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Resumo 

 
Dentro do gênero Casearia existem várias espécies com atividades biológicas relevantes, utilizadas na forma 

de preparados diversos de acordo com o conhecimento tradicional e investigadas em vários estudos. Destas 

atividades, se destacam a antimicrobiana e antiofídica, esta última em especial contra o veneno de serpentes 

do gênero Bothrops, frequentes causadoras de acidentes no norte do Brasil. O objetivo deste trabalho foi avaliar 

o potencial antibacteriano e antiofídico da espécie C. javitensis coletada em Manaus – AM. Extratos preparados 

com hexano, metanol e água foram submetidos aos ensaios in vitro de inibição das atividades coagulante e de 

fosfolipase A2 do veneno de B. atrox, de toxicidade sobre Artemia salina e antimicrobianos. Foi observado 

que os protocolos de ensaios antiofídicos que utilizam a pré-incubação do veneno com os extratos não são 

eficientes. Em vista disso, os ensaios subsequentes foram efetuados sem pré-incubação. Os extratos de C. 

javitensis não foram considerados tóxicos sobre larvas de A. salina, mas demonstraram atividade 

antimicrobiana sobre microrganismos presentes em infecções secundárias consequentes de acidentes ofídicos. 

 

Palavras-Chave: Casearia javitensis, atividade antiofídica, atividade antimicrobiana, conhecimento 

tradicional. 

 

Evaluation of antimicrobial and antiophidic potential of Casearia javitensis (Salicaeae). In the 

Casearia genus there are several species with relevant biological activities, used in the form of diverse 

preparations according to the traditional knowledge and investigated in several studies. Of these activities, 

antimicrobial and antiophidic stand out, the last one especially against the venom of serpents of the genus 

Bothrops, frequent cause of accidents in the north of Brazil. The objective of this work was to evaluate the 

antibacterial and antiophidic potential of C. javitensis collected in Manaus - AM. Extracts prepared with 

hexane, methanol and water were subjected to the in vitro inhibition of coagulant and phospholipase A2 

activities of B. atrox venom, toxicity on Artemia salina and antimicrobials. It has been observed that the 

protocols of antiophidic tests that use the pre-incubation of the venom with the extracts are not efficient. In 

view of this, subsequent assays were performed without preincubation. Extracts of C. javitensis were not 

considered toxic to larvae of A. salina but demonstrated antimicrobial activity on microorganisms present in 

secondary infections resulting from ophidian accidents. 
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1. Introdução 
As espécies do gênero Casearia tem sido 

utilizadas na medicina tradicional da América do 

Sul e da Ásia para tratar diversas enfermidades, 

tendo as atividades dos seus componentes 

avaliadas em vários estudos (XIA et al, 2014). 

Várias espécies do gênero são reportadas como 

portadoras de bioatividade, como C. 

gossypiosperma, que neutralizou o bloqueio 

neuromuscular induzido pelo veneno de Bothrops 

jararacussu (CAMARGO et al, 2010); C. 

decandra com propriedades contra fungos do 

apodrecimento da madeira (BENTO et al, 2013); 

C. balansae e C. graveolens com atividade de 

estimular o crescimento de células nervosas (XU et 

al, 2014; 2015); C. grewiifolia com citotoxicidade 

em células tumorais in vitro (DO et al, 2015; 

NUANYAI, 2017; NGUYEN, 2017); e C. arborea 

com atividade sobre Leishmania infantum e 

atividade imunomodulatória em macrófagos 

(SANTOS et al, 2017).  

A espécie C. sylvestris aparece em maior 

número de estudos publicados. É utilizada 

popularmente contra várias enfermidades, na 

forma de chás, óleos, macerações, de uso tópico ou 

oral, tendo estas utilizações sido comprovadas 

cientificamente em diversos estudos (FERREIRA 

et al, 2011). Seus extratos, óleos, e substâncias 

isoladas são relatadas como tendo atividade contra 

Leishmania donovani e Tripanossoma cruzi 

(MESQUITA et al, 2005; BOU et al, 2014); no 

tratamento de neoplasia em animal doméstico 

(recuperação e cicatrização dos tecidos) 

(KULCHETSCKI et al, 2006); citotoxicidade em 

células tumorais (SILVA et al, 2009; BOU et al, 

2013; FELIPE et al, 2014); quimiopreventivo, 

protetor contra diferentes tipos de danos no DNA 

(PRIETO et al, 2013); atividades anti-inflamatória 

e antioxidante (ALBANO et al, 2013);  protetor 

cardiovascular (BRANT et al, 2014);  atividade 

antifúngica contra agentes causadores do 

apodrecimento de madeira (BENTO et al, 2013); 

atividades antioxidante, antimicrobiana e 

hipolipidêmica (ESPINOSA et al, 2015); anti-

inflamatório, bactericida e neutralizadora da 

paralisia neuromuscular causada pelo veneno de B. 

jararacussu (CAMPOS et al, 2015); atividade 

antibacteriana (CAVALHEIRO et al, 2016; LUIZ 

et al, 2017); e atividade antifúngica em 

Saccharomyces cerevisiae, Candida glabrata e C. 

krusei (PEREIRA et al, 2017). 

A capacidade de bloquear os efeitos da 

peçonha em acidentes botrópicos parece ser um 

grande potencial da espécie C. sylvestris. A espécie 

inibiu a atividade da PLA2 dos venenos de 

Bothrops pirajai, B. neuwiedi e B. jararacussu, 

além de inibir as atividades miotóxica e coagulante 

e reduzir a formação de edema, prolongar o tempo 

de sobrevivência de camundongos injetados com 

doses letais de venenos ofídicos (BORGES, 2000). 

Bloqueou, ainda, a atividade hemorrágica causada 

pelos venenos de B. asper, B. jararacussu, B. 

moojeni, B. neuwiedii e B. pirajai, além de 

aumentar o tempo necessário para a coagulação do 

plasma causada pelos venenos de B. jararacussu, 

B. moojeni e B. neuwiedii (BORGES et al, 2001). 

Agiu sobre o dano muscular e bloqueio 

neuromuscular induzidos pelas fosfolipases A2 

(PLA2) dos venenos de Bothrops sp. e Crotalus ssp. 

(CAVALCANTE et al, 2007); sobre efeitos 

miotóxicos e neurotóxicos da peçonha de B. 

jararacussu (CINTRA-FRANCISCHINELLI et al, 

2008) e demonstrou atividade bloqueadora das 

ações da PLA2, antiedematogênica e antimiotóxica 

(SILVA et al, 2008).  
A espécie C. javitensis é conhecida 

popularmente como caneleira ou mata-calado. É 

encontrada com grande frequência na região 

Amazônica, sendo também relatada sua ocorrência 

na floresta Atlântica, na restinga e no cerrado da 

região Nordeste (COSTA et al, 2004; CORRÊA, 

2007). Ainda são encontrados poucos estudos a 

respeito desta espécie, porém, já foi relatado seu 

potencial antimicrobiano em ensaio de difusão em 

ágar, antioxidante e inseticida (BARBOSA, 2015; 

NUNEZ et al, 2016).  

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial 

da espécie Casearia javitensis quanto à sua 

atividade antimicrobiana em meio líquido, 

toxicidade frente à Artemia salina e potencial de 

bloquear os efeitos da peçonha de Bothrops atrox 

in vitro nos ensaios das atividades PLA2 e 

anticoagulante.  

 

2. Material e Método  
2.1 Material vegetal: A espécie Casearia 

javitensis foi coletada no mês de junho de 2014 na 

Reserva Florestal Adolpho Ducke, localizada no 

km 26 da rodovia AM 010 em Manaus – AM, nas 

coordenadas S02o.55.978´W059o.58.644 e 

encontrava-se fértil. Foi depositada uma exsicata 

no Herbário do INPA sob o número 260179. As 

folhas foram separadas e secas em estufa de 
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ventilação forçada a 45°C por 3 dias e em seguida 

pulverizadas em moinho de facas. Os extratos 

brutos foram preparados adicionando solventes 

orgânicos e água às amostras pulverizadas, 

respeitando a ordem crescente de polaridade (1º 

hexano, 2º metanol e 3 º água). Foram utilizados 

264,15 g de pó das folhas e 5 L de hexano, 4 L de 

metanol e 1 L de água. Este material passou por 

banho de ultrassom durante 20 minutos, sendo 

coado em papel filtro e recebendo mais solvente, 

repetindo estas etapas até a exaustão, ou seja, 

quando visualmente não desprendia mais 

constituintes. Após extração, os extratos hexânico 

e metanólico foram concentrados em rota-

evaporador e o aquoso foi liofilizado. 

 

 
Figura 1 - Casearia javitensis (tronco, folhas e 

inflorescências) 

 

2.2 Peçonha de B. atrox: pool de venenos 

extraídos de serpentes adultas provenientes da 

Floresta Nacional do Tapajós (FLONA), localizada 

no Km 83 da BR-163, Santarém-PA, Brasil. A 

coleta de serpentes e a extração da peçonha foram 

aprovadas pelo Instituto Chico Mendes de 

Conservação da Biodiversidade – ICMBio, pelo 

Sistema de Autorização e Informação em 

Biodiversidade (SISBIO - nº 14018). Os espécimes 

foram mantidos no biotério das Faculdades 

Integradas do Tapajós- FIT, Santarém-PA, sob a 

responsabilidade do MSc. Hipócrates de Menezes 

Chalkidis e com autorização do Conselho Nacional 

de Controle de Experimentação Animal - 

CONCEA número 26/2013. As peçonhas foram 

coletadas in natura, liofilizadas como um pool e 

mantidas a -20 0C até o momento dos ensaios. 

 

2.3 Ensaio inibição da atividade da fosfolipase 

A2 (PLA2): A avaliação da atividade hemolítica 

indireta dos extratos de Casearia javitensis foi 

mensurada pela ação da enzima fosfolipase A2 

(PLA2) em gel de agarose acrescido de gema de 

ovo - como fonte de lecitina, eritrócitos, azida 

sódica 0,005% e cloreto de cálcio 0,01M. Essa 

mistura foi colocada em placas de Petri e depois de 

fria, foram feitos furos de 3 mm nos quais foram 

colocadas peçonha de Bothrops atrox e solução 

salina. As placas permaneceram em estufa a 37º C 

durante 24 horas. O potencial dos extratos em inibir 

a atividade fosfolipásica A2 foi avaliado pelos 

protocolos de pré-incubação e também de 

incorporação dos extratos diretamente no gel 

(MOURA et al, 2014) de agarose (sem pré-

incubação), nas proporções de 1:10 e 1:20 

(peçonha:extratos). A atividade enzimática foi 

aferida medindo o tamanho dos halos com 

paquímetro e expressa como percentual de 

inibição, onde 100% de inibição correspondem à 

ausência do halo hemolítico. Cada ensaio foi 

realizado em quadruplicata e expresso como média 

± desvio padrão da média. As médias foram 

comparadas por two-way ANOVA seguida do pós-

teste de Tukey, usando p<0,05. Gutiérrez e 

colaboradores (1988) definiram que a Dose 

Mínima Hemolítica indireta (DMHi) é a 

quantidade de peçonha capaz de clivar a lecitina e 

transformá-la em lisolecitina, a qual lisa as 

hemácias formando um halo hemolítico de 10 mm, 

e este método foi utilizado no presente trabalho 

com modificações. Portanto, consideramos como 

atividade antiPLA2 o extrato capaz de inativar a 

PLA2 e reduzir esse halo hemolítico. 

 

2.4 Ensaio de coagulação: realizada de acordo 

com Moura et al (2017) extratos sem veneno, 

ausência de atividade. A atividade anticoagulante 

dos extratos de Casearia javitensis foi realizada de 

acordo com Moura et al, 2017. Para a determinação 

da dose mínima coagulante (DMC), definida como 

a concentração mínima de peçonha capaz de clivar 

o fibrinogênio e coagular 100 μL de plasma em 60 

segundos, foram utilizadas diferentes 

concentrações de peçonha de Bothrops atrox 

obtidas por diluição seriada de 1000 até 15,6 

μg/mL. O efeito bloqueador dos extratos da 

atividade coagulante de peçonha foi avaliado da 

seguinte forma: os extratos foram incubados 

previamente com a 2DMC da peçonha (4,5 μg) por 

30 minutos a 37 0C nas proporções de 1:10 ou 1:20 

(peçonha:extrato) e em seguida a mistura foi 

adicionada ao plasma humano. Os extratos 

(também nas proporções de 1:10 e 1:20) e a 

peçonha foram adicionados sem pré-incubação ao 

plasma. A formação da rede de fibrina na forma de 
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coágulo foi observada visualmente e o tempo 

necessário para ocorrer a coagulação foi aferido em 

segundos. Cada ensaio foi realizado em duplicata e 

expresso como média ± desvio padrão da média. 

As médias foram comparadas por two-way 

ANOVA seguida do pós-teste de Tukey, usando 

p<0,05. 

 

2.5 Ensaio antimicrobiano: A atividade 

antimicrobiana de todos os extratos foi avaliada 

utilizando o ensaio de microdiluição em placas de 

96 poços e a capacidade de inibição do crescimento 

microbiano foi determinada por leitura em 

espectrofotômetro, segundo metodologia adaptada 

de NCCLS, 2012. Os microrganismos utilizados 

foram cedidos pelo Laboratório de Micro-

organismos de Referência do Instituto Nacional de 

Controle de Qualidade em Saúde, da Fundação 

Oswaldo Cruz do Rio de Janeiro - RJ. Os inóculos 

foram preparados com o auxílio de alça calibrada 

descartável, onde colônias de microrganismos 

provenientes de culturas puras de 24 horas foram 

inoculadas em caldo Müeller Hinton e 

homogeneizadas. A turbidez dos inóculos foi 

comparada e ajustada à turbidez do tubo 0,5 da 

escala de MacFarland, que corresponde à uma 

suspensão contendo aproximadamente 1-2 x 108 

unidades formadoras de colônias (UFC/mL). Em 

seguida, cada suspensão de cepa-teste foi diluída 

na proporção de 1:20, e 10 µL de cada foi 

inoculado nas placas. Dos extratos brutos foram 

feitas diluições sucessivas (1000; 500; 250; 125; 

62,25; 31;12 e 15,5 µg/mL), e em seguida, 100 µL 

de cada diluição foram adicionados em cada poço 

da placa. As leituras da absorbância foram feitas 

em espectrofotômetro Multiskan GO (Thermo 

Scientific) em comprimento de onda de 625 nm, 

que foram realizadas antes e após incubação das 

placas a 37 °C por 24 horas. O crescimento e a 

atividade inibitória foram avaliados pelas 

diferenças das densidades ópticas entre essas duas 

leituras. O controle positivo utilizado foi o 

antibiótico oxitetraciclina a 125 µg/mL e como 

controle negativo, o próprio meio de cultura. Cada 

ensaio foi realizado em triplicata e expresso como 

média ± desvio padrão da média. As médias foram 

comparadas por two-way ANOVA seguida do pós-

teste de Tukey ou Dunnett, usando p<0,05. 

 

2.6 Ensaio de toxicidade em Artemia salina: Foi 

realizado segundo Meyer (1982), solubilizando os 

extratos de casearia javitensis em 

dimetilssulfóxido (DMSO) ou água destilada. Os 

cistos de A. salina foram colocados para eclodir em 

solução salina sintética (38 g/L), sob iluminação 

artificial de lâmpada fluorescente e com estado de 

saturação de oxigênio conseguido com auxílio de 

uma bomba de ar conectada por 24 horas. Após este 

período, foram separadas as larvas dos cistos por 

possuírem fototropismo. O ensaio consistiu em 

adicionar 10 larvas em cada poço com capacidade 

de 3 mL acrescentando os extratos em 

concentrações de 1000 a 30 μg/mL, em triplicata. 

Como controles, os solventes DMSO ou água. A 

contagem das larvas foi realizada após 24 horas 

para determinar a porcentagem de mortalidade. 

 

3. Resultados e Discussão (Times New 

Roman 12) 
3.1 Ensaios Antiofídicos: 

As fosfolipases A2 são enzimas presentes 

na composição dos venenos, envolvidas nos efeitos 

locais responsáveis pelas manifestações clínicas 

como o bloqueio neuromuscular e o dano muscular 

agudo, são neuro e miotóxicas, hemolíticas, 

edematogênicas, pró-inflamatórias, hipotensivas, 

entre outros (GUTIÉRREZ; LOMONTE, 2012). 

No ensaio de pré-incubação, os extratos hexano, 

metanol e água demonstraram potencial para inibir 

a atividade da PLA2 entre 20 e 54%. No entanto, 

quando os extratos foram incorporados ao gel e o 

veneno foi aplicado logo em seguida (ensaio sem 

pré-incubação), os extratos não foram capazes de 

inibir a enzima. (GRÁFICO 1). 

Com relação à atividade coagulante 

(GRÁFICO 2) do veneno de Bothrops atrox, a dose 

mínima coagulante (DMC) do veneno foi de 2,25 

μg e, para os ensaios, foram utilizadas 2DMC. Os 

extratos de C. javitensis no ensaio de pré-

incubação demonstraram pequena capacidade de 

inibir o veneno ao retardar em poucos segundos o 

tempo para coagulação do plasma. Já no ensaio 

sem pré-incubação, apenas a atividade do extrato 

aquoso se repetiu, apresentando diferença 

significativa e demonstrando novamente que os 

ensaios com pré-incubação não são ideais para 

determinação de atividades contra os venenos 

ofídicos. O extrato metanólico além de não inibir a 

atividade do veneno, foi capaz de acelerar o tempo 

de coagulação em 63%, ou seja, apresentou maior 

atividade coagulante que o veneno. 
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Gráfico 1 - Inibição da atividade PLA2 do veneno de 

Bothrops atrox por extratos de Casearia javitensis 

Nota: *Diferença significativa entre os tratamentos 

(extratos) e o controle (BaV, apenas veneno). ** 

Diferença significativa entre os protocolos de ensaio 

(com e sem pré-incubação). p<0,05. Teste de Tukey. 

 

Moura e colaboradores (2014, 2016 e 

2017) também observaram resultados semelhantes 

com as espécies Bellucia dichotoma e Plathymenia 

reticulata em ensaios de pré-incubação para as 

atividades coagulante e de fosfolipase A2. Os 

autores pressupõem que os bloqueios dessas 

atividades devem ser resultados de ações quelantes 

entre os componentes dos extratos com íons 

constituintes de proteínas como o zinco das 

metaloproteinas ou íons que atuam como cofatores 

em reações enzimáticas, como o cálcio, que 

participa tanto nas ações da fosfolipase A2 como na 

atividade coagulante. Essa ação quelante foi 

descrita para substâncias como taninos, 

flavonoides e outras fenólicas. 

 

3.2 Ensaio antimicrobiano: 

O ensaio antimicrobiano demonstrou que 

os extratos possuem atividade de inibição do 

crescimento de bactérias gram-negativas, gram-

positivas e de duas leveduras, quando comparadas 

com o controle negativo (apenas meio de cultura 

sem inibidores do crescimento), com destaque para 

a atividade do extrato hexânico (GRÁFICO 3). 

Em estudo anterior com a espécie C. 

javitensis foi observada a atividade do extrato 

hexânico de galhos em inibir o crescimento de 

Corynebacterium glutamicum e Staphylococcus 

aureus, dos extratos hexânico de folhas e galhos 

em Bacillus cereus, dos extratos metanólicos de 

folhas e galhos em Pseudomonas aeruginosa e 

Staphylococcus aureus, do extrato metanólico de 

folhas em Serratia marcescens (todos testados pelo 

método de difusão em agar) e também da fase 

acetato de etila obtida a partir do extrato 

metanólico das folhas sobre B. cereus (utilizando o 

método de microdiluição) (NUNEZ et al, 2016). 

 

 
Gráfico 2 - Inibição da atividade coagulante do veneno 

de Bothrops atrox por extratos de Casearia javitensis 

Nota: *Diferença significativa entre os tratamentos 

(extratos) e o controle (apenas veneno). ** Diferença 

significativa entre os protocolos de ensaio (com e sem 

pré-incubação).  p<0,05. Teste de Tukey. 

Dentro do gênero Casearia, os terpenos e 

os esteroides são as classes químicas mais 

representativas, sendo que muitos podem ser 

responsáveis pelas atividades biológicas como a 

antimicrobiana (XU et al, 2014). Pela característica 

apolar destas substâncias, são isolados a partir dos 

extratos hexânicos. Em C. javitensis já foram 

encontrados o triterpeno friedelina e indícios dos 

esteroides β-sitosterol e campesterol 

(WYREPKOWSKI, 2010; NUNEZ et al, 2016). 

 

3.3 Ensaio de toxicidade em Artemia salina: 

Os extratos de C. javitensis foram testados 

quanto à sua toxicidade em larvas do crustáceo A. 

salina em concentrações entre 1000 e 30 μg/mL. 

Como demonstra a Tabela 2, os extratos hexano e 

metanólico de C. javitensis apresentaram 

mortalidade, apesar de baixa, nas concentrações de 

1000 e 500 μg/mL. O extrato aquoso apresentou 

baixo percentual de mortalidade em 500 μg/mL. 

Segundo Meyer et al (1982), para ser considerado 

citotóxico o extrato deve apresentar atividade 

acima de 50% de mortalidade de larvas na 

concentração de 1000 μg/mL. Desta forma, assim 

como os resultados obtidos por Nunez et al (2016), 

os extratos não apresentaram toxicidade. 
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Gráfico 3 - Atividade antimicrobiana dos extratos de Casearia javitensis a 1 mg/mL. 

Nota: *Diferença significativa entre os tratamentos (extratos) e o controle negativo (meio de cultura). p<0,05. Teste de 

Dunnett. 

 
Tabela 1 Ensaio de toxicidade dos extratos de C. javitensis expresso em porcentagem de mortalidade de A. salina 

Extrato Concentração utilizada (μg/mL) 
 1000 500 250 125 60 30 

492 F HEX 10% 3% 0% 3% 0% 0% 

492 F MeOH 17% 0% 0% 0% 0% 0% 

492 F H2O 0% 7% 3% 3% 3% 3% 

DMSO 0%      

H2O 0%      
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4. Conclusão 
O protocolo de pré-incubação mais uma vez 

superestimou a atividade de um extrato ao 

demonstrar as propriedades inibidoras de PLA2 dos 

extratos de Casearia. javitensis. Porém, segundo 

Moura e colaboradores (2014), apesar de muitos 

estudos terem utilizado este protocolo para avaliar 

o potencial de extratos vegetais de inibir atividades 

de venenos ofídicos, este método de pré-incubação, 

pode superestimar a atividade bloqueadora dos 

extratos de ações enzimáticas dos venenos. Ao 

serem testados no ensaio sem pré-incubação, os 

extratos de C. javitensis não foram eficazes. Da 

mesma forma, o ensaio de coagulação com pré-

incubação também não é ideal para a determinação 

desta atividade. No ensaio sem incubação prévia, 

os extratos de C. javitensis não foram eficientes 

para inibir ou retardar a atividade coagulante e o 

extrato metanólico foi capaz de acelerar a 

coagulação do plasma.  

Com relação à atividade antimicrobiana, os 

extratos de C. javitensis tem potencial inibitório 

frente a bactérias gram-positivas, gram-negativas e 

duas leveduras, que podem estar presentes em 

infecções comuns e em infecções secundárias 

como no caso de acidentes ofídicos. É relevante 

aprofundar o estudo desta atividade, 

principalmente em virtude do surgimento de 

microrganismos resistentes aos antibióticos 

comerciais.  

Os extratos de C. javitensis não foram 

considerados tóxicos sobre larvas de A. salina. 

Porém, por ser um ensaio muito preliminar, outros 

ensaios de verificação de toxicidade mais 

elaborados devem ser realizados.   

Para a espécie C. javitensis já foi relatada a 

presença de β-sitosterol, indícios do triterpeno 

friedelina e do esteroide campesterol, substâncias 

aromáticas e um fenol-glicosídeo denominado 4-

hidroxifenil-6-cafeoil-β-L-glicosídeo 

(WYREPKOVSKI, 2010; NUNEZ et al, 2016). 

Porém, para determinação mais efetiva das 

atividades biológicas e de qual substância é 

responsável por elas, mais estudos são 

recomendados. Foi demonstrado que existe um 

potencial nesta espécie de Casearia que deve ser 

melhor investigado, pois os resultados obtidos até 

o momento demonstram a ação apenas de extratos 

brutos e não de frações ou de substâncias isoladas. 
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