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“A natureza é exatamente simples, se conseguirmos encará-la de modo 

apropriado… Essa crença tem me auxiliado, durante toda a minha vida, a não 

perder as esperanças, quando surgem grandes dificuldades de investigação.” 

Albert Einstein 

 

 

“Se és incapaz de sonhar, nasceste velho. Se teu sonho te impede de agir conforme 

a realidade, nasceste inútil. Se, porém, sabes transformar sonhos em realidade e 

tocar a realidade com a luz do teu sonho, então serás grande no teu mundo e o 

mundo será grande em ti." 

 

Plinio Salgado 
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Estudo pré-clínico dos efeitos bioquímicos e farmacológicos da ciano-carvona em 

camundongos: subsídio para o desenvolvimento de fitomedicamentos. DAYANE ALVES 

COSTA. Orientador: Rivelilson Mendes de Freitas. Dissertação de Mestrado. Programa de 

Pós-graduação em Ciências Farmacêuticas. Departamento de Bioquímica e Farmacologia, 

UFPI, 2012. 

 

RESUMO 

 

O composto ciano-carvona (CC), derivado sintético da carvona, foi o objeto de estudo deste 

trabalho, obtido a partir da síntese da substância R-(-)-carvona, um monoterpeno monocíclico. 

No primeiro capítulo, objetivou-se investigar a atividade antioxidante in vitro da ciano-

carvona, sendo capaz de prevenir a peroxidação lipídica induzida por AAPH, por inibição a 

quantidade de substâncias ácidas reativas com ácido tiobarbitúrico (TBARS) formado. A 

ciano-carvona também produziu uma remoção do radical hidroxila podendo ser devido a uma 

atividade antioxidante, sugerindo uma possível capacidade de proteção contra danos celulares 

in vivo produzidos por este radical. Na avaliação de produção de óxido nítrico, houve uma 

diminuição significativa na produção deste composto pela CC, demonstrando uma 

propriedade antioxidante in vitro, que pode ser explorada para a proteção in vivo das 

biomoléculas, como lipídios da membrana celular, contra danos causados pelos radicais 

livres. A CC apresentou um forte potencial antioxidante in vitro, por meio da capacidade de 

remoção de radicais hidroxilas e do nitrito, bem como preveniu a formação de TBARS. No 

entanto, mais estudos são necessários para caracterizar melhor as propriedades antioxidantes 

da ciano-carvona. No segundo capítulo foram investigados os efeitos anticonvulsivantes e 

antioxidantes de ciano-carvona e sua ação sobre a atividade da acetilcolinesterase no 

hipocampo de camundongos após tratamento com CC nas doses de 25, 50 e 75 mg kg
-1

. O 

efeito anticonvulsivante de CC foi investigada no modelo de epilepsia induzido por 

pilocarpina. Esse monoterpeno foi capaz de promover um aumento de latência para a 

instalação de estado de mal epiléptico induzido por pilocarpina e apresentou uma proteção 

significativa contra a peroxidação lipídica e formação de nitrito no hipocampo de 

camundongos. Além disso, o pré-tratamento com CC aumentou a atividade da 

acetilcolinesterase no hipocampo de camundongos após convulsões induzidas por pilocarpina. 

Os resultados indicam a capacidade de CC modular os efeitos anticonvulsivantes e 

antioxidantes. No terceiro capítulo, foi realizado a avaliação da toxicidade aguda por via oral 

da CC para o cálculo da dose letal 50% (DL50) e determinação dos parâmetros bioquímicos e 

hematológicos, bem como o efeito ansiolítico por meio dos testes de campo aberto, rota rod e 

labirinto em cruz elevado em camundongos Swiss machos. O tratamento não causou nenhuma 

morte ou toxicidade nos animais, não sendo possível calcular a DL50, como também não 

apresentou nenhuma alteração bioquímica e hematológica após tratamento com CC nas doses 

25, 50 e 75 mg kg
-1

. Não foi observada alteração no número de groomings e houve uma 

diminuição do número de rearings. Em relação ao labirinto em cruz elevado houve um maior 

número de entradas nos braços abertos, bem como um maior tempo de permanência nos 

braços abertos, sugerindo um possível efeito ansiolítico. Em relação ao teste do rota rod não 

foi verificada alteração no tempo de permanência na barra giratória, bem como não foi 

detectado mudanças no número de quedas. O quarto capítulo refere-se ao pedido de registro 

de patente submetido ao Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) por meios do 

Núcleo de Inovação e Transferência de Tecnologia (NINTEC), com a finalidade de subsidiar 

o desenvolvimento de uma nova formulação farmacêutica utilizando a ciano-carvona para o 

tratamento de doenças neurodegenerativas.  

 

Palavras-Chave: Ansiedade, Anticonvulsivante, Antioxidante, Monoterpeno, Ciano-carvona. 
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Preclinical study of biochemical and pharmacological effects of the cyano-carvone in 

mice: a support for the development of phytomedicines. DAYANE ALVES COSTA. 

Advisor: Rivelilson Mendes de Freitas. Master’s Dissertation. Post-Graduate Program in 

Pharmaceutical Sciences. Department of Biochemistry and Pharmacology, UFPI, 2011. 

 

ABSTRACT 

 

The compound cyano-carvone (CC), a synthetic derivative the carvone, was the object of 

study of this work, obtained from the synthesis of the substance R-(-)-carvone, a monoterpene 

monocyclic. The first chapter aimed to investigate the in vitro antioxidant activity of cyano-

carvone, being able to prevent lipid peroxidation induced by 2’2-azobis-2-amidino proprano 

(AAPH), inhibiting the amount of thiobarbituric-acid-reacting substances (TBARS) formed. 

The cyano-carvone also produced a removal of the hydroxyl radical may be due to an 

antioxidant activity, suggesting a potential ability to protect against cell damage in vivo 

produced by this radical. In the evaluation of nitric oxide production, a significant reduction 

in the production of this compound by CC, showing an antioxidant properties in vitro, which 

can be exploited in vivo to protect the biomolecules such as lipids of cell membrane damage 

caused by free radicals. The cyano-carvone had a strong antioxidant potential in vitro, by 

removal capacity from hydroxyl radicals and nitrite, and prevented the formation of TBARS. 

However, more studies are needed to better characterize the antioxidant properties of cyano-

carvone. In the second chapter we investigated the effects of anticonvulsants and antioxidants 

cyano-carvone and its action on acetylcholinesterase activity in the hippocampus of mice after 

treatment with CC in doses of 25, 50 and 75 mg kg
-1

. The anticonvulsant effect of CC was 

investigated in model of epilepsy induced by pilocarpine. This monoterpene was able to 

promote an increased latency for the installation of status epilepticus induced by pilocarpine 

and showed significant protection against lipid peroxidation and nitrite formation in the 

hippocampus of mice. Furthermore, the CC pretreatment increased the acetylcholinesterase 

activity in the hippocampus of mice after pilocarpine-induced seizures. The results indicate 

the ability to modulate the CC anticonvulsant effects and antioxidants. In the third chapter 

was conducted to evaluate the acute oral toxicity of CC to determination of Lethal Dose 50% 

(LD50) and investigation of biochemical and hematological parameters as well as the 

anxiolytic effect through the open field test, rota rod and elevated plus maze in male Swiss 

mice. The treatment caused no deaths or toxicity in animals, it is not possible to calculate the 

LD50, but showed no biochemical and hematological changes after treatment with CC in doses 

25, 50 and 75 mg kg
-1

. There was no change in the number of groomings and there was a 

decrease in the number of rearings. In relation to the elevated plus-maze was a greater 

number of entries into open arms, and a greater time spent in open arms, suggesting a 

potential anxiolytic effect. With regard to route test rod was not observed change in residence 

time in the rotating bar and was not detected changes in the number of falls. The fourth 

chapter refers to the patent application for registration submitted to the National Institute 

of Industrial Property (INPI) by Center for Innovation and Technology Transfer (NINTEC), 

in order to subsidize the development of a new pharmaceutical formulation using cyano-

carvone for the treatment of neurodegenerative diseases. 

 

 

Keywords: Anxiety, Anticonvulsant, Antioxidant, Monoterpene, Cyano-carvone 
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1. INTRODUÇÃO 

Atualmente a demanda por medicamentos à base de plantas medicinais é crescente. 

Esta nova alternativa terapêutica pode ser considerada uma forma mais saudável e menos 

danosa de tratamento. Além disso, pode reduzir a ausência de acesso aos medicamentos 

farmacoquímicos e apresentar uma menor incidência de efeitos colaterais (OLIVEIRA et al., 

2008). 

Até o século XIX, os medicamentos disponíveis eram quase que exclusivamente 

formulados à base de plantas medicinais. Segundo Oliveira e Akisue (1998), planta medicinal 

é todo vegetal que contém em um ou vários de seus órgãos, substâncias que podem ser 

empregadas para fins terapêuticos ou precursores de substâncias para este fim. Fato que pode 

ser justificado pela diversidade de constituintes químicos em que os terpenos constituem a 

classe de produtos naturais com maior número de substâncias descritas (DEWICK et al., 

2009), motivo que reforça a utilização de um monoterpeno no presente estudo. 

De acordo com Santos (2005) os monoterpenos podem ser divididos em três grupos, a 

saber: acíclicos, monocíclicos e bicíclicos, classificados nos subgrupos dos hidrocarbonetos 

insaturados como o limoneno, os álcoois como o mentol, lactonas ou monoterpenos lactônicos 

denominados de iridóides como a nepelactona, as tropolonas como γ-tujaplicina e os aldeídos 

ou cetonas como a carvona, um monoterpeno monocíclico cetônico, do qual foi obtido por 

meio de uma modificação estrutural de cianificação o derivado sintético ciano-carvona que é a 

substância de interesse do presente estudo. 

Dessa forma a carvona (p-mentha-6,8-dien-2-ona) um monoterpeno cetônico 

encontrado como o principal componente ativo de diversos óleos essenciais de plantas 

medicinais, como hortelã (Mentha spicata L.), aneto (Anethum graveolens L.), cominho 

(Carum carvi L.) e capim-cidreira (Lippia alba Mill.) apresenta várias propriedades 

farmacológicas como antimicrobiana (DUARTE, 2006), antifúngica (SARTORATTO et al., 

2004), anti-inflamatória e anti-septica (SOUSA, 2004) e pode ser empregado na indústria 

farmacêutica, alimentícia e de cosméticos. Normalmente este monoterpeno é obtido por 

hidrodestilação e ocorre naturalmente como os enantiômeros (+)- e (-)-carvona em várias 

plantas medicinais (GONÇALVES et al., 2010), sendo desta forma utilizado pela química 

medicinal como precursor de vários derivados sintéticos. 

Alguns destes estudos têm relatado que os monoterpenos e seus derivados sintéticos 

apresentam várias propriedades farmacológicas, dentre as quais podemos citar algumas deles 

com atividade no sistema nervoso central (SNC) como a α,β-epóxi-carvona com atividade 
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antinociceptiva (SOUSA et al., 2007b) e o limoneno (VIANA et al., 2000), o mentol 

(GALEOTTI et al., 2002), o citronelol (SOUSA et al., 2006), α-terpineol (SOUSA et al., 

2007d) e o isopulegol (SOUSA et al., 2009) com ação anticonvulsivante. 

No estudo de Buchbauer e colaboradores (2005) foi verificado que o efeito da carvona 

sobre a atividade locomotora de ratos depende da quiralidade deste terpeno cetônico. Nesse 

estudo os autores demonstraram que a (-)-carvona apresenta maior efeito sedativo e relaxante 

muscular, enquanto que a (+)-carvona produz tanto sedação quanto um aumento da atividade 

locomotora em ratos. 

Apesar disso, existem poucos estudos que demonstram claramente os efeitos da 

carvona e derivados sintéticos deste composto no SNC (GONÇALVES et al., 2010). Assim, a 

potencial atividade farmacológica da ciano-carvona um derivado sintético da carvona foi 

avaliado em modelos experimentais para a elucidação dos seus efeitos neurofarmacológicos, 

bem como foi investigada a sua toxicidade aguda para garantir que o seu uso pode ser feito de 

forma segura em humanos, de acordo com as propriedades farmacológicas identificadas. 

Dentre os efeitos neurofarmacológicos, no presente estudo avaliamos o potencial 

ansiolítico e anticonvulsivante da ciano-carvona em modelos animais, uma vez que os 

transtornos de ansiedade e a epilepsia são as condições psiquiátricas mais comuns em países 

desenvolvidos e em desenvolvimento. Atualmente em algum momento da sua vida uma 

grande parte da população é acometida com estas condições. Devido à limitada eficácia e o 

elevado número de efeitos colaterais das drogas disponíveis, a necessidade de tratamentos 

mais eficazes e seguros é cada vez maior (MORA et al., 2005). 

Nesse sentido a comprovação das atividades farmacológicas das plantas medicinais 

utilizadas popularmente ou a descoberta de seus constituintes ativos responsáveis pelas suas 

propriedades curativas e/ou toxicológicas se faz essencial na busca de novos agentes 

terapêuticos. Dessa forma, a ciano-carvona como derivado de um composto natural, em 

estudos preliminares demonstrou atividades no SNC, sugerindo uma possível atividade 

ansiolítica e anticonvulsivante, reforçando o interesse no presente estudo, uma vez que os 

dados poderão subsidiar o desenvolvimento de novas formulações farmacêuticas com este 

monoterpeno para o tratamento destas patologias como novas perspectivas de psicofármacos. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral  

 

 Avaliar os efeitos bioquímicos e farmacológicos da ciano-carvona em 

camundongos por meio da determinação da toxicidade aguda, atividade 

ansiolítica, anticonvulsivante e antioxidante in vitro da ciano-carvona para 

subsidiar o desenvolvimento de um fitomedicamento. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 Determinar a dose letal 50% (DL50) e avaliar a toxicidade aguda sobre os 

parâmetros bioquímicos e hematológicos; 

 Avaliar o possível efeito ansiolítico da ciano-carvona em modelos experimentais 

em camundongos adultos; 

 Avaliar a atividade anticonvulsivante da ciano-carvona caracterizando seu 

mecanismo de ação sobre convulsões induzidas por pilocarpina; 

 Examinar a atividade antioxidante in vitro da ciano-carvona. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

3.1 PLANTAS MEDICINAIS 

Atualmente as plantas medicinais desempenham um grande papel na saúde humana 

em todo o mundo (WONDIMU et al., 2007). Os estudos com plantas medicinais são 

crescentes devido à sua capacidade de produzir moléculas com atividade terapêutica. Uma 

planta é tida como medicinal por possuir substâncias que têm ação farmacológica (atuação 

dos componentes químicos das plantas no organismo) (YUNES et al., 2005). O conhecimento 

da atividade medicinal das plantas vem desde os primórdios da humanidade até a atualidade, 

sendo utilizada pra diversos fins, como para a alimentação, na prevenção e no tratamento de 

doenças.  

A fitoterapia é a área da medicina que utiliza matérias-primas ativas de origem 

vegetal, cujos princípios ativos são substâncias ou classes de substâncias quimicamente 

definidas de plantas medicinais. Estas plantas medicinais utilizadas na medicina popular 

podem ter suas ações farmacológicas já comprovadas por meio de estudos científicos devido 

aos seus efeitos terapêuticos em modelos experimentais (BRASIL, 2006). Diante disso, a 

utilização de plantas na medicina se deve ao esclarecimento e comprovação das ações 

farmacológicas dessas entidades por diversos estudos científicos. 

Dessa forma, a presença de compostos secundários na constituição química das plantas 

medicinais tem sido bastante explorada. Este fato pode ser justificado pela grande diversidade 

estrutural, como a presença dos terpenos, alcalóides, flavonóides, cumarinas, entre outros. A 

utilização destas plantas para fins terapêuticos deve levar em consideração não apenas a ação 

farmacológica, como também a eficácia e segurança terapêutica para uso clínico em humanos 

(MATOS, 2000).  

Segundo Mariz e colaboradores (2008) pesquisas com plantas medicinais no Brasil 

ainda são limitadas, o crescimento de pesquisas nessa área pode corresponder apenas a 10% 

ao ano. Desta forma, existe ainda no Brasil uma diversidade de plantas que necessitam de 

estudos para elucidar e comprovar atividades biológicas já observadas empiricamente. 

Vários medicamentos fitoterápicos são reconhecidos com atividades no sistema 

nervoso central (SNC). O uso popular destes produtos farmacêuticos pode ser relacionado ao 

potencial efeito no tratamento de diversas patologias crônicas, como depressão, enxaqueca, 

epilepsia e ansiedade (SILVA et al., 2011). Assim, a ciano-carvona como um derivado de um 

composto natural, a carvona, apesar de ter poucos estudos acerca da sua ação farmacológica 

se apresenta como uma perspectiva para o desenvolvimento de novos produtos fitoterápicos. 
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Portanto, se faz necessário a realização de estudos para avaliar sua toxicidade aguda, bem 

como para subsidiar o esclarecimento do seu mecanismo de ação sobre o SNC para uma 

possível utilização no tratamento clínico de doenças neurodegenerativas. 

 

3.2 MONOTERPENOS 

Entre os compostos isolados de plantas medicinais podemos destacar os 

monoterpenos. Estes compostos representam os principais componentes dos óleos essenciais e 

são produzidos em diferentes partes das plantas (OSTERHAVEN et al., 1995). As atividades 

biológicas de muitas ervas medicinais têm sido atribuídas aos monoterpenos (GRANGER et 

al., 2005), justificando a sua utilização na medicina tradicional no tratamento de ansiedade 

(PANOSSIAN et al., 2010), insônia (GYLLENHAAL et al., 2000) e convulsão (LINCK et 

al., 2009). 

Na composição dos óleos essenciais os terpenos são os constituintes mais importantes 

abrangendo uma grande variedade de substâncias de origem vegetal. Suas moléculas são 

constituídas por unidades básicas de isopreno e normalmente contêm 10, 15, 20 ou 30 átomos 

de carbono (DEGENHARDT et al., 2009). Destes podemos destacar a importância 

farmacológica dos monoterpenos, uma vez que após realizar uma revisão de literatura os 

compostos como linalol, limoneno, α-felodreno e isopulegol demonstram efeitos ansiolíticos, 

anticonvulsivantes, antinociceptivos e antidepressivos, respectivamente (SILVA et al., 2007; 

PASSOS et al., 2009; LINCK et al., 2010; LIMA et al., 2011). 

Os componentes dos óleos essenciais das plantas são divididos em duas classes 

químicas inteiramente distintas, terpenóides e fenilpropanóides, que se originam de 

metabolismos precursores diferentes e são gerados por rotas biossintéticas completamente 

distintas. Os terpenóides são preponderantes nos óleos voláteis e são originados a partir do 

ácido mevalônico e os fenilpropanóides, provenientes do ácido chiquímico (SANGWAN et 

al., 2001). 

 

Ilustração 1: Estrutura química dos compostos: isopreno, monoterpeno e sesquiterpenos.  

   

Isopreno Monoterpeno Sesquiterpenos 
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É bem estabelecido que os terpenóides são derivados a partir de cinco unidades de 

carbono, chamadas de isopreno, conforme ilustração 1. Os principais terpenos são os 

monoterpenos (C10) e sesquiterpenos (C15) (BAKKALI et al., 2008). 

Entre os terpenóides podemos relatar a importância farmacológica e para a indústria 

farmacêutica dos monoterpenos, uma vez que na literatura há diversos estudos que 

demonstram as ações de terpenos carbonilados sobre o SNC, como por exemplo, os terpenos 

do tipo cetona (carvona), aldeído (citronela), ácido carboxílico (ácido caurenóico) e éster 

(jasmonato de metila) que apresentam significativa atividade antinociceptiva em roedores 

(BLOCK et al., 1998; HERZBERG et al., 2009; MELO et al., 2010).  A ilustração 2 

representa as principais estruturas químicas destes monoterpenos já estudados 

farmacologicamente. 

 

Ilustração 2: Estruturas químicas de monoterpenos com propriedades farmacologicamente 

definidas.  

 

O

H

 Carvona                                            Limoneno 

 

CH2OH

                                        

O

CO2Me
 

                            Citronela                                                   Jasmonato de metila 

 

 

Os terpenos de menor massa molecular (monoterpenos) são encontrados nos óleos 

essenciais de diversas plantas medicinais que exercem atividade farmacológica no SNC, 

sendo, portanto, de extrema relevância a realização de estudos toxicológicos e farmacológicos 

de derivados sintéticos destes compostos naturais, para subsidiar o desenvolvimento 

farmacêutico de novos fitomedicamentos. 
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3.3 CIANO-CARVONA 

Como alternativas para produção de novos fármacos, modificações estruturais podem 

ser propostas, em um processo de biotransformação de compostos orgânicos para a obtenção 

de grande diversidade de moléculas, havendo, assim, um aumento da perspectiva de novos 

fitomedicamentos para o tratamento clínico de diversas doenças que acometem a saúde 

humana e/ou animal (CARVALHO et al., 2003) 

As transformações dos terpenos podem ser realizadas por meio de processos 

catalíticos envolvendo inúmeros tipos de reações como isomerização, hidrogenação, 

carbonilação, oxidação, metátese, dimerização e outras. As metodologias citadas são 

utilizadas normalmente para adicionar maior eficácia ou menor toxicidade aos monoterpenos 

(COSTA et al., 2011). 

Em pesquisas realizadas em bancos de dados, como SCIENCE DIRECT, MEDLINE, 

SCIELO não foram encontrados nenhum estudo com a ciano-carvona (CC), derivado sintético 

obtido a partir do monoterpeno cetônico, carvona, um monoterpeno monocíclico que pode ser 

encontrado no óleo essencial de Carum carvi L. (IACOBELIS et al., 2005), Kaempferia 

galanga L. (JIROVETZ et al., 2001), Lippia alba Mill. (OLIVEIRA, 2010). Diante dessa 

informação é evidente a necessidade da realização do presente estudo uma vez que essa 

dissertação de mestrado há o propósito de investigar a toxicidade aguda, bem como os efeitos 

ansiolíticos e anticonvulsivantes deste monoterpeno sintético em modelos experimentais 

farmacológicos. 

Para este estudo o composto ciano-carvona (Ilustração 1), foi obtido por meio de 

síntese a partir da substância R-(-)-carvona. Sendo este monoterpeno um análogo de vários 

compostos monoterpênicos como o limoneno, mentol, mentona, pulegona e 

hidroxidihidrocarvona (UMEZU et al., 2001; SOUSA et al., 2006), que possuem atividade 

farmacológica sobre o SNC de roedores (UMEZU et al., 2001). 

Ilustração 1- Modificação estrutural da R-(-)-carvona por meio de uma cianificação para 

obtenção da ciano-carvona 
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Na literatura são relatados efeitos farmacológicos semelhantes sobre o SNC para 

análogos da carvona (PASSOS et al., 2009; GONÇALVES et al., 2010). Dentre estes 

análogos podemos citar a α,β-epoxy-carvona, um monoterpeno originado de óleos essenciais 

de Carum carvi L. e Kaempferia galanga L., bem como em outras plantas medicinais e por 

meio de processos de síntese (ALMEIDA et al., 2008). Vários estudos demonstram efeitos 

diversos da α,β-epoxy-carvona (SIQUEIRA et al., 2011; ARRUDA et al., 2006). No entanto, 

Sousa e colaboradores (2007c) demonstraram que estes efeitos farmacológicos podem ser 

prioritariamente sobre o SNC. Estas informações reforçam e justificam a atual pesquisa com a 

ciano-carvona, uma vez que pretende-se identificar os efeitos no SNC, bem como o seu 

mecanismo de ação para propor seu uso terapêutico no tratamento de doenças 

neurodegenerativas, principalmente para a ansiedade e epilepsia. 

 

3.4 ANSIEDADE 

A ansiedade é considerada a mais comum desordem psiquiátrica afetando entre 10 a 

30% da população em geral (SEO et al., 2007). Ansiedade em excesso pode ser debilitante e 

prejudicar a qualidade de vida do indivíduo. Transtornos de ansiedade na sociedade moderna 

tem uma prevalência relativamente elevada e estão se tornando um grave problema de saúde 

pública. 

Esta patologia consiste em um estado de tensão ou apreensão constante cujas causas 

não são necessariamente produtoras de medo, mas sim da expectativa de alguma coisa (nem 

sempre ruim) que acontecerá num futuro próximo. Neste quadro patológico podemos observar 

reações normais até o momento em que começam a provocar sofrimento no indivíduo (LENT, 

2004). Há vários tipos de ansiedade, sendo os mais comuns os distúrbios do pânico, as fobias 

e o transtorno do estresse pós-traumático (GARAKANI et al., 2006).  

Os transtornos psiquiátricos de ansiedade caracterizam-se por sintomas cognitivos, 

comportamentais, somáticos e perceptivos. Podendo ser induzida por muitas alterações 

fisiopatológicas como endócrinas, auto-imunes, metabólicas e distúrbios neurotoxicológicos, 

bem como pelos efeitos adversos de alguns medicamentos (KESSLER et al., 2005). 

A taxa de prevalência dessas doenças está aumentando em todo o mundo, tanto em 

países desenvolvidos como nos países em desenvolvimento. A Organização Mundial de 

Saúde (OMS) estima quase 500 milhões de pessoas no mundo sofrem de um transtorno 

mental ou comportamental. Esses dados justificam novas investigações orientadas para o 

isolamento e identificação de novos produtos com atividade no SNC, na busca de alternativas, 
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mais específicas, com custos menores e com maior utilização de medicamentos sintéticos 

obtidos a partir de compostos naturais (HERRERA-RUIZ et al., 2006). 

Atualmente, os medicamentos mais amplamente prescritos para desordens de 

ansiedade são benzodiazepínicos. Entretranto, seu uso clínico é limitado por seus efeitos 

colaterais, como comprometimento psicomotor, potenciação de outras drogas centrais, 

depressão e vários sintomas de dependência (YAMADA et al., 2009). Assim como a 

buspirona e antidepressivos que também apresentam efeitos indesejáveis como amnésia e 

dependência (RAUPP et al., 2008).  

O desenvolvimento de novos fitomedicamentos ansiolíticos tem sido uma área de 

interesse. Recentemente vários tipos de medicamentos fitoterápicos têm sido usados como 

ansiolíticos no mundo (REX et al., 2002). Compostos isolados de fontes vegetais também 

fornecem moldes estruturais para a obtenção de substâncias sintéticas e, além disso, podem 

ser empregados como ferramentas na identificação de mecanismos de ação (PASSOS et al., 

2009).  

O estudo com plantas medicinais para o tratamento de doenças psiquiátricas tem 

progredido significativamente nos últimos anos. Essa busca por novos agentes terapêuticos 

provenientes de produtos naturais remete no aumento no número de preparações herbárias 

para as quais o potencial psicoterapêutico tem sido avaliado em diversos modelos animais, 

reforçando e justificando a realização do presente estudo (SOUSA et al., 2008). 

Nessa perspectiva a ciano-carvona pode ser uma nova alternativa como 

fitomedicamento ansiolítico, sendo necessária a realização de estudos para elucidação do seu 

efeito sobre o SNC e possível atividade no tratamento de transtornos de ansiedade. 

 

3.5 EPILEPSIA 

 

A epilepsia é um dos distúrbios neurológicos mais comuns que afeta pessoas de todas 

as idades, raças, classes sociais, nacionalidades (BOER et al., 2007) e dados recentes da 

Organização Mundial de Saúde relatam que a doença chega a atingir cerca de 50 milhões de 

pessoas no mundo e cerca de três quartos das pessoas afetadas nos países em desenvolvimento 

não recebem o tratamento que necessitam. Há estimativas que mais de 80% das pessoas com 

epilepsia vivem em países em desenvolvimento (WHO, 2005). 

Esse distúrbio neurológico causa convulsões, estes ataques podem variar de muito 

leve, com ruptura da atenção por alguns segundos, a grave, com espasmos musculares e perda 
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de consciência (CRAMER et al., 2007). Segundo Freitas (2008) a epilepsia é uma doença 

crônica de causa diversa, caracterizada por crises repetidas justificadas por uma descarga 

excessiva dos neurônios cerebrais em diferentes estruturas apresentando diversas 

manifestações clínicas, podendo ocorrer também quando há um aumento em nível basal de 

excitação do SNC, superior ao limiar da convulsão.  

Na década de 90 houve um aumento significativo na regulamentação de drogas 

anticonvulsivantes, o clobazam® e a vigabatrina são as drogas padrão no tratamento de 

epilepsia e muitos ensaios com novas drogas estão em andamento (KARCESKI et al., 2005). 

A possibilidade de novos tratamentos promete uma melhor qualidade de vida para muitas 

pessoas com epilepsia. Dessa forma, medicamentos que aumentam a adesão do paciente e 

dimunuem a tolerabilidade são promissores no tratamento da epilepsia. 

Houve um aumento na busca por novos agentes terapêuticos utilizando plantas 

medicinais aromáticas para o tratamento de distúrbios psiquiátricos (CAMPELO et al., 2011),  

por isso estudos com fitoterápicos  estão sendo bastante reconhecidos como uma perspectiva 

no tratamentos de doenças neurodegenerativas. 

Beyenburg e colaboradores (2005) mostraram que há uma relação entre epilepsia e 

outros transtornos do SNC, como depressão e ansiedade, chegando a uma taxa de 50 a 60% 

dos pacientes com essas apresentações (McCAGH et al., 2009). Assim, medicamentos que 

tratam esses transtornos psicossociais como a ciano-carvona se mostram como ótima 

alternativa para melhorar o tratamento dessa doença. 
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RESUMO 

O presente estudo avaliou a atividade antioxidante in vitro da ciano-carvona (CC) contra a 

formação de espécies reativas com o ácido tiobarbitúrico (TBARS), radical hidroxila e 

produção de óxido nítrico. Após a análise dos resultados foi observado que a ciano-carvona 

nas concentrações testadas, foi capaz de prevenir a peroxidação lipídica induzida por 2’2-

azobis-2-amidinoproprano (AAPH), inibindo a quantidade de TBARS formado. Resultado 

semelhante foi obtido com o Trolox, um análogo sintético hidrofílico do α-tocoferol, que é 

largamente usado como padrão antioxidante. Este resultado sugere que a ciano-carvona pode 

exercer um efeito antioxidante contra a peroxidação lipídica in vivo. A ciano-carvona também 

produziu uma remoção do radical hidroxila podendo ser devido a uma atividade antioxidante, 

sugerindo uma possível capacidade de proteção contra danos celulares in vivo produzidos por 

este radical. O Trolox, droga usada como padrão, também reduziu significativamente a 

quantidade deste radical. Na avaliação de produção de óxido nítrico, houve uma diminuição 

significativa na produção deste composto pela ciano-carvona, demonstrando uma propriedade 

antioxidante in vitro, que pode ser explorada para a proteção in vivo das biomoléculas, como 

lipídios da membrana celular, contra danos causados pelos radicais livres. A CC apresentou 

um forte potencial antioxidante in vitro, por meio da capacidade de remoção de radicais 

hidroxilas e do óxido nítrico, bem como preveniu a formação de TBARS. No entanto, mais 

estudos são necessários para caracterizar melhor as propriedades antioxidantes da ciano-

carvona. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Antioxidante, Ciano-carvona, Óxido Nítrico, Peroxidação lipídica, 

Radical Hidroxila. 
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ABSTRACT: Evaluation of antioxidant activity in vitro of the cyano-carvone: a natural 

compound 

This study evaluated the in vitro antioxidant activity of cyano-carvone (CC) against the 

formation of reactive species with thiobarbituric acid (TBARS), hydroxyl radical and nitric 

oxide production. After analysis of the results was observed that the cyano-carvone in 

concentrations was able to prevent lipid peroxidation induced by AAPH, inhibiting amount of 

TBARS formed. Similar results were obtained with Trolox, a synthetic analogue of the 

hydrophilic α-tocopherol, which is widely used as antioxidant standard. This result suggests 

that the cyano-carvone can exert an antioxidant effect against lipid peroxidation in vivo. The 

cyano-carvone also produced a removal of the hydroxyl radical may be due to an antioxidant 

activity, suggesting a potential ability to protect against cell damage in vivo produced by this 

radical. The Trolox, a drug used as standard, also significantly reduced the amount of this 

radical. In the evaluation of nitric oxide production, a significant reduction in the production 

of this compound by CC, showing an antioxidant property in vitro, that can be investigated in 

vivo to protect the biomolecules such as lipids of cell membrane against the damage caused by 

radicals. The CC had a strong antioxidant potential in vitro, and by removal capacity of from 

hydroxyl radicals and nitric oxide, and prevented the formation of TBARS. However, more 

studies are needed to better characterize the antioxidant properties of cyano-carvone. 

 

KEYWORDS: Antioxidant, Cyano-carvone, Nitric oxide, Lipidic peroxidation, Hydroxyl 

radical. 
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INTRODUÇÃO 

 

Radical livre é todo átomo ou molécula que contém um ou mais elétrons 

desemparelhados (HALLIWELL, 1991), e é constantemente formado em processos 

biológicos e pode ser removido por defesas antioxidantes. Os antioxidantes podem atuar como 

defesas biologicamente importantes contra espécies reativas derivadas do oxigênio e 

nitrogênio. Durante a redução do oxigênio molecular as espécies reativas derivadas do 

oxigênio (EROS) podem ser formadas, bem como podem ser produzidos radicais livres 

derivados do nitrogênio (ERNS) (ANDERSON; PHILLIPS, 1999). 

Estas espécies reativas estão envolvidas em muitas doenças, incluindo aterosclerose 

(XI et al., 2007), distúrbios do trato respiratório (RICCIARDOLO et al., 2006), doenças 

neurodegenerativas (REED, 2011), doença inflamatória intestinal (RAHMAN et al., 1992), 

neoplasias (VALENÇA; PORTO, 2008) e também no processo fisiológico do envelhecimento 

(CADENAS; DAVIES, 2000). 

Agentes antioxidantes podem prevenir ou diminuir os danos oxidativos nos tecidos 

humanos produzidos por EROS e ERNS. Dessa forma, pode ser definido como um grupo 

diverso de moléculas naturais, que podem estar presentes em baixas concentrações, 

comparativamente às biomoléculas com ação antioxidante (GUTTERIDGE; HALLIWELL, 

2010). 

O estresse oxidativo pode ser considerado uma ameaça constante para o organismo, 

uma vez que uma série de defesas antioxidantes e sistemas de reparo em células evoluíram 

com a função de proteção contra a destruição e danos causados pelos radicais livres. Dessa 

forma, podemos citar as enzimas superóxido dismutase (SOD), juntamente com catalase e 

glutationa peroxidase que promovem a desintoxicação dos radicais superóxido, peróxido de 

hidrogênio e hidroperóxidos lipídicos, respectivamente (WICKENS, 2001). 

O desenvolvimento de novos fármacos com ação antioxidante tem sido um importante 

objeto de estudo, uma vez que a terapêutica farmacológica atual para o tratamento de doenças 

como Alzheimer, Parkinson, esclerose múltipla, doença de Huntington e alguns tipos de 

neoplasias pode ser realizada devido às propriedades antioxidantes de muitos compostos 

naturais e/ou sintéticos (REED, 2011). Além disso, compostos com ação antioxidante podem 

retardar o envelhecimento. Dessa forma, a busca por novos agentes antioxidantes é 

extremamente necessária e atualmente é objeto de interesse em novas pesquisas pela indústria 

farmacêutica.  
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Diversos estudos demonstram atividade antioxidante dos monoterpenos α-terpineol 

(BICAS et al., 2011),  α-tujona, (MOTHANA et al., 2011), 1,8-cineol, α-pineno (WANNES 

et al., 2010) e γ-terpineno (RUBERTO; BARATTA, 2000). Neste sentido, vários compostos 

de origem vegetal encontrados em abundância na natureza têm sido estudados, entre eles os 

monoterpenos. 

Entre os monoterpenos, podemos destacar a carvona de ocorrência natural na forma 

dos enantiômeros (+)- e (-)-carvona. A carvona (p-mentha-6,8-dien-2-ona) é um monoterpeno 

cetônico encontrado como o principal componente ativo de diversos óleos essenciais de 

plantas medicinais, como hortelã (Mentha spicata L.), aneto (Anethum graveolens L.), 

cominho (Carum carvi L.) e capim-cidreira (Lippia alba Mill.) (GONÇALVES et al., 2010). 

A partir de um processo de destilação e uma modificação estrutural da carvona por meio de 

uma cianificação podemos obter a ciano-carvona (Ilustração 1) (SOUSA et al., 2010). Após 

revisão da literatura verificamos que este monoterpeno ainda não foi avaliado quanto ao seu 

potencial antioxidante in vitro. 

Diante disto, este estudo teve como objetivo inicial caracterizar a atividade 

antioxidante da ciano-carvona em metodologias in vitro e posteriormente propor seu 

mecanismo de ação por meio das reações químicas envolvidas nas reações do composto 

ciano-carvona com os radicais L
·
 (radical lipídico) durante a peroxidação lipídica, bem como 

com o radical NO2
-
 (nitrito) durante a decomposição espontânea do nitroprussiato de sódio. E 

com o radical HO
.
 (radical hidroxila) durante a decomposição da 2-desoxirrobose. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Obtenção da ciano-carvona 

Para preparar o composto avaliado no presente estudo foi realizada uma primeira etapa 

com adição de cianeto em meio aquoso a R-(-)-carvona a 0 
o
C, sendo em seguida 

acrescentado ácido acético à mistura conforme descrito na ilustração 1. A partir desta reação 

foi obtido o composto (cetronitrila ou ciano carvona) com 90% de rendimento. Esta reação 

ocorreu por meio da adição de 1,4 do ânion cianeto, que é termodinamicamente mais 

favorável e irreversível, contudo mais lenta que a adição 1,2.  

Os dados de RMN 
1
H e RMN 

13
C do composto ciano-carvona (1S, 2S, 5R)-5-

isopropenil-2-metil-3-oxo ciclohexanocarbonitrila estão descritos na Tabela 1.  
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Ilustração 1: Modificação estrutural da R-(-)-carvona por meio de uma cianificação para 

obtenção da ciano-carvona. 

 

 

 

Avaliação da atividade antioxidante in vitro da ciano-carvona 

 

Avaliação dos efeitos da ciano-carvona in vitro contra a produção de espécies reativas 

com o ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

 

A determinação do conteúdo de espécies reativas com o ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

foi realizada para quantificar o nível de peroxidação lipídica (ESTERBAUER; 

CHEESEMAN, 1990). Este método foi usado para determinar a capacidade antioxidante in 

vitro do composto ciano-carvona usando gema de ovo homogeneizado como substrato rico 

em lipídio (GUIMARÃES et al., 2010). Brevemente, a gema de ovo foi homogeneizada (1%, 

w/v) em tampão fosfato 20 mM (pH 7,4). Deste homogenato 1 mL foi sonicado e 

homogeneizado com 0,1 mL de ciano-carvona (CC) em diferentes concentrações. A 

peroxidação lipídica foi induzida pela adição de 0,1 mL de solução de AAPH (2,2’-azobis 2-

amidinopropano) (0,12 M). O controle foi realizado apenas com veículo (Tween 80 0,05 % 

dissolvido em solução salina 0,9%) usado para dissolver a substância avaliada.  

As reações foram realizadas durante 30 min a 37 ºC. Após o resfriamento, as amostras 

(0,5 mL) foram centrifugadas com 0,5 mL de ácido tricloroacético (15%) a 1200 rpm durante 

10 min. Uma alíquota de 0,5 mL do sobrenadante foi misturada com 0,5 mL de ácido 

tiobarbitúrico (0,67%) e aquecida a 95 °C durante 30 min.  

Após o resfriamento, foram medidas as absorbâncias a 532 nm dos tubos contendo 

diferentes concentrações da amostra utilizando um espectrofotômetro. Os resultados foram 

expressos em porcentagem de TBARS formadas por AAPH sozinho (controle induzido). 
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Avaliação dos efeitos da ciano-carvona in vitro contra a produção do radical nitrito 

(NO2
-
) 

 

O óxido nítrico (NO) foi gerado a partir da decomposição espontânea do nitroprussiato 

de sódio (NPS) em tampão fosfato 20 mM (pH 7,4). Uma vez gerado NO, ele interage com o 

oxigênio para produzir íons nitrito, que foram medidos pela reação de Griess (FERREIRA et 

al., 2008). A mistura reacional (1 mL) contendo nitroprussiato de sódio (NPS) em tampão 

fosfato 10 mM e o composto avaliado em diferentes concentrações foram incubados a 37 °C 

durante 1 h. Uma alíquota de 0,5 mL foi retirada e homogeneizada com 0,5 mL do reagente 

de Griess. A absorbância do cromóforo foi medida a 540 nm. A porcentagem de inibição do 

óxido nítrico gerado foi medida por meio da comparação dos valores de absorbância dos 

controles negativos (apenas 10 mM de nitroprussiato de sódio e veículo) e das preparações 

para ensaio. Os resultados foram expressos em porcentagem de nitrito formado por NPS 

sozinho. 

 

Avaliação dos efeitos da ciano-carvona in vitro contra a produção do radical hidroxila 

(OH
.
) 

 

A produção do radical hidroxila (OH
.
) foi quantificada por meio da reação de Fenton. 

Durante esta reação foi determinado o efeito in vitro da ciano-carvona contra a produção OH
. 

produzido pela degradação oxidativa da 2-desoxirribose (LOPES et al., 1999). O princípio do 

ensaio é a quantificação do produto de degradação da 2-desoxirribose, o malondialdeído, por 

meio da sua condensação com ácido tiobarbitúrico (TBA). Resumidamente, as reações foram 

iniciados pela adição de Fe
2+ 

(FeSO4) com concentração final 6 mM para soluções contendo 

2-desoxirribose 5 mM, H2O2  100 mM e tampão fosfato 20 mM (pH 7,2). Para determinar a 

atividade antioxidante in vitro da CC contra a formação do radical hidroxila, diferentes 

concentrações da CC foram adicionadas ao sistema antes da adição de Fe
2+

. As reações foram 

realizadas durante 15 min em temperatura ambiente e foram cessadas pela adição de ácido 

fosfórico a 4% (v/v), seguido da adição de TBA 1% (v/v, em NaOH 50 mM). As soluções 

foram aquecidas em banho maria durante 15 min a 95 °C, e depois resfriado à temperatura 

ambiente. A absorbância foi medida em 532 nm e os resultados foram expressos como 

equivalentes do MDA formada por Fe
2+

e H2O2. 
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Análises estatísticas 

 

Os dados obtidos foram avaliados por meio da Análise de Variância (ANOVA), 

seguida pelo teste t-Student-Newman-Keuls como post hoc teste. Em todos os casos, as 

diferenças foram consideradas significativass quando p<0,05.  

 

RESULTADOS 

Os dados de RMN 
1
H e RMN 

13
C do composto ciano-carvona estão de acordo com os 

descritos por Verstegen-Haaksma e colaboradores (1994) (Tabela 1). 

 

Tabela 1: Dados de RMN 
1
H e RMN 

13
C do composto ciano-carvona (1S, 2S, 5R)-5 

isopropenil-2-metil-3-oxo-ciclohexanocarbonitrila. 

  

N
O

 RMN
13

C-DEPT (50 MHz-CDCl3) RMN
1
H (200 MHz-CDCl3) 

     

1  44,9  2,65-2,55 (m, 1H) 

2  206,7   

3  45,8  2,63 (dd, J = 2,1; 6,6 Hz, 1H); 2,33-

2,29 (m, 1H) 

4  35,6  2,78 (tt, J = 3,8 Hz; 12,6 Hz, 1H) 

5  32,8  2,26-2,22 (m, 1H) 

2,04-1,97 (m, 1H) 

6  42,2  3,38-3,32 (m, 1H) 

7  12,5  1,20-1,30 (m, 3H) 

8  145,5   

9  111,1  4,83 (d, J = 12,4 Hz, 2H) 

10  20,4  1,77 (s, 3H) 

1’  118,6   

O
CN

1
2

3
4

5

6

89 10

1'7
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A peroxidação lipídica foi analisada pelo método de quantificação do TBARS, que é 

um ensaio que utilizado extensivamente para estimar a peroxidação dos lípidos nas 

membranas e sistemas biológicos. Os resultados obtidos mostram que, em todas as 

concentrações testadas (0,9; 1,8; 3,6; 5,4 e 7,2 ng/mL) a ciano-carvona causou uma 

diminuição significativa na produção de TBARS em relação ao grupo AAPH, com inibição de 

56; 62; 66; 69,6 e 72,1%, respectivamente. O Trolox (droga padrão) também reduziu o 

parâmetro observado, apresentando 47,7% de inibição (Ilustração 2). 

 

Ilustração 2: Avaliação dos efeitos de ciano-carvona contra a formação de TBARS in vitro.  
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Lipídeos extraídos da gema do ovo submetido a danos oxidativos por incubação com AAPH e 

a capacidade de diferentes concentrações de ciano-carvona para prevenir a formação de 

TBARS foi analisado. Controle (Tween 80 0,05% dissolvido em solução salina 0,9%); Grupo 

AAPH é considerado 100% de dano oxidativo. Valores representam média ± E.P.M, n= 5, 

experimentos em duplicata. 
a
p<0.001 versus AAPH;

 *
p<0.001 versus controle (ANOVA 

seguido do teste t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste). 

 

A ciano-carvona diminuiu os níveis de peroxidação lipídica in vitro e promoveu a 

inibição de 50% da produção das substâncias reativas com o ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

com um valor de CI50 de aproximadamente de 0,66 ng/mL variando de 0,35 a 1,24 ng/mL 

com intervalo de confiança de 95%. 
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A quantificação de TBARS mostrou que a CC exerceu um efeito antioxidante 

significativo contra os radicais peroxil gerados pelo AAPH, protegendo os lipídios da 

oxidação em todas as concentrações (Ilustração 2). Trolox (300 µM), um análogo sintético 

da vitamina E, que protege as membranas do dano oxidativo in vivo, foi usado como padrão 

antioxidante de referência. Como base nesses resultados, elaboramos a proposta de três 

possíveis mecanismos da ação antioxidante in vitro da ciano-carvona contra a formação do 

radical lipídico durante a peroxidação lipídica conforme descritos nas etapas A, B e C da 

ilustração 3. 

 

Ilustração 3: Proposta dos possíveis mecanismos da ação antioxidante da ciano-carvona 

contra a formação do radical lipídico durante a peroxidação lipídica. 
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A avaliação da ciano-carvona como substância seqüestradora de NO também foi 

testada pela sua capacidade de remoção do radical nitrito pelo método de Griess. Os 

resultados apresentados na ilustração 4 demonstram que a CC, nas concentrações testadas de 

0,9; 1,8; 3,6; 5,4 e 7,2 ng/mL foram capazes de remover o conteúdo de nitrito formado de 

maneira significativa de 19,6; 22,6; 26,9; 32,3 e 32,1% de inibição, em relação ao grupo NPS, 

respectivamente. O trolox produziu uma diminuição significativa de 47,96% (Ilustração 4). 

CI50 expressa à concentração da ciano-carvona (ng/mL) que remove 50% do radical 

livre formado. Para a inibição de 50% contra a formação do radical nitrito foi encontrado um 

valor de aproximadamente 0,13 ng/mL para a CI50 variando de 0,07 a 0,24 ng/mL com 

intervalo de confiança de 95%.  

 

Ilustração 4: Atividade antioxidante in vitro da ciano-carvona contra a formação do radical 

nitrito (NO2
-
). 
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O Controle (Tween 80 0,05% dissolvido em solução salina 0,9%) na ausência de uma 

fonte geradora de NO (sem NPS); Grupo NPS, reflete a produção de nitrito por meio da 

decomposição espontânea do nitroprussiato de sódio (NPS) considerada 100% da produção de 

NO. O efeito de diferentes concentrações de ciano-carvona contra NPS foi determinada pelo 

método de Griess. Valores representam média ± E.P.M, n= 5, experimentos em duplicata. 
a
p<0,001 versus NPS (ANOVA seguido do teste t-Student-Neuman-Keuls como post hoc 

teste);
 *

p<0.001 versus controle (ANOVA seguido do teste t-Student-Neuman-Keuls como 

post hoc teste). 

 

Após análise do potencial antioxidante in vitro da CC contra diferentes espécies 

reativas derivadas do nitrogênio, foram propostos três possíveis mecanismos de ação 
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antioxidante contra o nitrito e outras espécies reativas geradas pela sua decomposição 

espontânea do NO (Ilustração 5).  

 

Ilustração 5: Propostas dos possíveis mecanismos de ação antioxidante in vitro da ciano-

carvona contra a formação do radical nitrito (NO2
-
). 
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A Ilustração 6 demonstra a atividade antioxidante da ciano-carvona contra a formação 

de radicais hidroxila (OH
.
). Nas concentrações testadas, a ciano-carvona foi capaz de remover 

o radical OH
.
 de maneira significativa em 47,2, 51,1, 52,2, 57,6 e 64,6%, quando comparado 

ao sistema reacional nas concentrações de 0,9; 1,8; 3,6; 5,4 e 7,2 ng/mL, respectivamente.  Da 
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mesma forma, o Trolox usado como controle positivo na concentração de 0,45 mM inibiu a 

produção do radical hidroxila em 67,1% (p<0,05), quando comparado ao meio reacional 

(Ilustração 6).  

 

Ilustração 6: Avaliação da atividade antioxidante da ciano-carvona contra a formação do 

radical hidroxila. 
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Atividade de ciano-carvona contra a formação do radical hidroxila foi quantificada usando 

degradação oxidativa da 2-desoxirribose in vitro, que produz malonaldeído (MDA) por 

condensação com 2-ácido tiobarbitúrico (TBA). O sistema de produção de MDA foi gerado 

pela degradação da 2-desoxirribose na presença do FeSO4 e H2O2. Outros grupos denotam 

produção MDA pelo meio reacional na presença de diferentes concentrações de ciano-carvona 

(0,9, 1,8, 3,6, 5,4 e 7,2 ng/mL). Valores representam a média ± E.P.M., n = 5, experimentos 

em duplicata. 
a
p<0,001 versus sistema reacional (ANOVA seguido do t-Student-Neuman-

Keuls como post hoc teste).
 *

p<0.001 versus controle (ANOVA seguido do t-Student-

Neuman-Keuls como post hoc teste). 

 

O poder antioxidante da ciano-carvona pode ser devido à presença de sítios 

susceptíveis, podendo ocorrer variações quanto à intensidade da atividade antioxidante em 

função da capacidade dessas estruturas. Assim, a principal característica de um antioxidante é 

a sua capacidade para interceptar radicais livres. 

A concentração inibitória de 50% (CI50) da ciano-carvona contra a formação do radical 

hidroxila foi determinada como aproximadamente 0,20 ng/mL variando de 0,11 a 0,36 com 

intervalo de confiança de 95%. 
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Ilustração 7: Proposta do possível mecanismo de ação da atividade antioxidante in vitro da 

ciano-carvona contra a formação do radical hidroxila. 
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A alta reatividade da ciano-carvona deve-se a presença de três sítios susceptíveis de 

ataque via radical contra a formação de radicais livres. Dentre essas características 

relacionadas a essa reatividade há o grupamento da ligação H α ao grupo carbonila, ao H na 

posição alílica, como possivelmente o H α grupo C≡N gerando intermediários de grande 

estabilidade. Comparativamente com o composto carvona pode ser verificada a presença de 
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apenas dois sítios ativos, justificando sua maior reatividade conforme descrito nos possíveis 

mecanismos de ação contra a formação dos radicais lipídicos, nitrito e hidroxila in vitro.  

 

DISCUSSÃO 

 

A presença de radicais livres tem sido correlacionada com um grande número de 

doenças, não possuindo papel etiológico na grande maioria dos estados patológicos, mas que 

participam diretamente dos mecanismos fisiopatológicos que determinam a continuidade e as 

complicações presentes nesses processos (SOUSA et al., 2007; ARDESTANI; 

YAZDANPARAST, 2007). O aumento na produção de radicais livres pode ocorrer devido à 

hiperóxia e à exposição das células ou indivíduos a certos componentes químicos, à radiação 

ou à inflamação tecidual local, resultando em estresse oxidativo, caracterizado por um 

desequilíbrio entre oxidantes e antioxidantes, no qual ocorre predominância de radicais livres 

(EL-HABIT et al., 2000). 

A concentração efetiva para inibição de 50% (CI50) contra a formação dos radicais 

livres sendo portanto, a concentração da amostra que proporciona uma inibição de 50% da 

formação dos radicais foi calculado a partir do gráfico de percentagem de inibição (% I) em 

relação à concentração da amostra. Em relação aos valores de CI50, todas as concentrações e 

os controles devem esgotar as concentrações dos radicais livres em 50% dentro de 1 h. 

Quanto menor o valor CI50 representar, esta terá uma maior atividade antioxidante da amostra 

(AHMADI et al., 2010). Os resultados contribuem para ampliar o conhecimento sobre as 

propriedades antioxidantes da ciano-carvona, uma vez que ainda não foram descritos 

anteriormente na literatura os valores de CI50 para os radicais hidroxila, nitrito e TBARS deste 

monoterpeno. 

A peroxidação lipídica pode ser definida como os danos biológicos causados por 

radicais livres que são formados durante estresse oxidativo (ZIN et al., 2002). Vários extratos 

de plantas medicinais têm demonstrado efeito inibitório contra a peroxidação lipídica 

conforme verificado pelo método de produção de TBARS in vitro. Os fosfolipídios de 

membrana estão continuamente sujeitos a processos pró- e oxidantes.  

Durante o processo oxidativo ocorre à doação de um átomo de hidrogênio a partir de 

uma cadeia de ácidos graxos insaturados de fosfolipídios da membrana iniciando o processo 

de peroxidação lipídica, que por sua vez se propaga como uma reação em cadeia. Neste 

processo são gerados peróxidos lipídicos e finalmente peróxidos cíclicos, que em última 
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análise são fragmentados de aldeídos combinados como malonildialdeído (SREELATHA; 

PADMA, 2009). 

A ciano-carvona em todas as concentrações testadas inibiu a quantidade de TBARS 

gerado pelo meio reacional AAPH, indicando um efeito protetor contra a peroxidação 

lipídica. Este resultado sugere que a ciano-carvona pode exercer uma proteção antioxidante 

em biomoléculas, como fosfolípidos, triacilgliceróis e ácidos graxos poliinsaturados in vivo, 

os quais são lípideos essenciais para a função da membrana celular e sinalização parácrina. 

Os danos causados por radicais livres são formados após a indução do estresse 

oxidativo em sistemas biológicos (ZIN et al., 2002). Esse efeito biológico pode ser verificado 

durante a peroxidação lipídica. Este último processo precisa ser evitado ou suprimido pelas 

atividades antioxidantes disponíveis no organismo por meio de substâncias naturais ou 

sintéticas exógenas e/ou de substâncias endógenas enzimáticas ou não enzimáticas produzidas 

pelo organismo humano para evitar a lesão de membranas de órgãos. 

Neste estudo foi observado que a ciano-carvona utilizando os métodos in vitro 

propostos, foi capaz de reduzir a produção de radicais livres conforme observado pelo efeito 

da CC nas concentrações testadas contra a peroxidação lipídica induzida por AAPH in vitro 

inibindo a quantidade de TBARS formado (GUIMARÃES et al., 2010). Resultado semelhante 

foi obtido com o Trolox, um análogo sintético hidrofílico do α-tocoferol, que é largamente 

usado como padrão antioxidante. Este resultado sugere que a CC pode exercer um efeito 

antioxidante contra a peroxidação lipídica, uma vez que demonstrou resultados semelhantes 

aos observados com o carvacrol durante a peroxidação lipídica induzida por AAPH 

(GUIMARÃES et al., 2010). 

Na avaliação de produção de nitrito, houve uma diminuição significativa na produção 

de nitrito pela ciano-carvona, demonstrando uma propriedade antioxidante, protegendo as 

biomoléculas, como lipídios da membrana celular contra danos causados pelos radicais livres 

derivados do nitrogênio. Comparativamente a outros estudos nossos resultados quanto à 

capacidade de remover in vitro o radical nitrito se mostram melhores que os estudos com o 

linalol (PEANA et al., 2006) e a Morinda citrifolia Linn (SERAFINI  et al., 2011), sugerindo 

que o composto avaliado apresenta um efeito melhor contra a formação de ERNS. 

O NO é uma molécula sinalizadora envolvida em vários processos fisiológicos e 

patológicos, inclusive na sinalização da dor e inflamação (SOUSA; PRADO, 2001; 

KAWANO et al., 2009). O óxido nítrico desempenha um papel importante em vários tipos de 

processos inflamatórios. É produzido por macrófagos no decurso da resposta inflamatória. 

Também pode ser mutagênico e interferir com os processos de reparo do DNA (OKOKO, 
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2009). Além disso, acredita-se que o NO pode estar implicado na neurogênese de doenças do 

sistema nervoso central, sendo desta forma de fundamental importância a busca por novos 

compostos antioxidantes naturais seguros e eficazes. 

Neste estudo, foi investigado os efeitos antioxidantes de um composto sintético de 

origem natural derivado da R-(-)-carvona que ainda não havia estudo in vitro quanto aos 

efeitos antioxidantes. Os experimentos demonstraram o efeito inibitório da ciano-carvona 

sobre a produção do óxido nítrico. Para determinar a capacidade antioxidante da ciano-

carvona como um removedor de espécies reativas derivadas do nitrogênio, foi avaliada a 

atividade de remoção contra o óxido nítrico após incubação deste monoterpeno com o 

nitroprussiato de sódio, um indutor químico da produção de óxido nítrico e consequentemente 

medido pela sua biotransformação em nitrito pelo método de Griess.  

Além dos efeitos antioxidantes contra TBARS e nitrito, também foi visto que a ciano-

carvona apresenta uma significativa atividade na remoção do radical hidroxila presente no 

meio reacional, sugerindo que este efeito pode ser devido a uma atividade antioxidante. Desta 

forma nossos dados sugerem uma possível capacidade de proteção celular contra danos em 

biomoléculas proteicas in vivo que precisa ainda ser melhor investigada. O Trolox (droga 

padrão) também reduziu significativamente a quantidade deste radical. Nossos resultados 

quanto à capacidade de remover in vitro o radical hidroxila são semelhantes aos estudos 

observados com ácido tânico, um polifenol com comprovada atividade antimutagênica, 

anticarcinogênica e antioxidante (LOPES et al., 1999).  

Este radical hidroxila é uma espécie extremamente reativa formada em sistemas 

biológicos e tem sido implicada como uma espécie altamente prejudicial dos radicais livres 

em várias patologias. Este radical tem a capacidade de induzir mutações nos nucleotídeos 

presentes no DNA, bem como de causar a ruptura dos resíduos de aminoácidos em proteínas, 

o que pode contribuir para a carcinogênese, mutagênese e citotoxicidade (HOCHESTEIN, 

1998; MANIAN et al., 2008; SHUKLA et al, 2009). 

Desta forma, a capacidade de remoção contra o radical hidroxila de um extrato de uma 

planta medicinal pode estar diretamente relacionada à sua atividade antioxidante. O radical 

hidroxila é altamente reativo e pode causar dano oxidativo ao DNA, lipídios e proteínas 

(SHUKLA et al, 2009). Neste estudo foi verificado que a ciano-carvona reduziu a oxidação da 

2-desoxirribose em todas as concentrações. Este monoterpeno foi altamente eficaz na inibição 

dos danos oxidativos produzidos pelo radical hidroxila. Todas as concentrações testadas 

exibiram uma atividade antioxidante significativa, que foi semelhante ao Trolox, um análogo 

sintético do α-tocoferol utilizado como um antioxidante padrão. 
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Estudos anteriores com a R-(-)-carvona (GONÇALVES et al., 2010; BICAS et al., 

2011) demonstram que este monoterpeno precursor da ciano-carvona induz a expressão da 

enzima desintoxicante glutationa S-transferase, que tem uma ação quimiopreventiva, uma vez 

que a atividade anticarcinogênica de compostos naturais pode estar correlacionada com a 

expressão aumentada destas enzimas. No entanto, ainda não verificado efeitos da ciano-

carvona nesta enzima, bem como ainda é necessário avaliar em novos estudos se a expressão 

aumentada desta enzima é causa ou consequência da atividade antioxidante observada. 

A importância da avaliação do potencial antioxidante se deve as disfunções celulares 

que são amplamente considerados como sendo responsáveis pela degeneração cerebral ou 

danos em outros órgãos quando há um aumento do estresse oxidativo, resultante de danos 

causados pelos radicais livres (JEONG et al., 2011). É fundamental que metodologias in vivo 

também sejam empregadas para uma melhor caracterização dos resultados obtidos 

(SARMADI; ISMAIL, 2010). No entanto, pode ser sugerido que a ciano-carvona pode 

retardar ou prevenir significativamente a oxidação de lipídios ou outras moléculas ao inibir a 

iniciação e/ou propagação da reação de oxidação em cadeia. 

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antioxidante in vitro da ciano-carvona 

contra a  formação de espécies reativas derivadas do oxigênio e nitrogênio in vitro. Os 

resultados obtidos indicam que a ciano-carvona pode exercer um efeito antioxidante que 

precisa ser explorados in vivo para justificar o seu possível uso no tratamento de doenças em 

detrimento e suas propriedades antioxidantes verificadas in vitro. 

Diante destes resultados sugere-se uma possível atividade antioxidante da ciano-

carvona. Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que a ciano-carvona produz 

efeito antioxidante pelos métodos in vitro utilizados. Mais estudos são necessários para 

elucidar os possíveis mecanismos de ação que medeiam à ação antioxidante da ciano-carvona, 

principalmente in vivo para justificar seu possível uso no tratamento clínico de doenças 

humanas. 

Os resultados indicam que ciano-carvona possui atividade antioxidante que fornece 

subsídios para a exploração do seu efeito farmacológico. A ciano-carvona contém 

grupamentos químicos com alta reatividade no grupo carbonila, com o H α na posição alílica 

e o H α com o grupamento C≡N capazes de produzir a remoção in vitro de radicais hidroxila e 

nitrito, bem como para agir contra a peroxidação lipídica. No entanto, estudos adicionais são 

necessários para avaliar a toxicidade da ciano-carvona e a dose segura e terapeuticamente 

eficaz para doenças em seres humanos, bem como para esclarecer seu mecanismo 

antioxidante para correlacionar a atividade farmacológica com sua estrutura química. 
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Diante dos resultados o presente trabalho contribuirá para investigações futuras por 

meio da pesquisa com uma molécula bioativa originada de um composto natural, que já 

mostram resultados promissores nos testes antioxidantes in vitro. 
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CAPÍTULO II: Efeitos anticonvulsivantes e antioxidantes da ciano-carvona e 

sua ação sobre a atividade da acetilcolinesterase no hipocampo de camundongos. 

 

 (Artigo publicado na Revista Cellular and Molecular Neurobiology) 
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Efeitos anticonvulsivantes e antioxidantes de ciano-carvona e sua ação sobre a atividade 

da acetilcolinesterase no hipocampo de camundongos. 
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RESUMO 

O efeito anticonvulsivante de ciano-carvona (CC), um monoterpeno monocíclico, foi 

investigada em modelo de epilepsia induzido por pilocarpina. A CC nas doses 25, 50 e 75 mg 

kg
-1

 promoveu proteção de 33,3, 67 e 83,3%, respectivamente, contra convulsões induzidas 

por pilocarpina e foi eficiente em aumentar a latência para a primeira convulsão e 

porcentagem de sobrevivência nas doses de 25, 50 ou 75 mg kg
-1

, resultando em 33,3, 67 e 

83,3% de proteção, respectivamente. CC promoveu proteção significativa contra a 

mortalidade induzida pelo processo convulsivo nas doses de 25 (33,3%), 50 (83,3%), e 75 mg 

kg
-1

 (91,7%). A atropina uma droga de referência de (25 mg kg
-1

) também produziu uma 

proteção significativa (100%). Esse monoterpeno também foi capaz de promover um aumento 

de latência para a instalação de estado de mal epiléptico induzido por pilocarpina em 25, 50 e 

75 kg
-1

 e apresentou uma proteção significativa contra a peroxidação lipídica e formação de 

nitrito no hipocampo de camundongos. Além disso observou-se que o pré-tratamento com CC 

aumentou a atividade da acetilcolinesterase no hipocampo de camundongos após convulsões 

induzidas por pilocarpina. Os resultados indicam claramente a capacidade de CC para 

modular os efeitos anticonvulsivantes e antioxidantes. Nossos dados sugerem que os 

mecanismos de ação são devidos a uma ativação direta da enzima acetilcolinesterase e poderia 

ser associada a redução do estresse oxidativo, possivelmente envolvendo uma inibição da 

produção de radicais livres. 

PALAVRAS-CHAVE: Ciano-carvona; Acetilcolinesterase; Estresse oxidativo; Convulsões; 

Pilocarpina. 
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ABSTRACT: Anticonvulsant and antioxidant effects of cyano-carvone and its action on 

acetylcholinesterase activity in mice hippocampus 

 

The anticonvulsant effect of cyano-carvone (CC), a monoterpene monocyclic, was 

investigated in epilepsy model induced by pilocarpine. CC at 25, 50 or 75 mg kg
-1

 promoted 

protection of 33.3, 67 and 83.3%, respectively, against pilocarpine-induced seizures and it 

was efficient in increases the latency to first seizures and survival percentage in doses of 25, 

50 or 75 mg kg
-1

, resulting in 33.3, 67 and 83.3% of protection, respectively. CC promoted 

significant protection against mortality induced by convulsive process at doses of 25 (33.3%), 

50 (83.3%), and 75 mg kg
-1

 (91.7%). The reference drug atropine (25 mg kg
-1

) also produced 

a significant protection (100%). Its monoterpene was also capable to promote an increase of 

latency to installation of status epilepticus induced by pilocarpine at 25, 50 and 75 mg kg
-1

 

and presented a significant protection against lipid peroxidation and nitrite formation in mice 

hippocampus. Additionally was observed that the CC pretreatment increased the 

acetylcholinesterase activity in mice hippocampus after pilocarpine-induced seizures. The 

present results clearly indicate the ability of CC to modulate the anticonvulsant and 

antioxidant effects. Our data suggests that the action mechanisms are due a direct activation of 

the acetylcholinesterase enzyme, and could be associated with the reduction of oxidative 

stress, possibly involving an inhibition of radical free production. 

 

Keywords: Cyano-carvone; Acetylcholinesterase; Oxidative stress; Seizures; Pilocarpine. 
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INTRODUÇÃO 

Há evidências que uma maior formação de radicais livres pode ocorrer durante as 

convulsões induzidas por pilocarpina (FREITAS et al., 2005; BARROS et al., 2007; XAVIER 

et al., 2007), com consequentes alterações nos níveis das monoaminas (CAVALHEIRO et al., 

1994), atividade da acetilcolinesterase (FREITAS et al., 2006) conteúdo de nitrito e, 

especialmente, lipídios insaturados presentes na membrana celular (SANTOS et al., 2011a). 

Entre as outras conseqüências deste processo é a presença de alterações em δ-aminolevulínico 

desidratase, na atividade da Na
+, 

K
+
-ATPase e Mg

2+
-ATPase (FREITAS et al., 2011), 

alterações nos receptores muscarínicos e dopaminérgicos (MARINHO et al., 1998), 

peroxidação de fosfolipídios, alterações no metabolismo de óxido nítrico (TOMÉ et al., 

2010a) e dano neuronal (SANTOS et al., 2011b). 

Esses efeitos deletérios podem ser atenuados por interferência, ou modulação, dos 

processos fisiopatológicos que ocorrem durante convulsões induzidas por pilocarpina 

(MILITÃO et al., 2010). Além disso, os efeitos deletérios dos radicais livres podem ser 

inibidos pela presença de substâncias antioxidantes como ácido ascórbico (TOMÉ et al., 

2010b), alfa-tocoferol (BARROS et al., 2007), ácido lipóico (FREITAS et al., 2009) e 

ubiquinona (SANTOS et al., 2010) que podem inibir a ocorrência de peroxidação lipídica e 

formação de nitrito. No entanto, a busca de novos compostos antioxidantes com potencial 

terapêutico para o tratamento de doenças neurodegenerativas é um processo complexo e 

muito desafiador. Assim, o presente estudo foi realizado para avaliar a atividade 

anticonvulsivante da ciano-carvona. 

O uso de plantas medicinais na medicina tradicional ainda representa uma grande 

fonte de antioxidantes naturais que podem servir como alternativas para o desenvolvimento de 

novos medicamentos. S-(+)-carvona é o composto principal do óleo do alcaravia (Carum 

carvi L.) Este monoterpeno apresenta algumas atividades biológicas já descritas na literatura. 

Ele apresenta, por exemplo, efeitos antimicrobianos (FARAG et al., 1989), nematicida 

(SAXENA et al., 1987), antitumoral (ZHENG et al., 1992) e propriedades reguladoras do 

crescimento de plantas (REYNOLDS, 1987). Em alguns casos, a estrutura menos prevalente a 

R-(-)-carvona mostra similares ou as mesmas atividades biológicas do S-(+)-carvona. Ambos 

os enantiômeros da carvona têm sido amplamente utilizados como matérias-primas para a 

síntese enantiosseletiva de produtos naturais (HO, 1992). Assim, a atividade fisiológica dos 

dois enantiómeros nem sempre é completamente diferente. 

Assim, o objetivo do presente estudo foi determinar a atividade anticonvulsivante da 

ciano-carvona, bem como seus efeitos sobre os níveis de peroxidação lipídica, teor de nitrito e 
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atividade da acetilcolinesterase após convulsões induzidas por pilocarpina no hipocampo de 

camundongos. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Animais e Reagentes 

Camundongos Swiss, adultos, machos (25-30 g; 2 meses de idade ) foram mantidos em 

uma sala com temperatura controlada (26 ± 2 ˚C) com ciclo claro/escuro de 12 h e comida e 

água ad libitum (Nutrilabor, Campinas, Brazil). Todos os experimentos foram realizados de 

acordo com o Guia para o cuidado e uso de animais de laboratório do Departamento de Saúde 

e Serviços Humanos, dos EUA, Washington, DC (1985).  

O composto ciano-carvona foi preparado como descrito anteriormente (DE SOUSA et 

al., 2010). Foi emulsionado com Tween 80 0,05% (Sigma, USA), dissolvido em solução 

salina a 0,9% (veículo) e administrado intraperitoneal nas doses de 25, 50 e 75 mg kg
-1

 para a 

avaliação da atividade anticonvulsivante. As dosagens de cloridrato de pilocarpina e atropina 

(Sigma, USA), e ciano-carvona são expressos em miligramas por quilograma de peso corporal 

e foram administrados em um volume de 10 ml/kg injetado por via intraperitoneal (i.p). Os 

controles receberam os veículos com o mesmo volume (10 ml/kg) e através da mesma via de 

administração que os outros grupos tratados. Todas as outras drogas foram de grau analítico. 

 

Procedimentos experimentais 

 

Um total de 108 camundongos foram tratados por via intraperitoneal com doses de 25, 

50 ou 75 mg kg
-1

 de ciano-carvona, atropina (25 mg kg
-1

) ou veiculo (Tween 80 0,05% 

dissolvido em salina 0,9%). Trinta minutos após os tratamentos doze camundongos de cada 

grupo acima foram randomizados para administração de cloridrato de pilocarpina (400 mg kg
-

1
, grupo P400). Assim, há nove grupos de camundongos, neste conjunto de experimentos: 

grupo 1, ciano-carvona associado P400 (Grupo CC 25 associado P400, n=12); grupo 2, ciano-

carvona e co-administração de pilocarpina (Grupo CC 50 associado P400, n=12), grupo 3, 

ciano-carvona e co-administração de pilocarpina (Grupo CC 75 associado P400, n=12), grupo 

4, pilocarpina após o tratamento com a atropina (Grupo controle positivo, n=12), grupo 5, 

tratamento da pilocarpina com veículo (Grupo P400, n=12); grupo 6, ciano-carvona 

administrado sozinho (Grupo CC 25, n=12); grupo 7, ciano-carvona administrado sozinho 

(Grupo CC 50, n=12), grupo 8, ciano-carvona administrado sozinho (Grupo CC 75, n=12) e 

grupo 9, veículo (Tween 80 0,05% dissolvido em salina 0,9% ) (controle negativo, n = 24). 
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Após os tratamentos, os animais foram colocados em uma câmera 30 cm x 30 cm e 

observados em relação: a latência para primeira crise (qualquer um dos índices de 

comportamento normalmente observado após a administração de pilocarpina: movimentos 

estereotipados, movimentos tônicos e clônicos, convulsões tônico-clônicas e o número de 

animais que morreram após a administração de pilocarpina. Anteriormente, outro estudo 

mostrou que as convulsões e as mortes ocorreram dentro de 1 e 24 h, respectivamente, após a 

injecção de pilocarpina (TURSKI et al., 1983), o comportamento dos animais foi observado 

por 24 h após a administração de pilocarpina. 

Após esse período, os sobreviventes foram mortos por decapitação e seus cérebros 

foram dissecados sobre gelo para a remoção do hipocampo para as determinações do nível de 

peroxidação lipídica, teor de nitrito e atividade de acetilcolinesterase (Ilustração 1). O grupo 

pilocarpina foi constituído por aqueles que apresentaram convulsões, estado epiléticos por 

mais de 30 min e não sobreviveram. Doses de pilocarpina (400 mg kg
-1

) e ciano-carvona (25, 

50 ou 75 mg kg
-1

) foram determinadas por estudo anterior em nosso laboratório. 

 

Determinações do nível de peroxidação lipídica em hipocampo de camundongos pré-

tratados com ciano-carvona após convulsões induzidas por pilocarpina 

 

Para todos os procedimentos experimentais, homogenatos a 10% (v/v) da área do 

cérebro investigados estavam preparados para todos os grupos. Concentração de proteína foi 

medida (LOWRY et al., 1951). Níveis de peroxidação lipídica no grupo controle (n=12), 

grupo P400 (n=7), grupo CC 25 associado P400 (n=7), grupo CC 50 associado P400 (n=7), 

grupo CC 75 associado P400 (n=7), grupo CC 25 (n=7), grupo CC 50 (n=7) e grupo CC 75 

(n=7) e foram analisados através do homogeneizados a medição da reação de substâncias com 

o ácido tiobarbitúrico (DRAPER; HADLEY, 1990), e expressa como nmol de 

malonildialdeído (MDA)/g de tecido (nmol de MDA/g tecido homogenato). 

 

Determinações do teor de nitrito no hipocampo de camundongos pré-tratados com 

ciano-carvona após convulsões induzidas por pilocarpina 

Para determinação do conteúdo de nitrito do grupo controle (n=12), grupo P400 (n=7), 

grupo CC 25 associado P400 (n=7), grupo CC 50 associado P400 (n=7), grupo CC 75 

associado P400 (n=7), grupo CC 25 (n=7), grupo CC 50 (n=7) e grupo CC 75 (n=7), os 

homogenatos a 10% (w/v) foram centrifugados (800xg, 10 min). Os sobrenadantes foram 
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coletados e produção de óxido nítrico foi determinada com a reação Griess (GREEN et al., 

1981). Os resultados acima foram expressos em nM. 

 

Determinação da atividade da acetilcolinesterase no hipocampo de camundongos pré-

tratados com ciano-carvona após convulsões induzidas por pilocarpina 

A atividade da acetilcolinesterase no grupo controle (n=12), grupo P400 (n=7), grupo 

CC 25 associado P400 (n=7), grupo CC 50 associado P400 (n=7), grupo CC 75 associado 

P400 (n=7), grupo CC 25 (n=7), grupo CC 50 (n=7) e grupo CC 75 (n=7) foi medida pelo 

método de Ellman e colaboradores (1961) usando 1 mM de acetiltilcolina, 1mM de 5,5'-

dithiobis-(ácido 2-nitrobenzóico) num período de incubação de 10 min a 37 °C. Os resultados 

foram expressos em nmol acetilcolina hidrolisado/mg proteína/min (nmol/mg proteína/min). 

 

Análise estatística 

Resultados de latência para primeira convulsão, alterações neuroquímicas foram 

comparados por meio da análise de variância (ANOVA) seguido de t-Student-Newman Keuls 

como post hoc teste (p<0,05) (Programa Graphpad, Software para a Ciência, em San Diego, 

CA). O número de animais que apresentaram convulsões e o número de sobreviventes foram 

calculados como porcentagens (porcentagem de convulsões, porcentagem de estado de mal 

epilético e porcentagem de sobrevivência, respectivamente) e comparado com um teste não 

paramétrico (χ
2
). 

 

RESULTADOS 

 

Alterações comportamentais após pré-tratamento com ciano-carvona após convulsões 

induzidas por pilocarpina 

 

Pilocarpina induziu a primeira convulsão em 7,90 ± 1,68 min. Todos os animais 

tratados com pilocarpina mostraram sinais colinérgicos periféricos, tremores, movimentos 

estereotipados, convulsões tônico-clônicas com estado de mal epiléptico, nenhum desses 

animais sobreviveram ao processo convulsivo. O pré-tratamento com ciano-carvona em doses 

de 25, 50 e 75 mg kg
-1

 não foi capaz de reverter os sinais colinérgicos periféricos, tremores e 

movimentos estereotipados induzidos por pilocarpina. A ciano-carvona causou uma proteção 

dose-dependente contra convulsões induzidas por pilocarpina, nas doses de 25 (33,3%; 

p<0,05), 50 (67%, p<0,01), e 75 mg kg
-1

 (83,3%, p<0.001). Um efeito protetor claro também 
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foi observado com atropina (25 mg kg
-1

), usada como medicamento de referência. Como 

ilustrado na tabela 1, ciano-carvona foi eficaz para aumentar a latência para as primeiras 

convulsões induzidas por pilocarpina na dose de 25 (15%; p<0,05), 50 (56%, p<0,01) e 75 mg 

kg
-1

 (98%, p<0,001). 

 

Tabela 1. Efeitos do tratamento prévio com ciano-carvona (CC) em convulsões induzidas por 

pilocarpina, estado de mal epiléptico e letalidade em camundongos adultos. 

Grupos 
  

LIPC 

(min) 
LIEME 
(min) 

% 

Convulsão 
% 

EME 
%   

TS 

P400 7,9 ± 1,7 14,9 ± 1,57 100 100 00 
ATR + P400 00 00 00 00 100 
CC 25 + P400 9,1 ± 1,9

d
 17,6 ± 2,4

d
 33,3

a
 33,3

a
 33,3

a
 

CC 50 + P400 12,3 ± 1.3
d,e
 18,6 ± 1,9

 d,e
 67

a,b
 67

a,b
 83,3

a,b
 

CC 75 + P400 15,7 ± 2.3
d,e,f

 22,4 ± 2,4
d,e,f

 83,3
a,b,c

 83,3
a,b,c

 91,7
a,b,c

 

Latência para instalação da primeira convulsão - LIPC; Latência instalação de mal 

epiléptico - LIEME; Taxa de sobrevivência – TS; n=12. 

 

Os animais foram pré-tratadas de forma aguda, por via intraperitoneal, com ciano-carvona nas 

doses 25, 50 ou 75 mg kg
-1

 (ip) e 30 depois recebido pilocarpina 400 mg kg
-1

 (P400, ip). Os 

resultados para a latência para instalação da primeira convulsão (LIPC) e latência para o 

estado mal epiléptico (LIEME) foram expressos como média ± E.P.M. Resultado para 

convulsões, estado de mal epileptico (EME) e de sobrevivência foram expressos em 

porcentagem do número de animais de cada grupo experimental. 
a
p<0,05, em comparação ao 

grupo P400 (χ
2
-teste); 

b
p<0,05 em comparação com CC 25 associado a P400 (χ

2
-teste); 

c
p<0,05 em comparação com CC 50 associado a P400 (χ

2
-teste); 

d
p <0,05, em comparação 

com o grupo P400 (ANOVA e t-Student-Newman-Keuls como post hoc teste); 
e
p <0,05, em 

comparação com o grupo CC 25 associado P400 (ANOVA e t-Student-Newman-Keuls como 

post hoc teste); 
f
p <0,05 em comparação com CC 50 associado P400 (ANOVA e t-Student-

Newman-Keuls como post hoc teste). 

 

De acordo com a Tabela 1, a ciano-carvona causou um aumento de latência para a 

instalação de estado de mal epiléptico induzido por pilocarpina (400 mg kg
-1

) nas doses de 25 

(17%, p<0,05), 50 (24%, p<0,01) e 75 mg kg
-1

 (49,9%, p<0,001). A Tabela 1 mostra que a 

ciano-carvona promoveu proteção significativa contra a mortalidade induzida pelo processo 
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convulsivo em doses de 25 (33,3%; p<0,05), 50 (83,3%; p<0,01) e 75 mg kg
-1

 (91,7%, 

p<0,001. A droga de referência atropina (25 mg kg
-1

) também produziu uma proteção 

significativa (100%, p<0,001). Nenhum dos animais do grupo controle (veículo, atropina ou 

ciano-carvona) apresentaram mudanças comportamentais (Tabela 1). 

 

Nível de peroxidação lipídica no hipocampo de camundongos pré-tratados com ciano-

carvona após convulsões induzidas por pilocarpina. 

Efeitos de ciano-carvona em níveis de peroxidação lipídica durante as convulsões 

induzidas por pilocarpina são apresentados na Ilustração 1. A peroxidação lipídica foi 

significativamente aumentada no grupo P400 em comparação com o grupo veículo. Durante a 

fase aguda das convulsões induzidas por pilocarpina um aumento significativo (55%) na 

reação de substâncias com ácido tiobarbitúrico foi observada (p<0,0001). Camundongos pré-

tratados com ciano-carvona mostraram uma diminuição no nível de peroxidação lipídica 

(89,5, 88,1 e 85,7%) nos grupos CC 25, CC 50 e CC 75 mg kg
-1

, quando comparado com o 

grupo P400, respectivamente (p<0,0001, Ilustração 1). 

 

Ilustração 1. Efeitos da ciano-carvona (CC) sobre o nível de peroxidação lipídica em 

hipocampo de camundongos após convulsões induzidas por pilocarpina. 

 

Camundongos machos (25-30 g, 2 meses de idade) foram intraperitonealmente tratados com 

uma única dose de pilocarpina (400 mg kg
-1

, n=12, grupo P400), grupo ciano-carvona (CC) 

25, 50 ou 75 mg kg
-1 

(grupos CC 25, CC 50 e CC 75, n=12) e os animais do grupo controle 

com veículo (Tween 80 0,05% dissolvido em 0,9% de solução salina, n=12 grupo controle). O 

CC + P400 grupos foram pré-tratados com ciano-carvona (25, 50 ou 75 mg kg
-1

) durante 30 

min antes da injecção de pilocarpina (400 mg kg
-1

, n=12, CC 25 associado P400; CC 50 

associado P400 e CC 75 além do grupo P400). Os resultados são expressos como média ± 

E.P.M. e o número de animais (n) está indicado no interior entre parênteses. Diferenças nos 
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grupos experimentais foram determinados por Análise de variância (ANOVA). *p<0,05 

comparado ao grupo controle (ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste); 

**p<0,05 comparado ao grupo pilocarpina (ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls como post 

hoc teste). CC= ciano-carvona; P400= Pilocarpina. 

 

Da mesma forma, camundongos pré-tratados com ciano-carvona mostraram uma 

diminuição no nível de peroxidação lipídica (83,8, 81,6 e 77,9%) nos grupos CC 25, 50 e 75, 

quando comparado com o grupo controle, respectivamente (p<0,0001, Ilustração 1). Além 

disso, o pré-tratamento com ciano-carvona 30 min antes da administração de pilocarpina 

também reduziu o nível de peroxidação lipídica (93.8, 94.3 e 92.9%) nos grupos CC 25 

associado a P400, CC 50 associado a P400 e CC 75 associado a P400, quando comparado ao 

grupo P400, respectivamente (p<0,001, Ilustração 1). Da mesma forma, o pré-tratamento com 

ciano-carvona 30 min antes da administração de pilocarpina também reduziu o nível de 

peroxidação lipídica (90,4, 91,1 e 88,9%) nos grupos CC 25 associado a P400, CC 50 

associado a P400 e CC 75 associado a P400, quando comparado ao grupo veículo, 

respectivamente (p<0,001, Ilustração 1) 

 

Conteúdo de nitrito no hipocampo de camundongos pré-tratados com ciano-carvona 

após convulsões induzida por pilocarpina.  

 

Efeitos de ciano-carvona na concentração de nitrito durante as convulsões induzidas 

por pilocarpina são apresentados na Ilustração 3. Conteúdo de nitrito foi significativamente 

aumentada no grupo P400 em comparação ao grupo controle. Durante a fase aguda das 

convulsões induzidas por pilocarpina um aumento significativo (47%) no conteúdo de nitrito 

hipocampal foi observada (49%, p<0,0001, Ilustração 3). Camundongos pré-tratados com 

ciano-carvona nas doses de 25, 50 e 75 mg kg
-1

 apresentaram diminuição no teor de nitrito 

(94,2, 92,5 e 92%) quando comparado com o grupo P400, respectivamente, p<0,0001 

(Ilustração 3). 

 

Da mesma forma, os animais pré-tratados com ciano-carvona em doses de 25, 50 e 75 

mg kg
-1

  apresentaram diminuição no teor de nitrito (91,4, 88,8 e 88,1%) quando comparado 

com o grupo do veículo, respectivamente). (p<0.0001, Ilustração 3). Além disso, o pré-

tratamento com ciano-carvona (25, 50 e 75 mg kg
-1

) 30 min antes da administração de 

pilocarpina também reduziu o conteúdo de nitrito (86, 80,3 e 73,5%) quando comparado ao 

grupo veículo, respectivamente (p<0,001, Ilustração 3). Da mesma forma, o pré-tratamento 
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com ciano-carvona (25, 50 e 75 mg kg
-1

) 30 min antes da administração de pilocarpina 

também reduziu o conteúdo de nitrito (90,6, 86,8 e 82,2%) quando comparado ao grupo P400 

(p<0,001, Ilustração 3). Por outro lado, os animais dos grupos controles (veículo ou ciano-

carvona) não apresentaram alterações no conteúdo de nitrito (Ilustração 3). 

 

Ilustração 2. Efeitos da ciano-carvona (CC) sobre o teor de nitrito no hipocampo de 

camundongos após convulsões induzidas por pilocarpina. 
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Camundongos machos (25-30 g, 2 meses de idade) foram intraperitonealmente tratada com 

uma única dose de pilocarpina (400 mg kg
-1

, n=12, Grupo P400), com ciano-carvona (25, 50 

ou 75 mg kg
-1

, n=12, grupos CC 25, CC 50 e CC 75, respectivamente) e os animais do grupo 

controle com veículo (Tween 80 0,05% dissolvido em 0,9% de solução salina, n=12 grupo 

controle). Os grupos CC associado a P400 foram pré-tratados com ciano-carvona (25, 50 ou 

75 mg kg
-1

) durante 30 min antes da injecção de pilocarpina (400 mg kg
-1

, n=12, CC 25 

associado a P400; CC 50 associado a P400 e CC 75 associado a P400), respectivamente. Os 

resultados foram expressos como a média ± E.P.M. do número de animais usados nos 

experimentos. Diferenças nos grupos experimentais foram determinadas por Análise de 

Variância (ANOVA) seguido do teste t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste.*p<0,05 

comparado ao grupo controle (ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls); ** p<0,05 comparado ao 

grupo pilocarpina (ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls). CC= ciano-carvona; P400= 

Pilocarpina 
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Atividade da Acetilcolinesterase (AChE) no hipocampo de camundongos pré-tratados 

com ciano-carvona após convulsões induzidas por pilocarpina. 

 

A atividade da AChE no hipocampo dos camundongos durante a fase aguda das 

convulsões não foi significativamente alterado no grupo pilocarpina em comparação com o 

grupo controle (p<0.05). Do mesmo modo, houve um aumento significativo de 92, 92 e 93% 

nas atividades AChE de camundongos pré-tratados com ciano-carvona nas doses de 25, 50 e 

75 mg kg
-1

 (ip) e que recebeu 30 min antes de pilocarpina (400 mg kg
-1

, i.p,) (CC 25 com 

P400, CC 50 associado P400 e CC 75 associado P400) em comparação com o grupo controle, 

respectivamente (p<0,0001) (Ilustração 4). Além disso, camundongos pré-tratados com ciano-

carvona mostraram aumento de atividades AChE (86, 86 e 87%) nos grupos CC 25 associado 

a P400, CC 50 associado a P400 e CC 75 associado a P400, quando comparado com o grupo 

P400, respectivamente (p<0,0001, Ilustração 4). Por outro lado, não ocorreram alterações 

enzimáticas nos grupos ciano-carvona (CC 25, CC 50 e CC 75), em comparação com o 

veículo e ao grupo P400 (p> 0,05) (Ilustração 4). 

 

Ilustração 3. Efeitos de ciano-carvona (CC) em acetilcolinesterase (AChE) no hipocampo de 

camundongos após convulsões induzidas por pilocarpina. 
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Camundongos machos (25-30 g, 2 meses de idade) foram intraperitonealmente tratados com 

uma única dose de pilocarpina (400 mg kg
-1

, n=12, grupo P400), com o grupo ciano-carvona 

(CC) (25, 50 ou 75 mg kg
-1

, n=12, Grupos CC 25, CC 50 e CC 75) e com o grupo controle 

com veículo (Tween 80 0,05%  dissolvido em 0,9% de solução salina, n=12 grupo controle). 

Os grupos CC associado a P400 foram pré-tratados com ciano-carvona (25, 50 ou 75 mg kg
-1

) 
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durante 30 min antes da injecção de pilocarpina (400 mg kg
-1

, n = 12, CC 25 associado a 

P400; CC 50 associado a P400 e CC 75 associado a P400). Os resultados foram expressos 

como média ± E.P.M. do número de animais usados nos experimentos. As diferenças nos 

grupos experimentais foram determinados por Análise de Variância (ANOVA) seguido do 

teste t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste. *p<0,05 comparado ao grupo controle 

(ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls); **p<0,05 comparado ao grupo pilocarpina (ANOVA e 

t-Student-Neuman-Keuls). CC= ciano-carvona; P400= Pilocarpina 

 

DISCUSSÃO 

O presente estudo, demonstrou que a administração sistêmica de ciano-carvona pode 

abolir completamente convulsões induzidas por pilocarpina. Isto ficou evidente a partir de 

mudanças comportamentais simultâneas consistentes com o estado convulsivo. Estas 

mudanças também induziram estresse oxidativo e a mudança na atividade da 

acetilcolinesterase após convulsões induzidas por pilocarpina. Considerando que a ciano-

carvona foi eficaz para prevenir convulsões tônico-clônicas induzido por pilocarpina, este 

composto pode ser útil na epilepsia do tipo grande mal. 

Durante a administração de pilocarpina, a resposta inicial foi um aumento significativo 

da peroxidação lipídica e a formação de nitrito. Sendo consistente com estudos anteriores, em 

que a pilocarpina induziu efeitos semelhantes sobre os níveis de peroxidação lipídica e 

conteúdo de nitrito em preparações do hipocampo de camundongos (DAL-PIZZOL et al., 

2000; FREITAS et al., 2005). Este aumento nos níveis de peroxidação lipídica tem sido 

descrita devido à formação de radicais livres mediada pelas convulsões induzidas por 

pilocarpina (SHULZ et al., 1995).  

Além disto, este aumento foi inicialmente transitório e seguido por uma elevação 

prolongada marcada de conteúdo de nitrito no hipocampo. Este aumento da peroxidação 

lipídica e nas concentrações de nitrito correspondeu ao aparecimento de convulsões induzidas 

por pilocarpina, manifestada por alterações comportamentais. Estas descobertas, incluindo o 

aumento inicial dos níveis de peroxidação lipídica e conteúdo de nitrito, são semelhantes às 

observações anteriores (FREITAS et al., 2004; JÚNIOR et al., 2009). Elevações nos níveis de 

peroxidação lipídica e nas concentrações de nitrito também foram relatados com convulsões 

induzidas por ácido caínico (UEDA et al., 1997) e pentilenotetrazole (ILHAN et al., 2005) e 

em pacientes epilépticos (KAWASHIMA et al., 2004).  

A peroxidação lipídica e a formação de nitrito no hipocampo de camudongos durante o 

período agudo das convulsões induzidas por pilocarpina pode progredir durante várias horas 

após a recuperação espontânea do estado de mal epiléptico (pelo menos 12 h) no modelo de 

pilocarpina. Estes resultados indicam que a janela terapêutica pode ser suficientemente longa 
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para utilizar antioxidantes no tratamento de estado de mal epiléptico. A administração 

sistêmica de ciano-carvona resultou em uma queda rápida e acentuada da peroxidação lipídica 

hipocampal e da formação de nitrito. Sendo consistente com a constatação de que ciano-

carvona diminuiu marcadamente o aumento de substâncias que reagem com ácido 

tiobarbitúrico (TBARS) na região hipocampal. A inibição de TBARS e produção de nitrito 

induzida por ciano-carvona também tem sido relatada em outros estudos in vitro (dados não 

apresentados), mas a relação entre a inibição da produção e ação anticonvulsivante ainda não 

foi esclarecida. Levando em consideração que a ciano-carvona induziu uma diminuição nos 

níveis de peroxidação lipídica e na formação de nitrito no modelo de convulsão e a correlação 

sincrônica desta diminuição com modificação comportamental, sugere que a modulação do 

estresse oxidativo pode na verdade estar relacionada com a ação anticonvulsivante de ciano-

carvona. 

O envolvimento de mecanismos colinérgicos da epilepsia induzida por pilocarpina está 

bem estabelecido (TURSKI et al., 1989). Acetilcolinesterase (AChE) tem um papel crucial na 

neurotransmissão colinérgica e na hidrólise do neurotransmissor acetilcolina para encerrar a 

transmissão dos impulsos nervosos. A ausência de resultados na atividade da AChE 

provavelmente em níveis anormalmente elevados de acetilcolina nas sinapses colinérgicas 

pode induzir convulsões. A atividade da AChE resulta provavelmente em níveis 

anormalmente elevados de acetilcolina nas sinapses colinérgicas. O acúmulo de acetilcolina 

resulta na estimulação excessiva de receptores muscarínicos e nicotínicos. Os sinais de 

intoxicação são vistos como aumento da salivação, dificuldade respiratória, tremores, 

convulsões, coma e morte. Aumento da atividade colinérgica no cérebro é provavelmente 

relacionado com a fase inicial das convulsões (MCDONOUGH; SHIH, 1997; LALLEMENT 

et al., 1992). Considerando que as convulsões sustentadas são provavelmente associados com 

a atividade glutamatérgica aumentada levando a danos neuronais predominantemente no 

hipocampo, amígdala, córtex piriforme e córtex entorrinal (MCDONOUGH; SHIH, 1997; 

CARPENTIER et al., 1991). 

A diminuição da atividade colinérgica produzida pela ciano-carvona é supostamente 

apoiada pela redução do percentual de convulsões e da taxa de mortalidade. Em 

correspondência com este ponto de vista, a ciano-carvona aumenta a latência para as 

primeiras convulsões e a latência para instalação do estado de mal epiléptico. Também foi 

mostrado que ciano-carvona pode compensar as mudanças de comportamento induzidas por 

pilocarpina. 
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O presente estudo in vivo foi conduzido por um derivado da R-(+)-carvona: (1) pela 

sua capacidade de inibir a AChE no hipocampo de camundongos, (2) para determinar se o 

derivado ciano-carvona de R-(+)-carvona pode ter adicionado benefício como 

anticonvulsivante e (3) para avaliar sua eficácia antioxidante, examinando sua capacidade de 

modular o estresse oxidativo. Além disso, os testes in vivo podem subsidiar estudos de doses 

que poderiam ser úteis no tratamento da epilepsia humana. Testes iniciais in vivo podem ser 

fáceis e confiáveis em modelos animais e são especialmente valiosos quando se estudam os 

efeitos de compostos naturais, principalmente dos mecanismos neuroprotetores com a 

modulação do estresse oxidativo.  

A ciano-carvona por sua capacidade de proteção in vivo contra convulsões induzidas 

por pilocarpina no hipocampo de camundongos. A capacidade de proteção da ciano-carvona 

foi mais eficaz quando na administração das maiores doses. Dados mostram que os testes com 

a R-(+)-carvona foi eficaz, embora em menor dose de ciano-carvona, e que eles não tinham 

efeitos prejudiciais na região do hipocampo, eles podem servir como uma plataforma para o 

desenvolvimento de compostos de última geração que protegem contra o estresse oxidativo 

causado por convulsões e estado epiléptico induzida pela pilocarpina.  

Embora a associação direta entre a inibição da AChE e produção de radicais livres não 

podem ser feitas com o modelo de pilocarpina utilizado neste estudo, o derivado R-(+)-

carvona testado produziu proteção contra ataques e mortalidade produzida pelo processo 

convulsivo. Sua capacidade de remover TBARS e nitrito, como relatado com outros 

compostos antioxidantes (NEWMAN et al., 2007; EHRICH et al., 2011) tem sido um efeito 

relevante, uma vez que induzir tanto a ativação da AChE como a inibição da produção de 

substâncias associadas ao estresse oxidativo. A eficácia possível da ciano-carvona na proteção 

da neurotoxicidade nas convulsões induzidas por pilocarpina pela estimulação da atividade de 

AChE é de grande interesse. Sugere-se que ciano-carvona utilizado nesta dissertação pode ser 

administrado, protegendo contra danos ao sistema nervoso, sem evidência de efeitos 

prejudiciais. Como a epóxi-carvona (ALMEIDA et al., 2008), o efeito protetor sobre o 

sistema nervoso central ocorre após convulsões induzidas quimicamente por eletrochoque 

máximo, picrotoxina e pentilenotetrazol que receberam as maiores concentrações de 

monoterpeno monocíclico após a administração sistêmica (ALMEIDA et al., 2003). 

Em conclusão, nossos resultados mostraram que ciano-carvona possui atividade 

anticonvulsivante, provavelmente devido à modulação do sistema colinérgico e redução do 

estresse oxidativo neuronal principalmente por meio da diminuição da produção de radicais 

livres. Ciano-carvona pode ser útil para produzir proteção neuronal e pode ser considerado 
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como um potencial anticonvulsivante natural. No entanto, estudos adicionais são necessários 

para o uso clínico. 
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RESUMO 

Objetivo: Este estudo objetivou avaliar a segurança da ciano-carvona por meio de estudos de 

toxicidade aguda, bem como investigar o seu potencial ansiolítico. Material e Métodos: No 

presente trabalho, os camundongos receberam ciano-carvona por via oral em doses crescentes 

de 25 a 2000 mg kg
-1

 sendo observados durante 14 dias para verificar as alterações 

comportamentais e registrar a taxa de mortalidade entre os animais. Após esse período foram 

realizados exames hematológicos, bioquímicos e a análise morfológica macroscópica dos 

principais órgãos. Além disso, outros grupos de animais foram tratados com as doses de 25, 

50 e 75 mg kg
-1

 para avaliação da atividade locomotora, do efeito ansiolítico e da 

coordenação motora. Resultados: No teste hipocrático, a substância analisada não provocou 

nenhuma morte entre os camundongos, e os sinais clínicos que surgiram foram discretos, 

reversíveis e observados apenas nas maiores doses. Dessa forma, devido à ausência de 

mortalidade, a DL50 não foi determinada. Em relação às análises hematológicas e bioquímicas 

não foram verificadas alterações significativas. Em nossos estudos comportamentais 

verificamos uma redução da atividade locomotora, e um maior número de entradas e um 

maior tempo de permanência nos braços abertos, sugerindo um possível efeito ansiolítico. Em 

relação ao teste do rota rod não foi verificada alteração no tempo de permanência na barra 

giratória, bem como não foi detectado mudanças no número de quedas. Conclusão: Este 

estudo demonstrou que a ciano-carvona não apresenta toxicidade aguda, e sugere um possível 
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efeito ansiolítico que precisa ser melhor investigado em novos estudos para a elucidação do 

seu mecanismo de ação. 

 

PALAVRAS-CHAVES: Ansiedade, Ciano-carvona, Monoterpeno, Toxicidade aguda. 

 

ABSTRACT: Evaluation of acute toxicity and anxiolytic effect of a synthetic derivative 

of carvone 

 

This study evaluated the safety of the cyano-carvone through acute toxicity studies, as well as 

investigating its potential anxiolytic. In this study, the mice received cyano-carvone orally in 

escalating doses from 25 to 2000 mg kg
-1

 and observed for 14 days to check for behavioral 

changes and record the mortality rate among animals. After this period were performed 

hematological, biochemical and morphological analysis of the main macroscopic bodies. In 

addition, other groups of animals were treated with doses of 25, 50 and 75 mg kg
-1

 to assess 

locomotor activity, the anxiolytic and motor coordination. In the Hippocratic test, the 

compound did not cause any deaths among the mice, and clinical signs that emerged were 

discrete, reversible and observed only in higher doses. Thus, the absence of mortality, the 

DL50 was not determined. With regard to hematological and biochemical analysis showed no 

changes significant. In our behavioral studies found a reduction in locomotor activity, and a 

greater number of entries in open arms, as well as a greater time spent in open arms, 

suggesting a possible anxiolytic effect. Regarding the test rod route has not been verified 

change in residence time in the spinning rod, and was not detected changes in the number of 

falls.This study demonstrated that the cyano-carvone has no acute toxicity, and suggests a 

possible anxiolytic effect that needs to be investigated in further studies to elucidate the action 

mechanism.  

 

KEYWORDS: Acute toxicity, Anxiety, Cyano-carvone, Monoterpenes. 
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INTRODUÇÃO 

 

A (R)-(-)-carvona (p-mentha-6,8-dien-2-ona) é um monoterpeno representante do grupo 

químico das cetonas. Esse monoterpeno é o componente majoritário do óleo essencial da 

hortelã (Mentha spicata L.) que pode ser obtido por hidrodestilação a partir das folhas desta 

planta. Entre os terpenos as formas (+)-carvona e (-)-carvona, são provavelmente as mais 

versáteis. Estes têm sido usados na síntese de diversos intermediários e compostos naturais, 

principalmente terpenóides (HARIRI et al., 2011). 

A carvona apresenta propriedades estomáquicas e carminativas, sendo a esta também 

atribuída ação galactagoga e emenagoga. Na indústria farmacêutica de cosméticos e 

alimentícia pode ser utilizada como flavorizante. No entanto, sua principal utilidade industrial 

é como saporificante (EHLERT et al., 2002). 

 Dentre os monoterpenos estudados podemos destacar que a carvona apresenta 

atividade sobre as funções do Sistema Nervoso Central (SNC), porém ainda não foram 

avaliados os efeitos dos derivados da carvona, incluindo a ciano-carvona. A ciano-carvona 

(1S, 2S, 5R)-5-isopropenil-2-metil-3-oxo-ciclohexanocarbonitrila) ou cetonitrila é um 

derivado sintético monoterpenico da (R)-(-)-carvona. Dessa forma o presente estudo avaliou 

a toxicidade aguda desta substância, a fim de verificar a sua segurança para uma possível 

aplicação pela indústria farmacêutica na produção de novos fármacos para tratamento de 

doenças neurodegenerativas. Atualmente houve um aumento dos estudos envolvendo a 

avaliação de compostos sintéticos e semi-sintéticos, já que aproximadamente 85% dos 

fármacos disponíveis na terapêutica moderna são de origem sintética (SOUSA et al., 2010), 

reforçando a necessidade do nosso estudo.  

Avaliação da toxicidade é indispensável, e fornecem dados principalmente sobre a 

segurança de novas moléculas químicas com potencial farmacológico para a saúde humana 

(TAPP et al., 2009).  

Diante do exposto o objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade aguda por meio da 

análise morfológica macroscópica dos principais órgãos, e dos parâmetros hematológicos e 

bioquímicos de camundongos. Além disso, o presente estudo investigou o possível efeito 

ansiolítico em modelos experimentais, após tratamento agudo com ciano-carvona, uma vez 

que esse composto está presente no óleo essencial de diversas plantas medicinais do 

Nordeste Brasileiro que são usadas na medicina popular para o tratamento de desordens do 

SNC, bem como já foi verificado que os isômeros R-(-) e S-(+) da carvona apresentam 

efeitos anticonvulsivantes nos modelos de convulsão induzidos por pentilenotetrazol e 
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picrotoxina, reforçando a necessidade de avaliarmos os efeitos deste monoterpeno sintético 

em modelos animais de ansiedade (SOUSA et al., 2007b). 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Obtenção da ciano-carvona 

O composto ciano-carvona (CC) um sólido branco cristalino foi obtido e isolado a 

partir do processo de cianidificação da carvona com 98% de pureza, descrito anteriormente 

(SOUSA et al., 2010) (Ilustração 1).  

Ilustração 1: Estrutura química ciano-carvona (1S,2S,5R)-5-isoprepenil-2-metil-3-oxo-

ciclohexanocarbonitrila. 

 

A ciano-carvona foi obtida a partir do seguinte processo de síntese. A um balão 

contendo 12,5 g (83,50 mmols) de R-(-)-carvona em 37,5 mL de etanol a 0 
o
C, adicionou-se 

lentamente uma solução de 7,5 g (115 mmols) de KCN em 17,5 mL de água. Em seguida, foi 

adicionado a esta mistura 5,5 mL de ácido acético glacial em 1 hora. Agitou-se por mais 16 

horas a 0 
o
C. Depois, filtrou-se a mistura reacional e o precipitado foi lavado com água/etanol 

(1:1). O produto recristalizado do etanol resultou em 13,28 g (75,02 mmols) de ciano-carvona 

com 90% de rendimento. A primeira etapa da reação foi realizada adicionando-se cianeto em 

meio aquoso a R-(-)-carvona a 0 
o
C, sendo em seguida acrescentado ácido acético à mistura 

(Ilustração 2).  

 

Ilustração 2: Processo de obtenção do composto ciano-carvona. 
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A reação ocorreu por meio da adição de 1,4 do ânion cianeto, que é 

termodinamicamente mais favorável e irreversível, contudo mais lenta que a adição 1,2 

(Ilustração 3). Os dados de RMN 
1
H da ciano-carvona estão de acordo com os descritos na 

literatura. 

 

Ilustração 3: Reação de obtenção do composto ciano-carvona. 

 

 

Caracterização estrutural da substância ciano-carvona 

           Os dados espectroscópicos de RMN 
1
H e RMN 

13
C do composto ciano-carvona 

(1S,2S,5R)-5-isopropenil-2-metil-3-oxo-ciclohexanocarbonitrila estão apresentados na tabela 

1. 

Tabela 1: Dados de ressonância magnética nuclear (RMN) obtidas da substância ciano-

carvona. 

N
O

 RMN 
13

C-DEPT (50 MHz-CDCl3) RMN
1 

H (200 MHz-CDCl3) 

   

1 44,9 2,65-2,55 (m, 1H) 

2 206,7  

3 45,8 2,63 (dd, J = 2,1; 6,6 Hz, 1H); 2,33-2,29 

(m, 1H) 

4 35,6 2,78 (tt, J = 3,8 Hz; 12,6 Hz, 1H) 

5 32,8 2,26-2,22 (m, 1H) 

2,04-1,97 (m, 1H) 

6 42,2 3,38-3,32 (m, 1H) 

7 12,5 1,20-1,30 (m, 3H) 

8 145,5  

9 111,1 4,83 (d, J = 12,4 Hz, 2H) 

10 20,4 1,77 (s, 3H) 

1’ 118,6  
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De acordo com a reação descrita acima e os dados espectroscópicos de RMN 
1
H e 

RMN 
13

C pode ser considerado a obtenção do composto ciano-carvona. 

 

Animais e tratamento  

Camundongos Swiss machos com 2 meses de idade e peso variando de 25 a 30 g, 

provenientes do Biotério Central do Centro de Ciências Agrárias da Universidade Federal do 

Piauí foram utilizados nos experimentos. Os animais receberam água e dieta (Labina
®

) ad 

libitum e foram mantidos sob condições controladas de iluminação (ciclo 12 h claro/escuro) e 

temperatura (26 ± 1 °C). O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação 

com Animais da Universidade Federal do Piauí (Número do parecer 012/2011). 

 

Determinação da toxicidade aguda da ciano-carvona 

Para os estudos de toxicidade aguda foram usados setenta camundongos Swiss machos 

(2 meses de idade; 25 a 30 g). Os animais foram divididos em sete grupos de 10 animais por 

grupo (n=10/grupo). O grupo controle foi tratado com Tween 80 0,05% dissolvido em 

solução salina 0,9% por via oral (v.o.; veículo). Os outros seis grupos foram tratados com 

ciano-carvona emulsionado no veículo nas doses de 25, 50, 75, 500, 1000 e 2000 mg kg
-1

. 
 

(v.o). 

Durante 14 dias de observação e a cada 2 dias foram observados os animais de todos 

os grupos. Durante esse período os seguintes parâmetros relacionados ao comportamento dos 

animais foram observados o estado de consciência e a disposição (aparência geral, frênito 

vocal e irritabilidade), a coordenação motora (atividade geral, resposta ao toque, resposta ao 

aperto de toque, contorção abdominal, marcha e reflexos de endireitamento), o tônus muscular 

(tônus das patas, tônus do corpo, força para agarrar e ataxia), os reflexos (auricular, corneal, 

midríase e miose), a atividade do sistema nervoso central (tremores, convulsões, estimulações, 

fenômenos de “straub”, sedação, hipnose e anestesia) e a atividade do sistema nervoso 

autônomo (lacrimação, ptose palpebral, micção/defecação, piloereção, hipotermia, respiração 

e sudorese). 

Após o tratamento agudo os animais foram observados durante 14 dias consecutivos. 

Após o décimo quarto dia de observação os animais foram anestesiados com pentobarbital 

sódico (40 mg kg
-1

, i.p.) e em seguida foi feita à coleta de sangue por rompimento do plexo 

retro-orbital com auxílio de capilar de vidro dos grupos tratados com as doses de 25, 50 e 75 

mg kg
-1

. O sangue foi acondicionado em dois tipos de tubo, um com anticoagulante EDTA 
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(Laborlab
®
) para determinação dos parâmetros hematológicos e o outro, sem anticoagulante, 

para obtenção do soro para avaliação dos parâmetros bioquímicos. 

 

Análise dos parâmetros bioquímicos e hematológicos 

O material para análise bioquímica foi centrifugado a 3500 rpm durante 10 minutos e, 

em seguida, determinados os parâmetros glicose, uréia, creatinina, aspartato aminotransferase 

(AST), alanina aminotransferase (ALT) colesterol total e triglicerídeos. Os ensaios foram 

realizados em aparelho automático Labmax 240 com sistemas comerciais da LABTEST
®
. 

A análise hematológica foi realizada imediatamente após a coleta por meio do 

analisador automático de células hematológicas Advia 120/hematology (Siemens). Os 

parâmetros determinados foram eritrócitos, leucócitos, plaquetas, hemoglobina, hematócrito e 

os índices hematimétricos foram o volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina 

corpuscular média (HCM) e a concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM). A 

contagem diferencial de leucócitos foi realizada em extensões coradas com May-Grünwald-

Giemsa. Em cada ensaio, 100 células foram analisadas e contadas.  

 

Determinação dos efeitos da ciano-carvona na atividade locomotora de camundongos 

A atividade locomotora dos animais foi verificada por meio de um campo aberto feito 

de acrílico com paredes transparentes e piso preto, 30 x 30 x 15 cm e dividido em 9 

quadrantes iguais (ARCHER, 1973). Nesse protocolo experimental foram usados quarenta e 

cinco camundongos Swiss machos (2 meses de idade; 25 a 30 g). Os animais foram divididos 

em cinco grupos. O grupo controle foi tratado com Tween 80 0,05% dissolvido em solução 

salina 0,9% por via oral (veículo; n=12) e o grupo controle positivo foi tratado com diazepam 

por via oral (2 mg kg
-1

, n=12). Os outros três grupos foram tratados com ciano-carvona 

emulsionado no veículo nas doses de 25, 50 e 75 mg kg
-1 

(v.o, n =7  por grupo). 

Após 30 minutos dos tratamentos, os animais, um por vez, foram colocados no centro 

do campo aberto onde o número de cruzamentos com as quatro patas (atividade locomotora 

espontânea; ALE), número de comportamento de autolimpeza (grooming) e o número de 

levantamentos (rearing), o teste foi realizado durante 5 minutos.  

 

Determinação dos efeitos ansiolíticos da ciano-carvona em camundongos 

Neste experimento foram utilizados cinco grupos. O grupo controle foi tratado com 

Tween 80 0,05% dissolvido em solução salina 0,9% por via oral (veículo; n=12) e o grupo 

controle positivo foi tratado com diazepam por via oral (2 mg kg
-1

, n=12). Os outros três 
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grupos foram tratados com ciano-carvona emulsionado no veículo nas doses de 25, 50 e 75 

mg kg
-1 

(v.o; n=7, por grupo). Trinta minutos após os tratamentos cada animal foi colocado no 

centro do labirinto, colocada em direção ao braço fechado e observado por um período de 

cinco minutos, registrando-se o número de entradas e o tempo total de permanência em ambos 

os braços, abertos e fechados. Esse teste objetiva verificar o possível efeito ansiolítico da 

ciano-carvona, uma vez que drogas ansiolíticas levam o animal ao aumento do número de 

entradas e o tempo de permanência nos braços abertos (PELLOW; FILE, 1986).  

 

Determinação da coordenação motora dos camundongos tratados com ciano-carvona  

O teste do rota rod mede o efeito do relaxamento muscular ou incoordenação motora 

produzidos por drogas nos animais (CARLINI; BURGOS,1979). Neste experimento foram 

utilizados cinco grupos. O primeiro grupo foi tratado com veículo (controle; n=12), o segundo 

grupo com diazepam (2 mg kg
-1

., v.o; controle positivo; n=12) e os demais grupos foram 

tratados com ciano-carvona nas doses de 25, 50 e 75 mg kg
-1

 (v.o, n=7). Para este teste, os 

camundongos foram colocados com as quatro patas sobre uma barra de 2,5 cm de diâmetro, 

elevada a 25 cm do piso, em uma rotação de 17 rpm, por um período de 3 minutos. Foram 

registrados o tempo de permanência na barra giratória, em segundos (s), e o número de 

quedas, com três reconduções, no máximo. 

 

Análises estatísticas 

Os valores foram expressos como a média ± erro padrão da média (E.P.M.). As 

diferenças entre os grupos foram determinadas através da Análise de Variância (ANOVA), 

seguida, quando detectada diferença, pelo teste t-Student-Newman-Keuls como post hoc teste. 

O nível de significância para rejeição da hipótese de nulidade foi sempre de p<0.05. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

As diversas aplicações da carvona e seus derivados que podem ser utilizados como 

fragrâncias, saporificantes, flavorizantes e agentes antimicrobianos (BAUER et al., 2001; 

SOUSA et al., 2007b; GONÇALVES et al., 2010), bem como pela sua relevância no campo 

da medicina (HUERGO, RETAMAR, 1973; KUNANUSORN et al., 2011), justificam o 

interesse neste monoterpeno de origem sintética, uma vez que podemos detectar efeitos que 

podem ser explorados pela indústria farmacêutica provavelmente com menores custos e 

menor incidência de reações adversas (CARVALHO; FONSECA, 2006; ALMEIDA et al., 

2008). 
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A ciano-carvona é um monoterperno membro do grupo químico das cetonas cíclicas 

insaturadas de cadeia simples. Este monoterpeno ainda não é empregado em processos 

industriais. Com base em estudos anteriores realizados com a carvona verificou-se a presença 

de atividade no SNC que depende do estado de conformação da molécula quiral 

(BUCHBAUER et al., 2005). Baseado nisso, foi realizado a avaliação da toxicidade aguda do 

derivado ciano-carvona já que na literatura não há relatos de estudos sobre a toxicidade desta 

substância. Em seguida os testes comportamentais para avaliar o possível efeito ansiolítico da 

ciano-carvona. No entanto, posteriormente novos estudos são necessários para elucidar seu 

mecanismo de ação no SNC.  

Neste estudo não foi possível determinar a dose letal 50% (DL50) da ciano-carvona 

devido ausência de morte dos animais durante os 14 dias após a administração da droga. A 

ciano-carvona não alterou de forma significativa a massa corpórea dos animais, bem como 

não produziu mudanças no consumo de água, ração e na produção de excretas. Após a 

administração oral de ciano-carvona foram observadas discretas alterações nos parâmetros, 

como estado de consciência e disposição, sistema motor e muscular, que se revelaram 

diminuídos, bem como os animais apresentaram respiração ofegante, agitação, sudorese, 

grunido e piloereção. Durante o tratamento essas alterações foram normalizadas, e não foram 

observados sinais clínicos de toxicidade e nenhuma morte foi registrada (Tabela 2). 

Após o período de observação os animais foram eutanasiados e dissecados para análise 

morfológica macroscópica dos principais órgãos. Durante essa análise percebemos que não 

houve alteração morfológica macroscópica no estômago, fígado, rins, pulmões, cérebro e 

coração dos camundongos tratados com as doses estudadas do composto sintético ciano-

carvona durante o período de 14 dias de observação. 

Conforme descrito vários monoterpenos, como o α-terpineol, álcool perilíco, carveol, 

como também a carvona apresentam atividade antioxidante, sugerindo que esses compostos 

podem ser usados na prevenção e/ou tratamento de doenças inflamatórias e 

neurodegenerativas (BICAS et al., 2011). Dessa forma, a ciano-carvona como análogo da 

carvona também pode ser um agente promissor no tratamento de doenças neurodegenerativas, 

sendo necessário, portanto, a avaliação da toxicidade aguda para garantir o seu uso seguro em 

humanos.  
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Tabela 2: Efeitos da administração aguda por via oral da ciano-carvona em camundongos 

durante 14 dias de observação. 

 

A avaliação da toxicidade aguda demonstrou que a ciano-carvona não produziu 

alterações de importância clínica. Em nossos estudos comportamentais nenhum animal 

morreu e poucos apresentaram alterações comportamentais decorrentes da administração 

dessa substância. Vários estudos com a carvona demonstram sua ampla aplicabilidade. Este 

composto pertencente à classe química das cetonas é também reconhecido como um agente 

eficaz para induzir a expressão da enzima de desintoxicação glutationa S-transferase, que tem 

uma ação quimiopreventiva, uma vez que a atividade anticarcinogênica é correlacionada com 

a capacidade de induzir o aumento da atividade dessa enzima responsável pela desintoxicação 

humana (BAUER et al., 2001). Reforçando, assim, a necessidade de estudos toxicológicos e 

comportamentais de derivados sintéticos e/ou semi-sintéticos deste composto. 

A avaliação hematológica realizada após tratamento agudo com as doses de 25, 50 e 

75 mg kg
-1

 não apresentou alteração nos glóbulos vermelhos do sangue, bem como não houve 

alteração na concentração de hemoglobina e hematócrito. Em relação ao hematócrito e aos 

índices hematimétricos (VCM, HCM e CHCM) também não houve mudança significativa 

após o tratamento agudo com as doses de 25, 50 e 75 mg kg
-1

 de ciano-carvona por via oral 

Doses  

( mg kg
-1

) 

Camundongos  

n/Dose Sexo Mortalidade Sinais e sintomas de toxicidade 

00 05 

05 

Macho 

Fêmea 

0/5 

0/5 

- 

25 05 

05 

Macho 

Fêmea 

0/5 

0/5 

Respiração ofegante e agitação. 

50 05 

05 

Macho 

Fêmea 

0/5 

0/5 

Respiração ofegante e agitação. 

75 05 

05 

Macho 

Fêmea 

0/5 

0/5 

Respiração ofegante e agitação. 

500 05 

05 

Macho 

Fêmea 

0/5 

0/5 

Respiração ofegante e agitação. 

1000 05 

05 

Macho 

Fêmea 

0/5 

0/5 

Respiração ofegante, agitação e frênito 

vocal. 

2000 05 

05 

Macho 

Fêmea 

0/5 

0/5 

Respiração ofegante, agitação e frênito 

vocal. 



92 

 

  

(Tabela 3). Outros trabalhos corroboram com o nosso estudo, uma vez que outros 

monoterpenos também demonstram ausência de toxicidade pela avaliação dos parâmetros 

hematológicos (HOSSEINZADEH; TALEBZADEH, 2005; HARIRI et al., 2011). 

Nenhuma alteração no conteúdo das células totais como os leucócitos foi detectada. Os 

resultados dos exames hematológicos são resumidos na tabela 3. Em relação aos leucócitos 

não houve nenhuma mudança significativa, assim como nos neutrófilos contados (p>0,05), 

semelhantes a outros estudos encontrados com extratos e substâncias isoladas que podem ser 

usados de forma segura e com eficácia no SNC (HUTCHINSON et al., 2000; OLIVEIRA et 

al., 2008). 

 

 

Tabela 3. Parâmetros hematológicos de camundongos Swiss, tratados com ciano-carvona por 

via oral. 

Parâmetros hematológicos obtidos de camundongos machos Swiss tratados por via oral com 

Tween 80 0,05% dissolvido em solução salina 0,9% (Controle, n = 10) e ciano-carvona nas 

doses 25, 50 e 75 mg kg
-1

 e observados durante 24 horas (n = 10 por grupo). Os valores 

representam a média ± E.P.M. do número de animais usados nos experimentos. n – representa 

o número de animais em cada grupo.  

 

A tabela 4 demonstra o efeito do tratamento agudo com ciano-carvona nas doses de 

25, 50 e 75 mg kg
-1

 (v.o.) nos parâmetros bioquímicos do soro obtido de camundongos após 

14 dias de observação. A ciano-carvona nas doses administradas não alterou de forma 

significativa os níveis plasmáticos dos parâmetros bioquímicos. Os resultados obtidos para os 

parâmetros glicose, uréia, creatinina e triglicerídeos em nosso estudo estão de acordo com os 

valores de referência. Conforme podemos constatar após realização da análise estatística, que 

Parâmetros Veículo 

(0,1 ml/10g) 

Ciano-

carvona 

(25  mg kg
-1

) 

Ciano-

carvona 

(50  mg kg
-1

) 

Ciano-

carvona 

(75  mg kg
-1

) 

Hemácias (mm
3
) 8,09 ± 0,24 8,11 ± 0,51 7,95 ± 0,31 8,30 ± 0,47 

Hemoglobina (g/dL) 13,37 ± 0,15 13,9 ± 0,87 13,02 ± 0,54 13,1 ± 0,78 

Hematócrito (%) 39,15 ± 0,30 39,5 ± 2,71 39,75 ± 1,74 39,0 ± 2,4 

VCM (fL) 60,09 ± 0,28 61,01 ± 1,48 59,89 ± 2,45 59,09 ± 1,65 

HCM (pg) 20,99 ± 0,34 21,13 ± 0,38 21,15 ± 0,74 20,69 ± 0,57 

CHCM (g/dL) 35,09 ± 0,62 34,45 ± 0,51 34,03 ± 0,52 34,75 ± 0,46 

Neutrófilos (%) 18,66 ± 0,03 18,52 ± 2,01 18,01 ± 1,82 18,50 ± 4,8 

Linfócitos (%) 78,49 ± 0,31 78,50 ± 2,71 79,55 ± 2,13 78,50 ± 5,02 
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demonstrou ausência de diferenças estatisticamente significativas entre os grupos tratados 

com as diferentes doses do composto ciano-carvona e o grupo controle tratado com veículo.  

 

Tabela 4. Parâmetros bioquímicos obtidos do soro de camundongos Swiss, tratados com 

ciano-carvona por via oral. 

Parâmetros Veículo 

(0,1 ml/10g) 

Ciano-

carvona 

(25 mg kg
-1

) 

Ciano-

carvona 

(50 mg kg
-1

) 

Ciano-

carvona 

(75 mg kg
-1

) 

Glicose (mg/dL) 91,15 ± 9,69 90,10 ± 10,1 89,89 ± 8,29
 

89,39 ± 11,7 

Uréia (mg/dL) 52,89 ± 1,44 51,80 ± 3,65 51,01 ± 1,33 51,33 ± 3,91 

Creatinina (mg/dL) 0,57 ± 0,01 0,58 ± 0,59 0,57 ± 0,53 0,56 ± 0,57 

Triglicerídeos (mg/dL) 105,6 ± 3,12 109,4 ± 10,5 104,6 ± 8,5 106,0 ±
 
7,7 

AST (U/mL) 49,67 ± 3,62 48,2 ± 5,81 50,60 ± 2,15 48,90 ±7,17 

ALT (U/mL) 91,67 ± 1,92 91,2 ± 12,62
 

92,6 ± 10,69 91,01 ± 6,09 

Parâmetros bioquímicos obtidos do soro de camundongos machos Swiss tratados por via oral 

com Tween 80 0,05% dissolvido em solução salina 0,9% (Controle, n = 10) e ciano-carvona 

nas doses 25, 50 e 75  mg kg
-1

 e observados durante 24 horas (n = 10 por grupo). Os valores 

representam a média ± E.P.M. do número de animais usados nos experimentos.  

 

Posteriormente foi avaliado os efeitos ansiolíticos no teste do campo aberto (Tabela 5) 

e as doses de 25, 50 e 75 mg kg
-1

 da ciano-carvona não alterou o número de groomings 

quando comparado ao grupo controle (p>0,05). Por fim, reforçando o emprego da ciano-

carvona como possível agente ansiolítico em novas formulações farmacêuticas foi observado 

que as doses de 25, 50 e 75 mg kg
-1

 reduzem o número de rearing de 85,3% (6,80 ± 0,86), 

83% (6,00 ± 0,70) e 86% (5,00 ± 1,88), quando comparado ao grupo controle (35,38 ± 1,86; 

p<0,05), respectivamente. Em comparação ao grupo diazepam (13,29 ± 2,81; p<0,05) também 

foi verificada uma diminuição significativa no número de rearings.  Dados semelhantes foram 

encontrados para outros monoterpenos como o citrol, mirceno e limoneno (VALE et al., 

2002). Quando o animal é colocado em uma ambiente estranho há uma diminuição do apoio 

do animal sobre as patas traseiras (rearing) variando de acordo com o estresse sofrido pelo 

animal (BARBOSA et al., 2008)
 
aumentando as tentativas e ações de levantar-se, assim a 

droga testada diminuiu o número de rearings, sugerindo que a ciano-carvona possui um 

possível efeito ansiolítico. Dessa forma, verificamos uma redução no número de cruzamentos 

de 54,32, 52,06 e 44,49% nas doses de 25 mg kg
-1

 (40,60 ± 9,61), 50 mg kg
-1

 (42,60 ± 4,55) e 
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75 mg kg
-1

 (49,33 ± 5,01), quando comparado ao controle (88,86 ± 3,09; p< 0,001), 

respectivamente. 

 

Tabela 5: Efeitos da ciano-carvona no teste de campo aberto em camundongos. 

Grupos (n) Número de 

cruzamentos 

Número de 

 Rearing 

Número de 

Grooming 

Controle (12) 88.86 ± 3.09 35.38 ± 2.71 4.25 ± 0.49 

Diazepam (12)  29.00 ± 1.79
a 

13.29 ± 1.06
a 

2.28 ± 0.52
a 

Ciano-carvona 25 (7) 40.60 ± 9.61
a 

6.80 ± 0.86
a
 4.30 ± 3.35 

Ciano-carvona 50 (7) 42.60 ± 4.55
a,b 

6.00 ± 0.70
a,b

 4.29 ± 0.87 

Ciano-carvona 75 (7) 49.33 ± 5.01
a,b 

5.00 ± 1.88
a,b

 4.28 ± 1.42 

Os valores foram expressos como a média ± E.P.M. para o número de cruzamentos com as 

quatro patas, número de grooming e o número de rearing dos animais utilizados nos 

experimentos. 
a
p<0,01 (ANOVA seguido de t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste), 

quando comparado ao grupo controle. 
b
p<0,001 (seguido de t-Student-Neuman-Keuls como 

post hoc teste), quando comparado ao grupo diazepam.  

 

Para avaliar um possível efeito sedativo da ciano-carvona, camundongos adultos foram 

tratados com as mesmas doses que produziram efeito ansiolítico nos modelos empregados e 

foram submetidos ao teste do rota rod (Tabela 6), que consiste em colocar camundongos 

sobre uma barra giratória a uma velocidade constante e verificar o tempo de permanência 

(TP) por meio da capacidade do animal equilibrar-se sobre a mesma. Em nenhuma das doses 

testadas (25 mg kg
-1

: TP = 174,1 ± 3,19 s; 50 mg kg
-1

: TP = 174,9 ± 3,68 s; 75 mg kg
-1

: TP = 

174,7 ± 1,66 s)  houve alteração no TP em segundos (s) sobre a barra giratória sugerindo que 

não induz mudanças na  atividade locomotora dos animais quando comparado ao grupo 

controle (TP = 175,3 ± 1,29 s; p>0,05).  

Também não foi verificada nenhuma alteração no número de quedas nos grupos 

tratados com ciano-carvona nas doses de 25, 50 e 75 mg kg
-1

 por via oral quando comparado 

ao grupo controle (p>0,05), sugerindo que este monoterpeno não produz efeito relaxante 

muscular e não altera a coordenação motora. Por outro lado, o diazepam usado como droga de 

referência foi capaz de reduzir o tempo de permanência e de aumentar o número de quedas, 

demonstrando sua capacidade de provocar relaxamento muscular. Dessa forma, podemos 

sugerir que o composto avaliado apresenta um possível efeito sedativo, semelhante ao 

diazepam no teste do campo aberto, mas por outro lado demonstra um melhor potencial 

farmacológico de importância clínica, uma vez que não altera a coordenação motora. 
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Tabela 6: Efeitos da ciano-carvona no teste do rota rod em camundongos 

Grupos (n) Número de quedas Tempo de permanência 

(s) 

Controle (12) 1.70 ± 0.26 175.3 ± 1.28 

Diazepam (12)  2.10 ± 0.27
a 

171.4 ± 0.84
a 

Ciano-carvona 25 (7) 1.70 ± 0.44 174.1 ± 3.19 

Ciano-carvona 50 (7) 1.72 ± 0.35 174.9 ± 3.68 

Ciano-carvona 75 (7) 1.72 ± 0.52 174.7 ± 1.65 

Os valores foram expressos como a média ± E.P.M. do número de quedas e tempo de 

permanência em segundo do número de animais utilizados nos experimentos. 
a
p<0,01 

(ANOVA seguido de t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste), quando comparado ao 

grupo controle. 

 

No presente estudo foi verificado que a ciano-carvona causou uma diminuição da 

atividade locomotora em camundongos de forma semelhante aos benzodiazepínicos que são 

utilizados como referência de fármaco ansiolítico, sugerindo que o composto sintético 

avaliado em diferente modelos experimentais pode apresentar efeitos no SNC por meio do 

sistema GABAérgico. A avaliação da capacidade de limpeza em um lugar desconhecido 

permite não apenas a avaliação da atividade estimulante ou depressora de um dado composto, 

podendo ainda indicar atividades mais específicas como ação ansiolítica (OLSEN, 2000). 

Para determinar o possível efeito ansiolítico da ciano-carvona foi utilizado o teste de 

labirinto em cruz elevado (Tabela 7). O aparato consiste de dois braços abertos, dois braços 

fechados e uma plataforma central, dispostas de tal forma que os dois ramos de cada lado 

ficam opostos um ao outro. O labirinto em cruz elevado foi realizado após trinta minutos à 

administração da ciano-carvona (25 e 50 e 75 mg kg
-1

) ou diazepam (1 mg kg
-1

), a estatística 

revelou efeitos significativos da ciano-carvona sobre a porcentagem de entradas para os 

braços abertos na maior dose testada (75 mg kg
-1

) houve um aumento de 33,05%, quando 

comparado ao grupo controle. Apesar de que não houve alteração significativa na 

percentagem de entradas nos braços abertos nas menores doses (25 e 50 mg kg
-1

), quando 

comparado ao grupo controle (p>0,05; Tabela 7). Os efeitos sobre a exploração de braços 

abertos após o tratamento com a ciano-carvona na maior dose sugere um possível efeito 

ansiolítico sobre o SNC.  

Nossos resultados demonstram que as doses de 25 e 50 mg kg
-1

 não altera os 

parâmetros NEBA, PEBA, TPBA e PTBA, avaliados no teste do labirinto em cruz elevado 

quando comparados ao grupo controle. Por sua vez a dose de 75 mg kg
-1

 de ciano-carvona 

aumentou de forma significativa todos os parâmetros avaliados em comparação ao grupo 

controle. Além disso, esse aumento foi semelhante ao observado com o grupo tratado com 
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diazepam (droga de referência), sugerindo que a dose de 75 mg kg
-1

 apresenta efeitos 

ansiolíticos, com menor efeito sedativo e relaxante muscular. No entanto, futuros estudos 

devem ser realizados com o uso de drogas antagonistas de diferentes sistemas para esclarecer 

o seu mecanismo de ação ansiolítico 

 

Tabela 7: Efeito da ciano-carvona no teste do labirinto em cruz elevado em camundongos. 

Grupos (n) NEBA PEBA TPBA PTBA 

Controle (12) 10.67 ± 0.74 40.00 ± 2.25 122.5 ± 6.37 40.75 ± 2.16 

Diazepam (12) 15.71 ± 0.28
a 

75.43 ± 2.08
a
 208.4 ± 3.57

a 
69.25 ± 1.26

a 

Ciano-carvona 25 (7) 10.40 ± 0.65
 

41.32 ± 10.08 123.3 ± 8.00 41.9 ± 3.71
 

Ciano-carvona 50 (7) 10.65 ± 0,74 40.25 ± 9.85 120.4 ± 12.05 42.06 ± 3.42 

Ciano-carvona 75 (7)   14.57 ± 0.80
 a
 73.05 ± 4.04

a 
210.4 ± 17.58

a
  64.65 ± 3.02

a
 

Os valores foram expressos como a média ± E.P.M. do número de entradas nos braços abertos 

(NEBA); da porcentagem de entradas nos braços abertos PEBA (PEBA); do tempo de 

permanência nos braços abertos (TPBA); e da porcentagem de tempo de permanência nos 

braços abertos (PTBA) do número de animais utilizados nos experimentos. 
a
p<0,01 (ANOVA 

seguido de t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste), quando comparado ao grupo 

controle.  

 

Estudos químicos têm relatado a presença de vários monoterpenóides principalmente α 

e β-tujona e carvona, juntamente com limoneno, sabineno, β-pineno, carvacrol e eucarvona 

(FESTER et al., 1956; GATTO et al., 1981; CABANILLAS et al., 2003) apresentando efeitos 

antidepressivos e ansiolíticos. Recentemente os efeitos de monoterpenóides (álcool e cetonas) 

foram investigados em receptores humanos recombinantes GABAA (HALL et al., 2004), esse 

envolvimento do sistema GABAaérgico pode mimetizar as drogas benzodizepínicas com 

menos efeitos colaterais inerentes a essas drogas, o que pode sugerir um possivel mecanismo 

GABAaérgico no tratamento clínico da ansiedade. 

 

CONCLUSÃO 

O estudo realizado sobre a toxicidade aguda em camundongos demonstrou que a 

ciano-carvona nas doses avaliadas não produz alterações hematológicas e bioquímicas durante 

o período de 14 dias de observação, bem como não produz alteração morfológica nos 

principais órgãos. Com base nos estudos comportamentais podemos sugerir um possível 

efeito ansiolítico para a ciano-carvona. No entanto, mais estudos sobre a toxicidade 

subcrônica e crônica da ciano-carvona são necessários, bem como novos estudos em modelos 

experimentais de ansiedade fazendo uso de antagonistas são necessários para garantir seu uso 

de forma segura em problemas relacionados à saúde humana, principalmente na ansiedade. 
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CAPÍTULO IV: Formulações farmacêuticas à base da ciano-carvona para 

tratamento de doenças neurodegenerativas 

 

Pedido de Registro de Patente submetido ao INPI por meio do Núcleo de 
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RESUMO 

 

“FORMULAÇÕES FARMACÊUTICAS À BASE DA CIANO-CARVONA PARA 

TRATAMENTO DE DOENÇAS NEURODEGENERATIVAS” 

 

A presente invenção diz respeito ao desenvolvimento das formulações farmacêuticas à 

base da ciano-carvona (1S,2S,5R)-5-isoprenil-2-metil-3-oxo-ciclohexanocarbonitrila) um 

derivado sintético da carvona, para tratamento da ansiedade, depressão e epilepsia. A presente 

invenção refere-se ao potencial ansiolítico, antidepressivo e anticonvulsivante da ciano-

carvona e a sua utilização na formulação de produto(s) farmacêutico(s) para tratamento dessas 

patologias relacionadas com o sistema nervoso central.  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Pode-se inferir que a ciano-carvona nas doses avaliadas não produz alterações 

hematológicas e bioquímicas e não foi possível calcular a dose letal (DL50) já que não houve 

nenhuma morte. Com base nos estudos comportamentais podemos sugerir um possível efeito 

ansiolítico, assim como atividade anticonvulsivante por meio do modelo de epilepsia induzida 

por pilocarpina. Os resultados dos efeitos antioxidantes in vitro com a ciano-carvona 

apresentou um forte potencial antioxidante in vitro, por meio da capacidade de remoção 

contra radicais hidroxilas e do óxido nítrico, bem como preveniu a formação de TBARS. 

Foi realizado o depósito de pedido de patente submetido ao Núcleo de Inovação e 

Tranferência de Tecnologia (UFPI) – n° 000172. 
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ANEXO B: Artigo aceito pela Revista Cellular and Molecular Neurobiology  

 



xiv 

 

 

 



xv 

 

 

 



xvi 

 

 

 



xvii 

 

 

 



xviii 

 

 

 



xix 

 

 

 



xx 

 

 

 

 

 

 

 

 



xxi 

 

 

 

ANEXO C: Confirmação de submissão à Revista Brasileira de Ciências da Saúde 

 

 

 

 

 



xxii 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO D: Declaração do depósito de pedido de patente submetido ao Núcleo de 

Inovação tecnológica na Universidade Federal do Piauí. 

 

 

 

 

 

 


