por
caracteristicas pontuais da amostra. Observou-se também que, a interferéncia negativa
ocorreu em todos os tempos e em todas as concentracfes do extrato, tal interferéncia pode ter
ocorrido devido a grande quantidade de flavonoides existentes na planta e seus metabolitos
secundarios, quercetina e luteolina. No entanto, é necessario mais pesquisas sobre o tema e

sobre as possiveis interferéncias que podem ocorrer nos testes de aglutinagéo.
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APENDICE A

Tabela 1- Resultados individuais de cada amostra, em cada tempo e em cada concentracao.
Amostra Resultado T0-5  T0-10 T0-40 T4-5  T4-10 T4-40 T24-5 T24-10 T24-

original

10 1:1 Menos Menos Menos Menos  Mais Mais Menos Menos  Menos
12 11 Menos  Menos  N&o Menos  Mais Mais Menos Menos  Menos
11 1:1 Menos Menos  N&o Menos Menos Menos Menos Menos Menos
9 1:1 Né&o Né&o Né&o Né&o Né&o Né&o Né&o Né&o Né&o

8 1:2 Menos Menos  N&o Né&o Né&o Néo Menos Menos  Mais
4 1:2 Menos  Menos  N&o Menos  Néo Né&o Menos Menos  Menos
13 1:4 Menos Menos Menos Menos Menos Menos Menos Menos < Menos
14 1:4 Menos Menos Menos Menos Menos Menos Menos Menos  Menos
1 1:4 Menos Menos Menos Menos Né&o N&o Né&o Né&o Né&o

2 1:4 Né&o Né&o Né&o Né&o Né&o Né&o Né&o Né&o Né&o

3 1:4 N&o Né&o Né&o Néao Né&o N&o Né&o Né&o Né&o

5 1:4 Né&o Né&o Néao Néao Né&o Né&o Né&o Né&o Né&o

6 1:4 N&o Né&o Né&o Néao Né&o N&o Né&o Né&o Né&o

7 1:4 Né&o Né&o Né&o Né&o Né&o Né&o Né&o Né&o Né&o
15 1:4 N&o Né&o Né&o Néao Né&o N&o N&o Né&o Né&o

Fonte: autor préprio.

Os termos T0-5, T0-10 e T024 representam o tempo, zero hora, em que foi realizado a analise das amostras, nas
diferentes concentrac@es do extrato, 5 mg/dL, 10 mg/dL e 40 mg/dL. T4-5, T4-10 e T4-24 representam o tempo,
quatro horas apés a interferéncia botanica, em que foi realizado a analise das amostras, nas diferentes
concentragdes do extrato, 5 mg/dL, 10 mg/dL e 40 mg/dL. T24-5, T24-10 e T24-40 representam o tempo, vinte e
quatro horas ap0s a interferéncia botanica, em que foram analisado as amostras, nas diferentes concentragdes do
extrato, 5 mg/dL, 10 mg/dL e 40 mg/dL. O termo Menos representa as alteracdes negativas. O termo Mais
representa as alteragdes positivas. O termo N&o foi aquelas em que ndo houve alteracGes.
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