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RESUMO 

Uma das vias de tratamento para a doença de Alzheimer consiste na inibição da 

acetilcolinesterase, responsável pelo controle de acetilcolina nas sinapses colinérgicas. 

Foram produzidos extratos etanólicos com folhas, flores e galhos da espécie Bauhinia 

monandra KURZ. Os constituintes químicos foram identificados por cromatografia 

líquida de alta eficiência. A atividade inibitória da enzima acetilcolinesterase seguiu a 

metodologia de (ELLMAN et al, 1961). A toxicidade foi testada através de mortalidade 

dos microcrustáceos de A. salina. De acordo com a CLAE, foram evidenciados 

metabólitos secundários do tipo flavonoides livres e glicosilados. O flavonóide rutina 

apresentou ocorrência nos três extratos e com maior teor no extrato das flores. Os extratos 

não demonstraram toxicidade elevada frente aos microcrustáceos de A. salina. Os três 

extratos apresentaram atividade antiacetilcolinesterase moderada de acordo com a 

classificação de Santos e colaboradores (2018), porém as flores apresentaram uma 

concentração menor para inibir 50% da enzima na avaliação. Provavelmente esta ação 

anticolinesterasica é devida em parte aos flavonoides presentes nos extratos como a rutina 

e quercetina que já tem esta ação comprovada. É necessário um estudo mais profundo, 

bem como isolamento e purificação de princípios ativos nas flores de B. monandra, no 

intuito de investigar substâncias possivelmente farmacológicas. 

 

Palavras Chaves: Bauhinia monandra, perfil cromatográfico, acetilcolinesterase. 

ABSTRACT 

One of the treatment routes for Alzheimer's disease is the inhibition of 

acetylcholinesterase, responsible for the control of acetylcholine in cholinergic synapses 
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Ethanolic extracts were produced with leaves, flowers and branches of the species 

Bauhinia monandra KURZ. Foral chemical constituents identified by high efficiency 

liquid chromatography. The inhibitory activity of the acetylcholinesterase enzyme 

followed the methodology of (ELLMAN et al, 1961). The toxicity was tested by mortality 

of A. salina microcrustaceans. According to CLAE, secondary metabolites of free 

flavonoid and glycosylated type were evidenced. The flavonoid rutin showed occurrence 

in the three extracts and with higher content in the flower extract. The three extracts 

showed moderate antiacetylcholinesterase activity according to Santos and collaborators 

classification (2018), however the flowers presented a lower concentration to inhibit 50% 

of the enzyme in the evaluation. The extracts did not show high toxicity against A. salina 

microcrustaceans. A deeper study is necessary, as well as isolation and purification of 

active principles in the flowers of B. monandra, in order to investigate possibly 

pharmacological substances 

 

Keywords: Bauhinia monandra, chromatographic profile, acetylcholinesterase. 

 

1 INTRODUÇÃO 
 

A acetilcolinesterase (AChE) é a enzima cujo principal papel biológico é a 

hidrólise do neurotransmissor acetilcolina (Ach) nos complexos colinérgicos. No 

complexo colinérgico ocorre à transmissão do impulso nervoso de um neurônio ao 

outro. As sinapses nervosas são amplamente partilhadas no sistema nervosa central 

(SNC) e periférico (SNP) apresentando uma importânvia imprescíndivel em diversas 

funções fisiológicas humanas (ARAÚJO; SANTOS; GONSALVES, 2016) 

Diversos fármacos apresentam atividade biológica nas sinapses colinérgicas. 

Podem atingir o mecanismo de ação da AChE, inibindo ou reativando. Os fármacos que 

atuam no processo de inibição da AChE são denominados de antiacetilcolinesterásicos 

ou colinérgicos indiretos. Com o processo de inibição da AChE, o neurotransmissor 

ACh não é hidrolisado favorecendo a permanência do mesmo na fenda sináptica. A 

maior duração da ACh configura uma potencialização do impulso nervosa. Quando os 

colinérgicos indiretos apresentam ação no SNC, podem ser adequados no processo de 

tratamento de demência relacionada as doenças de Alzheimer e Parkinson (ARAÚJO; 

SANTOS; GONSALVES, 2016). 

Fitoquímicos têm sido bastante utilizados na medicina popular para o 

melhoramento das funções cognitivas perdidas com o tempo, por conta das doenças 

neurodegenerativas (ADEWUSI; MOODLEY; STEENKAMP, 2010). Extratos vegetais 

processados têm se mostrado ótimos carreadores de compostos bioativos capacitados não 

somente a apresentar atividade antiacetilcolinesterase (ANEKONDA; REDDY, 
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2005), mas também em potenciais antioxidantes e anti-inflamatórios 

(ADEWUSI; MOODLEY; STEENKAMP, 2010). 

Dentre os fitoquímicos, os alcalóides chamam atenção como compostos 

promissores no tratamento da Doença de Alzheimer, por conta de sua estrutura 

nitrogenada complexa (PEREIRA et al, 2010). A explicação de determinada 

consideração dar-se ao fato de que um dos sítios alvos de inibição da acetilcolinesterase 

circunda à interação de átomos de nitrogênio carregados positivamente, os quais estão 

presents nos alcalóides. Entretanto, é válido salientar que outros compostos não 

alcalóides também apresentam potencial antiacetilcolinesterásico, pois se ligam a outros 

sítios da molécula AChE (BRUMLMANN et al, 2004; HOSTETTMANN; BORLOZ; 

MARSTON, 2006; HOUGHTON; REN; HOWES, 2006). 

Este trabalho objetivou avaliar a composição química, atividade 

antiacetilcolinesterase e toxicidade de extratos etanólicos da espécie vegetal Bauhinia 

monandra Kurz. 

 
2 METODOLOGIA 

 

A planta (Figura 1) para estudo foi coletado na Universidade Estadual do Ceará- 

Campus Itaperi, nas coordenadas (lat.:−3.47207; long.:−38.33092), Fortaleza, Ceará, 

Brasil. A exsicata da planta foi depositada no herbário Prisco Bezerra da Universidade 

Federal do Ceará com o código EAC 63508. 

 
Figura 1: Bauhinia monandra Kurz localizada na Universidade Estadual do Ceará 

Fonte: Próprio autor 
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Folhas, flores e galhos foram colocados em estufa de aeração a 60º C para 

secagem por um período de dois dias. Em seguida foram picotadas e acondicionadas em 

recipientes de plástico devidamente lacrados com álcool etílico 96% para o processo de 

maceração em um período de 7 dias. Logo após foi executada a filtração do material 

utilizando funil de vidro com algodão, com objetivo de separar a fase liquida da fase 

sólida. Os extratos foram concentrados utilizando um evaporador rotativo, e logo após, 

postos em banho-maria. 

 
3 IDENTIFICAÇÃO DOS CONSTITUINTES QUÍMICOS ATRAVÉS DE 

CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA (HPLC) 

Condições cromatográficas: Coluna Shim-pack (CLC) ODS GOLD 25 cm. 

Tempo decorrida: 30 minutos. Comprimento de onda: 350 nm. Vazão: 1,0 mL.mim-1. 

Fase móvel: 20% acetonitrila: 80% Tampão ácido fosfórico pH=2,8. 

Preparação das amostras: 50,0 mg de amostra foi solubilizada em 5,0 mL de 

metanol. Uma alíquota de 1 mL da solução foi diluída em 10 mL de metanol. 

Concentração final de 1,0 mg.mL-1. 

Padrões utilizados: Rutina, isoquercetrina, kaempferol e quercetina. 

Injeção: 20,0 μL. 

 
 

3.1 PREPARAÇÃO DOS PADRÕES 

Os padrões analíticos rutina, isoquercetrina, kaempferol e quercetina foram 

adquiridos na Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). Os solventes usados para 

extração foram de grau analítico (Vetec®), nas análises os solventes utilizados foram de 

grau HPLC (J.T. BAKER®). A água foi purificada com um sistema Milli-Q (UV 

Direct3). Todas as amostras e soluções preparadas para análises por HPLC foram filtradas 

em membrana de náilon de 0,45 µm e filtro de membrana de 0,22 µm (Millipore), 

respectivamente, antes do uso. Todas as análises foram realizadas em triplicado. 

 
3.2 EQUIPAMENTO E ANÁLISES 

A cromatografia líquida de alto desempenho (HPLC-DAD) foi realizada com um 

sistema de HPLC Shimadzu Prominence Auto Sampler (SIL-20A) (Shimadzu, Kyoto, 

Japão), equipado com bombas alternativas Shimadzu LC-20AD conectadas a um 

degaseificador DGU 20A5 com um CBM 20A integrador, detector de matriz de diodos 



Brazilian Journal of Development 1188 
ISSN: 2525-8761 

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.1, p. 1183-1197 jan. 2021 

 

 

SPD-M20A e software LC Solution 1.22 SP1. As análises cromatográficas foram 

realizadas em uma coluna de fase reversa Shim-pack (CLC) ODS GOLD (4,6x250mm, 

5µm). As fases móveis C e D foram acetonitrila e água Milli-Q acidificada a pH 2,8 

com ácido fosfórico, correspondentemente, gradiente de solvente foi usado como a 

seguir: 0-15 min, uma eluição isocrática com C:D (20:80 v/v); 17-25 min, variação 

linear até C:D (40:60 v/v); 25-40 min, uma eluição isocrática com C:D (20:80 v/v). A 

vazão foi de 1,0 mL.min-1, com volume de injeção de 20𝜇L e comprimento de onda de 

350 nm. A solução estoque de referência padrão foi preparada em metanol HPLC em 

uma faixa de concentração de 0,00032–1,0 mg.mL-1 para rutina; 0,000102–1,0 mg.mL- 

1para isoquercetrina; 0,0008–1,0 mg.mL-1para kaempferol-3-O-rutinosídeo e 0,000064– 

0,4 mg.mL-1para quercetina. 

Os picos da cromatografia foram confirmados comparando o seu tempo de 

retenção com o do padrão de referência e por espectros DAD (200 a 400 nm). Curva de 

calibração para rutina: y=4,10-8X + 0,005 (𝑟=0,9996); isoquercetrina: y= 2,10-8X + 

0,0136 (𝑟=0,9977); kaempferol-3-O-rutinosideo: y= 2,10-7x + 0,0038 (𝑟=0,9999) e 

quercetina: y= 2,10-8X -0,00002 (𝑟=0,999). As amostras foram analisadas em triplicado 

e medidas as áreas médias dos picos. 

 
4 ATIVIDADE ANTIACETILCOLINESTERASE 

A atividade inibitória da enzima acetilcolinesterase (AChE) foi aferida em placas 

de 96 poços de fungo chato utilizando leitor Elisa BIOTEK, modelo ELX 800, software 

“Gen5 V2.04.11”, baseando-se na metodologia descrita por ELLMAN et al. (1961). A 

porcentagem de inibição da acetilcolinesterase foi calculada através da comparação das 

velocidades de reação (hidrólise do substrato) das amostras em relação ao branco 

(considerada atividade total da AChE, 100%). O padrão utilizado como controle 

positivo é a fisostigmina. 

 
4.1 TOXICIDADE FRENTE Artemia salina Leach 

Os ovos de Artemia salina foram eclodidos em água salina artificial (Sais 

utilizados na preparação de 1 L de solução: NaCl = 15,153g; MgCl2 = 1,398 g; Mg(SO4)2 

= 1,888 g; CaCl2 = 0,652 g; KCl = 0,414 g; NaHCO3 = 0,116 g)e após 48 horas, os 

microcrustáceos foram coletados para os bioensaios. 

Procedimento: 
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As dissoluções de 20 mg extrato e frações foram realizadas com 2 mL do solvente 

correspondente, de modo a se obter as seguintes concentrações: 1.000, 100,10 e 1ppm. 

Posteriormente, um volume equivalente a 500 μL de uma solução-amostra foi 

adicionado em um recipiente de vidro. Esse procedimento foi realizado para todas as 

soluções-amostras e em triplicata. Esperou-se todo o solvente evaporar dos recipientes 

e adicionou-se 100 μL de dimetil sulfóxido (DMSO) juntamente com 1 mL de água 

salina contendo 10 microcrustáceos completando com mais 3,9 mL de água salina em 

cada sistema-teste. A contagem dos microcrustáceos sobreviventes foi realizada após 24 

horas. 

Os valores de DL50 foram calculados por gráficos das concentrações (1000, 100, 

10 e 1 ppm) por número de A. salina mortas, sendo que apenas as amostras que 

apresentarem um CL50 ≤ 1000 iram ter princípios bioativos frente A. salina. A análise 

dos dados foi realizada no Excel. 

 
5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 IDENTIFICAÇÃO DOS CONSTITUINTES QUÍMICOS 

Em relação ao perfil cromatográfico dos extratos, pôde-se observer a presença 

de flavonóides livres e glicosilados bastante ocorrentes dentro do gênero Bauhinia 

(Tabelas 1,2 e 3). O bioflavonóide glicosilado rutina apresentou ocorrência nos três 

extratos. As estruturas dos compostos identificados estão expostas na Figura 5. 

 
Tabela 1: Perfil cromatográfico do extrato etanólico das folhas de B. monandra. 

 

Legenda: TR=Tempo de retenção 

Fonte: Próprio autor 
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Figura 2: Cromatograma obtido pela injeção do extrato etanólico das folhas de B. monandra 

Fonte: Próprio autor 

 

Tabela 2: Perfil cromatográfico do extrato etanólico das flores de B. monandra 
 

Legenda: TR=Tempo de retenção 

Fonte: Próprio autor 

 
 

Figura 3: Cromatograma obtido pela injeção do extrato etanólico das flores de B. monandra 

Fonte: Próprio autor 

 

 

Tabela 3: Perfil cromatográfico do extrato etanólico dos galhos de B. monandra 
 

 

Legenda: TR=Tempo de retenção 

Fonte: Próprio autor 
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Figura 4: Cromatograma obtido pela injeção do extrato etanólico dos galhos de B. monandra 

 

Fonte: Próprio autor 

 
 

Figura 5: Representação estrutural das substâncias caracterizadas nos extratos etanólicos de B. monandra. 

(1) rutina; (2) isoquercetrina; (3) canferol-3-O-rutinosídeo; (4) quercetina 

 

Fonte: Próprio autor 
 

Autores como Sultana et al, 1985; Subramaniam e Nair, 1963; Cechinel Filho et 

al, 1995; Tiwari et al, 1978; Row et al, 1979 e Abd-El-Wahab et al, 1987 já 

evidenciaram em seus estudos à presença do flavonóide glicosilado rutina nas espécies 

de Bauhinias como: B. vahlii; B. tomentosa; B. splendens; B. retusa; B. tomentosa e B. 

purpurea respectivamente. 

O flavonóide glicosilado isoquercetrina já foi identificado em outras espécies de 

Bauhinia. Dentre as espécies estão: B. purpurea (RAMACHANDRAN e JOSHI, 1967); 

B. tomentosa (SUBRAMANIAM e NAIR, 1963); B. retusa (ROW et al, 1954) e B. 

racemosa (TIWARI et al, 1978). 
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Ocorrências do flavónoide livre quercetina já foram relatadas em espécies de 

Bauhinia como: B. purpurea (RAMACHANDRAN e JOSHI, 1967); B. splendens 

(CECHINEL FILHO et al, 1995); B. tomentosa (ROW, RAMACHANDRA, 

VISWANADHAM, 1954) e B. vahlii (SULTANA et al, 1985). 

O composto Canferol-3-O-rutinosídeo já foi relatado na espécie B. candicans 

(IRIBARREN e POMILIO, 1983). 

Com todos esses flavonóides ocorrentes em diversas espécies do gênero 

Bauhinia, pode-se inferir que o gênero apresenta uma riqueza de flavonóides livres e 

glicosilados em sua composição química. 

 

5.1 ATIVIDADE ANTIACETILCOLINESTERASE 

No teste de inibição da enzima acetilcolinesterase os valores são expressos em 

concentração inibitória de 50% (IC50) da enzima AChE, esta que participa diretamente do 

impulso nervoso no complexo colinérgico. Os valores de inibição são comparados com o 

padrão fisostigmina (1,15±0,05μg/ml), considerado um alcalóide bastante potente. 

É possível verificar que o Extrato Etanólico das Flores apresentou a menor 

concentração inibitória, dessa forma, têm-se a melhor inibição (Tabela 4). A atividade 

antiacetilcolinesterase é inversamente proporcional aos valores de concentração inibitória 

de 50% da enzima AChE. Nesse sentido, quando os valores se aproximam do padrão, as 

amostras são consideradas excelentes inibidoras de AChE. Esta ação provavelmente é 

promovida pelos flavonoides que estão presentes nos extratos como a rutina e 

principalmente a quercetina que apresentam atividade anticolinesterasica que juntamente 

com atividade antioxidante representam possíveis mecanismos pelos quais os flavonoides 

podem ser usados no manejo da neurodegeneração oxidativa induzida pelo estresse 

(ADEMOSUM et al, 2016). 

 
 

Tabela 4: (IC50) Concentrações inibitórias de 50% da enzima acetilcolinesterase do extrato etanólico das 

folhas, flores e galhos de B. monandra.  
 

EXTRATOS INIBIÇÃO DA ENZIMA ACETILCOLINESTERASE 
(IC50μg/mL) 

EEFO 25,38±0,37 (moderada) 
EEFL 23,23± 0,48 (moderada) 
EEGO 49,66 ±0,15 (moderada) 

FISOSTIGMINA (controle) 1,15± 0,15 

Legenda: EEFO (Extrato Etanólico das Folhas); EEFL (Extrato Etanólico das Flores); EEGO (Extrato 

Etanólico dos Galhos) 

Fonte: Próprio autor 
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Nascimento e colaboradores (2018) já demonstraram que o composto 

Kaempferol 3- O- rutinósideo apresenta uma ótima atividade anticolinesterase, podendo 

assim, explicar uma concentração baixa para a inibição de 50% da enzima pelo EEFL, 

visto que o mesmo foi identificado na composição do extrato. 

Outras vias de tratamento para DA vêm sendo bastante discutidas. Dentre elas 

estão a utilização de substâncias antioxidantes, visto que, os radicais livres desempenham 

papel significativo em muitas doenças comuns, incluindo a DA. A peroxidação lipídica é 

um processo mediado por radicais livres, onde ocorre a quebra dos ácidos graxos nas 

membranas celulares, diminuindo a fluidez da membrana. Este mecanismo relacionado 

com outros eventos, pode acarretar condições patológicas como doenças cardíacas, alguns 

tipos de câncer, isquemia cerebral e condições inflamatórias (DUTHIE; DUTHIE; KYLE, 

2000). Antioxidantes naturais obtidos de alimentos, como compostos fenólicos e 

carotenóides, inibem a peroxidação lipídica por meio de sua atividade de eliminação de 

radicais livres (FALCO et al, 2015). 

Já existem relatos na literatura acerca do potencial antioxidante da 

isoquercetrina (quercetina 3-O-β-D-glicosídeo). Razavi e colaboradores (2009) já 

comprovaram excelente potencial fitotóxico e antioxidante da isoquercetrina. Wust e 

colaboradores (2016) também descreveram um excelente potencial antioxidante da fração 

acetato de etila do extrato hidroalcoólico de Paspalum repens, onde isoquercetrina se 

apresentava como componente marjoritário da fração. Como a isoquercetrina apresenta 

atividade antioxidante significativa, é de interesse que seu potencial inibidor de 

colinesterase seja também avaliado, podendo assim, garantir ou não mais um principio 

ativo dentre da indústria farmacológica no tratamento ou melhora das funções cognitivas 

em indivíduos acometidos com DA. 

Santos e colaboradores (2018) revisando o potencial antiacetilcolinesterásico de 

extratos e frações de 54 plantas de diferentes famílias, conseguiram classificar as amostras 

de acordo com os valores de IC50 como: alta potência (IC50< 20 µg/mL); potência 

moderada (20<IC50< 200 µg/mL) e baixa potência (200 <IC50< 1000 µg/mL). Também 

expuseram que a atividade anti-AChE dos extratos vegetais é significativamente variável, 

independentemente da classe metabólitos secundários que dominam a composição das 

amostras ou da polaridade do solvente de extração. 

Outras espécies de Bauhinia também já foram analisadas quanto sua atividade 

anti-AChE. Santos e colaboradores (2011) comparando à inibição da acetilcolinesterase 

de extratos hexânicos de folhas, flores e ramos de três espécimes de Bauhinia, 



Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.1, p. 1183-1197 jan. 2021 

Brazilian Journal of Development 1194 
ISSN: 2525-8761 

 

 

conseguiram evidenciar uma excelente inibição no extrato das flores de B. ungulata L. 

Com isso, os autores propuseram estudos mais detalhadas na composição química, com 

intuito de evidenciar princípios ativos potentes para essa atividade biológica. 

Os extratos apresentaram perfil de inibição moderada, entretanto o extrato das 

flores evidenciou menor concentração necessária para inibir 50% da enzima no teste. Isso 

pode ter sido ao fato de que em sua constituição exista um elevado teor de flavonoides, 

como a rutina. De Oliveira e colaboradores (2020) já identificaram no extrato etanólico 

das flores, outros metabólitos que apresentam excelente inibição frente à enzima 

acetilcolinestrase, dentre eles estão os alcalóides, podendo assim, justificar uma atividade 

anti-AChE promissora. 

 

5.2 TOXICIDADE 

Visualizando tabela 5, pode-se verificar que os extratos analisados não apresentaram 

grande toxicidade frente aos microcrustáceos. O extrato etanólico das flores foi o único extrato 

que apresentou mortalidade no teste, verificando-se uma (DL50 ≥1000µg/mL). Dados que 

apresentam DL50<1000µg/mL indicam importante potencial de toxicidade (Meyer et al, 

1982), sendo considerado um teste de toxicidade preliminar. 

 

Tabela 5: Resultados da toxicidade frente Artemia salina. 

 
 DL50(ppm) 

EEFO Não apresentou toxicidade 

EEFL 5036,00±0,00 ppm 

EEGO Não apresentou toxicidade 

Legenda: EEFO (Extrato Etanólico das Folhas); EEFL (Extrato Etanólico das Flores); EEGO (Extrato 

Etanólico dos Galhos) 

Fonte: Próprio autor 

 
 

De acordo com o sistema tóxico-farmacológico, a intoxicação por plantas medicinais 

é a segunda maior causa de morte por intoxicação em seres humanos. Existem vários aspectos 

que acarretam essa problemática, como a falta de conhecimento sobre o cultivo, a não 

identificação correta da planta, reações adversas, interação medicamentosa, concentração e 

frequência do uso do fitoterápico. Com isso, é imprescindível o estudo toxicológico de 

amostras vegetais na utilização de potenciais farmacológicos (SILVEIRA; BANDEIRA; 

ARRAIS, 2008). 

Muitos estudos já demonstraram relação de toxicidade a Artemia salina com 

potencias biológicos como, citotoxicidade, antileishmanicida e anti- Trypanossoma cruzi 

(HOCAYEN et al, 2013). Esse microcrustáceo vêm sendo considerado um alvo para 

identificação de substâncias bioativas em plantas (ALVES et al, 2000). 
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6 CONCLUSÕES 

O flavonóide glicosilado rutina foi evidenciado na composição química dos três 

extratos etanólicos analisados, apresentando um elevado teor nas flores. 

Com a cromatografia líquida de alta eficiência, pôde-se comprovar que o gênero 

Bauhinia apresenta uma rica composição de flavonóides livres e glicosilados, como já 

demonstrado em diversos estudos. 

Os extratos de folhas, flores e galhos apresentaram uma moderada atividade 

antiacetilcolinesterásica, enfatizando que a IC50 ocorreu nas flores. 

Os extratos não apresentaram toxicidade elevada frente A. salina. 

 
 

7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Com a análise dos constituintes químicos, faz-se necessário um estudo mais 

profundo como: isolamento e purificação dos compostos bioativos majoritários, 

principalmente das flores de B. monandra objetivando a produção de fitofármacos na 

indústria. Além disso, é imprescíndivel o ensaio de toxicidade dos compostos com 

diversos métodos, focalizando em um status menos tóxico possível. 
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