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Efeito do extrato aquoso de sete — sangrias [Cuphea mesostemon (Koehne)
Lourt] sobre o fluxo de dgua, medido em bexiga urinaria de sapo in vitro.
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RESUMO: A espécie Cuphea mesostemon, conhecida como sete-sangrias, € muito usada na medicina
caseira como diurético. A bexiga urindria de sapo & um epitélio andlogo ao nefro distal de mamifero,
bastante utilizada para estudar transporte de dgua e eletrdlitos. A preparagdo sacular de bexiga de sapo
permite avaliar o fluxo de agua (JH,0) da luz da bexiga para o meio extemo ou seroso (reabsorgao de
agua), por medidas gravimétricas. Nesse trabalho foi estudado o efeito hidrosmdtico do extrato aquoso
(EA) das folhas de sete-sangrias a 20 %, aplicado no banho seroso (S) da preparagéo sacular, onde o
fluxo de agua era medido de 15 em 15 minutos, Os resultados mostraram que apds a aplicagdo de 0.4
mL do EA no banhe S, o JH,O aumentou acentuada (160%) e significativamente (p<0,05). Esse efeito
foi dose resposta quando se testou 0,2 mL (0,04 mg/mL}, 0,4mL (0,08 g/mL) e 0,8 mL (0,16 g/mL) do
EA no banho S. Além disso, foi estudado o efeito hidrosmético do horménio antidiurético (ADH), na
dose de 10 um/mL, o qual estimulou significativamente (p<0,05) o JH,0 em 150%. O efeito do EA foi
semelhante ao do ADH e ndo foi antagonizado por esse horménio. Conclui-se que a Cuphea possui
atividade antidiurética, semelhante & do ADH, em bexiga urinaria de sapo in vitro.

Palavras-chave: Fluxo de &gua, bexiga urindria de sapo, cuphea mesostemon, sete-sangrias e
horménio antidiurético.

ABSTRACT: Effect of aqueous extract of “sete - sangrias” (Cuphea mesostemon (Koehne)
Lourt) on the water flow, measured in toad urinary bladder in vitro. The Cuphea mesostemon
specie, known as “sete-sangrias”, is widely used as a diuretic substance in popular medicine. As
the toad urinary bladder is an epithelium analogous to the distal nephron of mammals, it is used
in order to study the transport water and electrolytes in many laboratories. This preparation permits
excellent cbservation in water flow, from the urinary bladder lumen to the external side or the
serosal one (water re-absorption), by means of gravimetrical measures. In the present work the
hydrosmotic effect of agueous extract (AE) of “sete-sangrias™ leaf was studied. A 20% solution
was added to the serosal side (S) of the bladder preparation, and the water flow was measured
every 15 minutes after that. The results showed that 4mL of AE in the S side, increased the JH20
in a significant manner (p<0,05). This effect had a dose - response shape, with the volumes of
0,2mL, 0,4mL and 0,BmL of AE in the S bath. The hydro-osmotic effect of the anti-diuretic hormone
{ADH) was studied as well and a significant stimulation (p<0,05) in the JH20 was observed with
the magnitude of 150%. The AE effect was similar to the ADH one, and was not antagonized by this
hormone. We concluded that Cuphea possesses an anti-diuretic activity similar to that presented
by ADH, in toad urinary bladder, in vitro.

Key words: water flow, toad urinary bladder, cuphea mesostemon, “sete - sangrias and antidiuretic
harmane.

INTRODUGAO

A Cuphea mesostemon (Koehne) Lourt,
conhecida vulgarmente como sete-sangrias, &
uma planta da famllia Litracea (Reitz, 1969), perene,
herbacea, com pouca inflorescéncia de flores, de
coloragdo résea a lilds-clara (Aranha ef al, 1982).
A Cuphea mesostemon é mais freqlentemente
encontrada em dreas Umidas de solos arenosos.
E reputada sete vezes melhor do que uma sangria,
dai a origem do nome sete-sangrias (Lorenzi, 1982).
Segundo os herbanarios, a Cuphea é um diurético
natural (Pio Corréa, 1984), e esse efeito diurético
tem sido relatado na literatura (Ribeiro et al., 1988,
Basualdo et al, 1991 e Lorenzi, 1982), assim como
0 seu
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efeito hipotensor (Lorenzi, 1982 e Silva efal., 1995).

A pele e a bexiga urinaria de sapo sao
epitélios amplamente utilizados para estudar
transporte de dgua e eletrélitos. A bexiga urinaria
de anfibios, além de armazenar urina,
complementa funcionalmente o rim e constitui
uma estrutura importante para a homeostase do
meio interno destes animais. Esse epitélio urinario
desempenha papel semelhante ao nefro distal de
mamifero: reabsorve sddio (Leaf et al, 1958),
responde & vasopressina (Civan & Frazier, 1968,
Grosso et al., 1990; Boom et al., 1995) e acidifica
a urina (Ludens & Fanestil, 1972). Em condi¢Ges
normais, a bexiga de sapo apresenta uma baixa
permeabilidade 4 agua, apesar do gradiente
osmdtico existente entre o0 meio interno (Juz vesical)
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e 0 meio externo (sangue). A bexiga & uma estrutura

histologicamente simples, podendo ser usada por
muitas horas em estudos in vitro,

Sendo a bexiga urinaria de sapo um
analogo funcional do nefro distal de mamifero, o
objetivo desse trabalho foi verificar se o extrato
aquoso (EA) das folhas da planta sete-sangrias
(Cuphea mesostemon) tem eleito sobre o fluxo
de agua, medido in wvitro.

MATERIAL E METODO

Foram utilizados sapos Bufo marinus
paracnermis de ambos os sexos e adultos. Esses
animais eram criados em cativeiro, no
Departamento de Parasitologia do Instituto de
Bionciéncias da UNESP/Botucatu, e foram
gentiimente cedidos para a realizagao desse
trabalho.

Os sapos foram espinhalados e
descerebrados pela intredugao de um estilete na
altura da articulagdo atlo-occiptal. Em seguida,
suas hemibexigas foram isoladas, expostas e
canuladas in situ - preparagao sacular (Bentley,
1958) constituindo saquinhos na extremidade do
tubo. O interior desses saguinhos constituia a face
mucosa ou luminal (M) e o exterior, a face serosa
ou sanglinea (S).

A luz da bexiga foi lavada e preenchida
com 2 mL de solugdo de Ringer diluido (1:5) e a
preparacao foi mergulhada em um béquer contendo
10 mL de Ringer normal. Dessa forma criou-se
um gradiente osmdtico favoravel ao fluxo de agua
do lado M para o S (reabsorgdo). Durante todo o
experimento manteve-se aeragao na face S da
preparagao, com a finalidade de oxigenar o tecido
e agitar a solugao, dissipando assim camadas
estaciondrias que podem formar no epitélio vesical.

O fluxo de agua (M — 5), foi medido
gravimetricamente de 15 em 15 minutos. Os
resultados obtidos com variagbes de peso da
preparacgao, foram expressos em pL/15minutos
(vanagao do volume), facilitando a compreenséao dos
mesmaos.

Procedimento experimenial: o periodo de
estabilizagao da preparagao foi de 2 horas. Apos
esse periodo iniciou-se o experimento
propriamente: determinagdes do JH20 de 15 em
15 minutos. Apos o pericdo controle (3
determinagoes), aplicou-se no banho S o extrato
aguoso da planta sete-sangrias. O hormonio
antidiurético (vasopressina) também foi testado,
na dose de 10 mU/mL.

O extrato aguoso foi preparado mediante
informagdes etnofarmacoldgicas (Silva, et al., 1995,
Lainetti & Brito, 1979), na proporgao de 20g de
folhas para 100 mL de agua (20%), pelo método
de infusdo. Utilizou-se folhas de sete-sangrias
coletadas no campus de Rubiao Jr, Botucalu,

Flumn da agua [gh'1 5meng

classificada pelo Prof. Dr. Ayrton Amaral Junior, do
Departamento de Botanica do Instituto de
Bicciéncias da UNESP/Botucatu, e encontra-se
depositada no herbario BOTU (excicata n®23409).

Foi utilizada a estatistica no parameétrica
(Siegel, 1975) com aplicagdo do teste de Friedman
no nivel de 5% de significancia para comparagao
do fluxo de dgua mediano considerando-se os
tratamentos: controle, doses de EA em mL e
utilizagao do horménio antidiuretico {ADH). Para
efeito de analise foi considerada para cada
tratamento a média do fluxo observadas nos varios
momentos.

RESULTADO

A Figura 1 mostra a variagao das medias
do fluxo de agua (JH,O), em bexigas de sapo
incubadas em Ringer normal. Nota-se, através
desta figura, que a aplicagao de 0,4mL do EA da
planta sete-sangrias, no banho S da preparagao,
deslocou o JH,O de 15 L para 40,5 uL/15min,
isto &, a reabsorgao de agua aumentou
significativamente (p<0,05) em 160%.
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FIGURA 1- Valores médios do fluxo de agua, mais
ou menos padrao, antes e apds a aplicagao de 0,4
mL de extrato aquoso de sete-sangrias ("EA)

A Figura 2 mostra que o efeito do EA
guardou uma relagdo dose-resposta. Apos o
periodo controle, aplicou-se 0,2 mL do EA e a
resposta hidrosmdtica foi de aproximadamente
130%, ou seja, o0 JH,O basal variou de 20 para 46
puL/15min. Em seguida, aplicou-se mais 0,2 mL
de EA, e o fluxo de agua passou de 46 para 99
LLL/15min, isto é, a dose de 0,.4mlL foi capaz de
aumentar o JH,O em mais 120%. Na sequéncia,
era aplicado mais 0,4mL de EA e o fluxo elevou-
se de 99 para 120 {L/15min, o aumento foi discreto
e da ordem de 20%. Todas as alteragdes no fluxo
de agua, apos a aplicagao das doses do EA, foram
estatisticamente significativas (p<0,05).
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FIGURA 2 - Variagao do fluxo de dgua (valores
médios), mais ou menos erro padrao, medido em
bexigas de sapo tratadas com extrato aquoso de

sete sangrias (curva dese resposta).

A Figura 3 mostra a variagdo do JH,0
antes e apos a aplicagao de uma unica dose do
haormdnio antidiuretico (10 mU/mL). Este horménio
aumentou significativamente (p<0,05) o fluxo de
agua de 27 para 69 pUL/15min. Em seguida ao
efeito do ADH, testou-se 0,4 mL do EA de sete-
sangnas, no banho S da mesma preparagéo e o
efeito registrado, nestas condigdes, foi da ordem
de 120% (o JH,O aumentou significativamente
de 69 para 148 LLL/15min .).
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FIGURA 3: Variagao do fluxo de dgua (valores mé-
dios) maios menos erro padrao, medido em bexi-
gas de sapo tratadas com extrato aquoso de sete-
sangrias, apds o tratamento com hormdnio
antidiurético (ADH)

DISCUSSAO E CONCLUSAO

A Cuphea mesostemon (Koehne) Lourt,
planta conhecida como sete-sangrias, & utilizada
na medicina popular pelas suas propriedades
medicinais, dentre elas a agao diurética & bastante
relatada (Lainetti & Bnto, 1979, Ribeiro ef al. , 1988,
Basualdo et al., 1991).

A metodologia sacular permite avaliar o
fluxo de agua do lado mucoso para o seroso da
preparacio, sendo este andlogo ao processo de
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reabsorcao de dgua no nefro distal de mamifero.
essa preparagéo, o EA de sete-sangrias

aumentou a reabsorgao de dgua, isto é, o seu efeito
hidrosmético foi antidiurético e ndo diurético, como
era esperado. O EA era sempre testado no banho
seroso, e isto faz pensar que a bexiga de sapo
possui receptores sensiveis ao EA na membrana
basolateral do epitélio.

Os horménio s6 reproduzem seus efeitos
caracteristicos quando em contato com a célula
alvo, a qual possui receptores para tais hormanios,
Sabe-se que a vasopressina (ADH) induz aumento
na permeabilidade & dgua em epitélios de alta
resisténcias tais como o nefro distal de mamifero
(Barreto-Chaves & Mello- Aires, 1997) e bexiga
de anfibios (Marples ef al., 1994; Harris, 1992). O
efeito hidrosmdtico do ADH ja esta bem
estabelecido na literatura e envolve receptores
localizados na membrana basolateral (Granthan &
Burg, 1966 e Candia ef al., 1997), os quais ativam
a enzima adenil ciclase tendo como mensageiro
intracelular o AMPc (Natochin et al, 1992;Handler
ef al.,, 1965, De Souza & Grosso, 1981, Hawk et
al1993 e Yu ef al,, 1993). Os resultados com ¢
ADH (Figura 3) estdo de acordo com os da literatura,
ou seja, esse hormdnio aumentou a reabsorgao
de dgua em bexiga urinaria de sapo.

Quando se compara os resultados das
figuras 1 e 3, fica evidente que o efeito do EA
sobre o JH,O foi semelhante ao do ADH, isto &,
ambos foram capazes de causar antidiurese na
mesma proporgao: efeito hidrosmético da ordem
de 150%. Além disso, analisando as figuras 1 e
3, nota-se que o efeito do EA, nao foi antagonizado
pelo ADH. Esses dados sugerem gue os receplores
para o EA, na bexiga de sapo, devem ser diferentes
daqueles sensiveis ao ADH. Mas, como o perfil de
resposta do EA foi parecido ao do ADH, pode ser
que os mecanismos de agao sejam semelhantes,
ou seja, o EA de sete-sangrias deve atuar através
do mensageiro intracelular, AMPc. Entretanto,
medidas diretas do conteddo de AMPc nao foram
realizadas e sao necessarias para substanciar essa
hipdtese.

Por outro lado, os dados obtidos em
preparagéo sacular de bexiga de sapo mostram
que o EA de Cuphea mesostemon tem efeito
antidiuretico e nao diurético como era o esperado,
contradizendo o seu uso na medicina popular. A
eficacia de uma droga diurética no rim de mamifero
{in vivo), esta relacionada com varios fatores: sitio
e aduragao de agao, sua taxa de excregao, a dose
empregada e a sua atividade nos mecanismos que
tendem a reter sédio (Rose, 1991). Além disso, do
ponto de vista teleclégico, todo aumento da filtragao
glomerular ou todo blogueio da reabsorgao renal
de sédio deveria aumentar a eliminagao deste ion
na urina, causando assim um efeito natridiurético
(Malnic & Marcondes, 1986). Sendo a bexiga
urinaria de sapo um analogo funcional apenas ac
nefro distal de mamiferos, e além disso, trata-se
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gg um epitélio isolado (in vitro), esses fatores
poderiamn estar justificando, pelo menos em parte,
o efeito antidiurético encontrado nessa preparagao.
Porlanto, conclui-se que o extralo aquoso
de cuphea possui efeito hidrosmético, em bexiga
urinaria de sapo e esse efeito foi dose resposta.
Além disso, o efeito antidiurético do EA de sete-
sangrias foi semelhante ao do ADH, contradizendo
o0 seu uso na medicina popular como diurético.
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