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Ensaio pré-clínico de um produto natural para avaliação de seu possível efeitos 

anticonvulsivante. TALITA MENDES DE OLIVEIRA. Orientador: Sidney Gonçalo de 

Lima. Dissertação de Mestrado. Programa de Pós-graduação em Ciências Farmacêuticas. 

Centro de Ciências da Saúde. Departamento de Bioquímica e Farmacologia, UFPI, 2012. 

 

RESUMO 

 

O p-cimeno (1-metil-4-isopropil benzeno) é um monoterpeno aromático biosintético de 

fórmula molecular C10H14, precursor do carvacrol e largamente presente entre os óleos 

essenciais, sendo um dos constituintes majoritário em várias espécies vegetais como em 

Thymus vulgaris, Origanum saccatum e Origanum solymicum. No primeiro capítulo foram 

investigados os efeitos anticonvulsivantes e alterações histopatológicas no hipocampo e corpo 

estriado de camundongos adultos após tratamento com p-cimeno (CIM) nas doses de 50, 100 

e 150 mg kg
-1

. O efeito anticonvulsivante de CIM foi investigado no modelo de epilepsia 

induzido por pilocarpina. Esse monoterpeno foi capaz de diminuir a frequências das crises 

epilépticas induzidas pela pilocarpina, estado de mal epilético e lesões cerebrais em 

camundongos. Além disso, o p-cimeno diminuiu a gravidade das lesões do hipocampo e 

corpo estriado e a taxa de mortalidade causada pela pilocarpina. Os resultados indicam a 

capacidade do p-cimeno em modular os efeitos anticonvulsivantes. No segundo capítulo foi 

investigado o possível mecanismo de ação do p-cimeno sobre as crises epilepticas induzidas 

pela pilocarpina. Avaliando o possível bloqueio dos efeitos do p-cimeno por meio do pré-

tratamento com atropina (25 mgkg
-1

), antagonista dos receptores muscarínicos, e com o 

Flumazenil (25 mgkg
-1

), antagonista dos receptores benzodiazepínicos. Sendo que nenhum 

efeito do p-cimeno foi bloqueado pelo pré-tratamento com atropina, porém pode ser 

observado que os efeitos foram revertidos quando administrado o flumazenil. É sugerido que 

o p-cimeno apresente atividade anticonvulsivante por modulação do sistema de 

neurotransmissores GABAérgicos que precisam ser melhores investigados. No terceiro 

capítulo, foi realizada a avaliação do potencial antioxidante do p-cimeno em hipocampo de 

camundongos adultos por meio da determinação dos níveis de substâncias ácidas reativas com 

o ácido tiobarbitúrico (TBARS), conteúdo de nitrito e atividade das enzimas catalase (CAT) e 

superóxido dismutase (SOD). O tratamento com p-cimeno reduziu significativamente o nível 

de peroxidação lipídica e conteúdo de nitrito, sugerindo um papel antioxidante in vivo uma 

vez que foi capaz de reduzir a formação de espécies reativas derivadas do oxigênio e 

nitrogênio. Além disso, o p-cimeno aumentou a atividade das enzimas CAT e SOD, no 

hipocampo de camundongos, sugerindo que seu papel antioxidante pode ser devido à 

modulação positiva da atividade dessas enzimas. Portanto, os resultados do presente estudo 

demonstram que o p-cimeno, apresenta potencial antioxidante in vivo e pode atuar como um 

agente neuroprotetor cerebral.  

 

Palavras-chave: Anticonvulsivante, Óleo Essencial, Antioxidante, Monoterpeno, p-Cimeno. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xvi 

 

Preclinical trial of a natural product to evaluation of potential anticonvulsant effect. 

TALITA MENDES DE OLIVEIRA. Advisor: Sidney Golçalo de Lima. Master’s 

Dissertation. Post-Graduate Program in Pharmaceutical Sciences. Center for Health Sciences. 

Department of Biochemistry and Pharmacology, UFPI, 2012. 

 

ABSTRACT 

 

The p-cymene (1-isopropyl-4-methylbenzene) is a biosynthetic aromatic monoterpene with 

molecular formula C10H14, carvacrol precursor and largely present among the essential oils, 

and one of major constituents in many plant species as in Thymus vulgaris, Origanum 

saccatum and Origanum solymicum. In first chapter, we investigated the convulsivant 

effects and histopathological alterations in hypoccampus and corpus striatum of adult mices 

after p-cymene treatment (MIC) at doses of 50, 100 and 150 mgkg
-1

. Anticonvulsivant effect 

of MIC was investigate in epilepsy model induced by pilocarpine. This monoterpene was able 

to reduce the epileptics seizures frequency induced by pilocarpine, status epilepticus and brain 

damage in mices. Furthermore, p-cymene reduced lesions severity of the hippocampus and 

corpus striatum and mortality rate caused by pilocarpine. Results indicate the ability of p-

cymene to modulate the anticonvulsivant effects and its neuroprotective activity. In second 

chapter, we investigated the possible action mechanism of p-cymene on epileptics seizures 

induced by pilocarpine, evaluating the possible blockage of p-cymene effects by the pre-

treatment with atropine (25 mgkg
-1

), muscarinic antagonist, and with flumazenil (25 mgkg
-1

), 

benzodiazepines antagonist. Since no effect of p-cymene was blocked by pretreatment with 

atropine, but it can be seen that the effects were reversed when administered flumazenil.We 

suggest p-cymene present anticonvulsivant activity by modulation of GABAergic 

neurotransmitter system that need to be more investigated. In third chapter, we performed 

the evaluation of p-cymene antioxidant potential in hypoccampus of adult mice by the levels 

determination of acidic substances reactives with thiobarbituric acid (TBARS), nitrite content 

and activity of catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) enzymes. Treatment with p-

cymene significantly reduced the level of lipid peroxidation and nitrite content, suggesting an 

antioxidant role in vivo since it was able to reduce the formation of reactive species derived 

from oxygen and nitrogen. Furthermore, p-cymene increased the activity of CAT and SOD on 

mice hipoccampus, suggesting that its antioxidant role may be due positive modulation of 

these enzyme activities. Therefore, results of this study show that p-cymene has in vivo 

antioxidant potential and may act as a brain neuroprotective agent. 

 

Keywords: Anticonvulsant, Essential Oil, Antioxidant, Monoterpene, p-Cymene. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O uso medicinal das plantas e suas preparações têm sido repassados por séculos e ainda 

é a forma mais comum do tradicional medicamento em todo o mundo (KELLER et al., 2003;. 

OMS., 2005). As plantas medicinais são parte integrante dos sistemas tradicionais de 

medicamentos. Os primeiros registros sugerem que os medicamentos a base de ervas têm sido 

utilizados e documentada em sistemas medicinais na Índia, Roma, China, Egito e Grécia há 

cerca de 5000 anos. O uso tradicional de ervas medicinais tem sido praticado desde os tempos 

antigos em Países da América e da Arábia e Japão (DE et al., 2010; KAMBOJ, 2000; 

MUKHERJEE, 2008).   

No século 21, as ervas medicinais vem ganhando importância na área da saúde com um 

maior número de pessoas buscando soluções relativamente seguras e abordagens para a saúde 

(DUBEY; KUMAR; TRIPATHI, 2004). O crescimento do interesse por ervas medicinal 

proporciona às pessoas um sistema de saúde alternativo que é importante para melhorar custo 

e tratamentos eficazes para a comunidade mundial. O aumento da procura mundial por 

medicamentos fitoterápicos foi seguido por um crescimento tardio em estado de alerta 

mundial sobre a oferta cada vez menor de medicamentos no mundo (SEN, S.; 

CHAKRABORTY, R.; DE, B, 2011). 

O Brasil tem a maior biodiversidade do mundo, representando mais de 20% do número 

total de espécies conhecidas. Apresenta a flora mais diversificada, com mais de 55 mil 

espécies descritas, o que corresponde a 22% do total global. Tal biodiversidade é seguida por 

uma ampla aceitação da utilização das plantas medicinais. A maioria da população brasileira, 

cerca de 80% consome apenas 37% dos medicamentos disponíveis comercialmente e 

dependem quase exclusivamente de medicamentos de origem natural. Numerosos estudos 

sobre a farmacologia de plantas medicinais têm sido realizados, uma vez que constituem uma 

fonte potencial para a produção de novos medicamentos (SILVA; FERNANDES-JÚNIOR, 

2010).  

O Ministério da Saúde contempla através da Portaria nº 971/2006 e o Decreto nº 

5813/06 uma política nacional de práticas integrativas com ampliação ao acesso a serviços e 

produtos, incluido os relacionados com as plantas medicinais e fitoterapia, institucionalizando 

estas práticas no Sistema Único de Saúde (SUS). O que demostra a atenção do governo 

brasileiro em relação às plantas medicinais e suas utilizações adequadas na medicina. 
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Propondo-se a ampliar este acesso às opções terapêuticas com produtos seguros, eficazes e de 

qualidade, de forma integrativa e complementar. 

Extensas pesquisas tem demostrado que os óleos essênciais e seus componentes 

principais possuem um amplo espectro de atividade biológica que pode ser de grande 

importância em vários campos da química dos alimentos e para farmacologia. Análise de 

óleos essenciais mostra que, dos compostos diferentes que os formam, terpenóides são os 

mais abundantes, sendo os encontrados em maior quantidade os sesquiterpenos e 

especialmente os monoterpenos (CRISTANI, 2007). Entre os monoterpenos mais presente nas 

plantas, fazem parte da subclasse monocíclica o timol, carvacrol e p-cimeno (POLOUSE; 

CROTEAU, 1987). 

O p-cimeno (1-metil-4-isopropilbenzeno) é um monoterpeno aromático biosintético de 

fórmula molecular C10H14, precursor do carvacrol e largamente presente entre os óleos 

essenciais, sendo o constituinte majoritário em várias espécies vegetais como 83.75% em 

Origanum saccatum, 53.07% em Origanum solymicum e 44.13% em Thymus vulgaris 

(POULOSE, 1978; ADAMS, 2007). Além disso, o p-cimeno vem sendo alvo de estudos em 

outros trabalhos como atividade antinociceptiva (SANTANA et al., 2011), antibacteriana 

(BAGAMBOULA; UYTTENDAELE; DEBEVERE, 2004), antifúngica, herbicida (KODALI 

et al., 2008) e antileshmania (MEDEIROS et al., 2011). Em busca de novas fontes de 

moléculas naturais, os óleos essenciais são promissores e desafiadores (ARAÚJO; FREITAS; 

CRUZ, 2011).  

Desta forma, no presente estudo foi avaliado o potencial anticonvulsivante do p-cimeno 

em modelo animal de epilepsia e a caracterização do mecanismo de ação deste constituinte 

ativo além de avaliar o potencial antioxidante do p-cimeno em hipocampo de camundongos 

adultos para obtenção de um possível agente terapêutico derivado das plantas medicinais. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral  

 

 Avaliar as propriedades farmacológicas do p-cimeno por meio da determinação 

da atividade anticonvulsivante e antioxidante para subsidiar o desenvolvimento 

de um medicamento; 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 Avaliar a atividade anticonvulsivante e realizar análises histopatológicas no 

hipocampo e corpo estriado de camundongos adultos tratados por via 

intraperitoneal com p-cimeno; 

 Investigar o possível mecanismo de ação do p-cimeno sobre convulsões 

induzidas por pilocarpina; 

 Examinar a atividade antioxidante in vivo do p-cimeno. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 Plantas Medicinais  

 

O uso de plantas para tratar doenças é tão antigo quanto à espécie humana. Observações 

interessantes sobre a utilização e eficácia de plantas medicinais contribuíram 

significativamente para a divulgação das suas propriedades terapêuticas, de modo que elas são 

frequentemente prescritas, mesmo se seus constituintes químicos não são completamente 

conhecidos. Os compostos ativos produzidos durante o metabolismo secundário vegetal são 

geralmente os responsáveis pelas propriedades biológicas de algumas espécies de plantas 

utilizados para vários fins. Em todo o mundo, especialmente nos países sul-americanos, o uso 

de plantas medicinais tem apoiado significativamente os cuidados primários de saúde 

(SILVA; FERNANDES JÚNIOR, 2010). 

A fitoterapia vem sendo um ramo da medicina integrativa que mais cresce ao longo dos 

anos. Sendo que o fator mais relevante para este crescimento se resume na evolução dos 

estudos científicos, em destaque a descoberta da eficácia de plantas medicinais, 

principalmente as utilizadas pela população com finalidade terapêutica através de estudos 

químicos, farmacológicos e toxicológico. Há uma confusão na população entre fitoterapia e o 

uso de plantas medicinais. A Agência Nacional de Vigilancia Sanitária considera fitoterápico 

aquele obtido exclusivamente de matéria-primas de origem vegetal, com qualidade constante 

e reprodutível e que tantos os riscos quanto à eficácia seja caracterizada por levantamentos 

etnofarmacológicos, documentações técnico científicas em publicações ou ensaios clínicos 

(NICOLETTI et al., 2007).  

Plantas com atividade psicoativa exercem importantes efeitos sobre a consciência, as 

emoções e a cognição e, devido a esses efeitos, têm sido utilizadas há bastante tempo com 

finalidades terapêuticas, espirituais e recreacionais. A investigação farmacológica de produtos 

naturais que apresentam atividade sobre o sistema nervoso central (SNC) tem auxiliado a 

compreensão das bases neuroquímicas de muitas doenças. Extratos vegetais e produtos 

isolados exercem suas ações através de interações com moléculas endógenas transdutoras de 

sinal (neurotransmissores) (O’CONOOR; ROTH, 2005; BARBOSA FILHO et al., 2006; 

CARDOSO et al., 2008; QUINTANS JÚNIOR et al., 2008; SOUSA et al., 2008; SUBHAN, 

2008). 

A natureza é uma fonte rica em uma diversidade biológica e química, com estruturas 

únicas e complexas de produtos naturais não podendo ser obtidos facilmente por síntese 
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química. Muitas plantas foram conhecidas pela sua atividade anticonvulsivante, entre elas as 

que já foram encontradas atividades anticonvulsivantes em modelo animal e/ou na medicina 

popular estão a Abelmoschus angulosus, Allium sativum, Artemisia spp, Cannabis sativa, 

Cinchona offi cinalis, Egletes viscosa, Icacina trichantha, Magnolia grandiflora, Plumbago 

zeylanica e outras. Em estudos com plantas do nordeste brasileiro tiveram bons resultados as 

espécies Bauhinia outimouta, Rauvolfia ligustrina Willd. ex Roem. & Schult e Xymenia 

americana L. (QUINTANS-JÚNIOR et al., 2002). Entre essas plantas testadas algumas delas 

(de famílias diferentes) foram encontradas atividade anticonvulsivante embora na maioria dos 

casos os componentes ativo ainda estão para ser encontrados, para aqueles onde os 

componentes já são conhecidos, pertencem a diferentes classes químicas. Sendo que em 

outros estudos observou-se a atividade anticonvulsivante em cumarinas, triterpenoides 

(QUINTANS-JUNIOR et al., 2008), diterpenos (COSTA et al., 2012) e monoterpenos (LICK, 

2009). 

Dessa forma, o monoterpeno aromático, p-cimeno, apesar de poucos estudos em relação 

a sua atividade farmacológica, se apresenta como uma possibilidade de base para um 

medicamento. Assim, o estudo de seu potencial anticonvulsivante, do mecanismo de ação 

para o esclarecimento de sua atividade no SNC e seu grau de antividade antioxidante é 

necessário para uma futura utilização clínica.  

 

3.2 Óleo Essencial 

 

Os óleos essenciais são voláteis, naturais, compostos complexos caracterizados por um 

odor forte e são formados a partir das plantas aromáticas por metabólitos secundários. Eles 

são geralmente obtidos por arraste a vapor ou hidro-destilação primeiramente desenvolvido na 

Idade Média pelos árabes (BAKKALI et al., 2008). Os óleos essenciais são constituidos de 

elementos voláteis contidos em muitos órgãos vegetais, e, estão relacionados com diversas 

funções necessárias à sobrevivência vegetal, exercendo papel fundamental na defesa contra 

microrganismos (SIQUI et al., 2000).  

Eles podem conter cerca de 20 a 60 componentes em concentrações bastante diferentes. 

Eles são caracterizados por dois ou três componentes principais em concentrações elevadas 

(20-70%) em comparação com outros componentes presentes em quantidades vestigiais. Por 

exemplo, carvacrol (30%) e timol (27%) são os componentes principais do óleo essencial do 

Origanum compactum, linalol (68%) do óleo essencial de Coriandrum sativum, - e -



22 

 

thujone (57%) e cânfora (24%) do óleo essencial de Artemisia herba-alba, 1,8-cineol (50%) 

do óleo essencial de Cinnamomum camphora, -felandreno (36%) e limoneno (31%) do óleo 

essencial das folhas e carvona (58%) e limoneno (37%) das sementes de Anethum 

graveolensl, mentol (59%) e mentona (19%) de Mentha piperita (Mentha X piperita). 

Geralmente, estes componentes principais determinarão as propriedades biológicas dos óleos 

essenciais. Os componentes incluem dois grupos de biosintéticos de origem distinta 

(CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000; BETTS, 2001; BOWLES, 2003; PICHRSKY; 

NOEL; DUDAREVA, 2006). O grupo principal é composto de terpenos e terpenóides e outro 

de constituintes aromáticos e alifáticos, todos caracterizados por baixo peso molecular 

(BAKKALI et al., 2008). 

Dentre os metabólitos secundários vegetais, os terpenóides, substâncias cuja origem 

biossintética deriva de unidades do isopreno (Ilustração 1), constituem o maior grupo. Na 

medicina popular, assim como na terapêutica, plantas contendo derivados terpênicos têm sido 

usadas como sedativas, tranquilizantes e anticonvulsivantes. Muitos óleos voláteis possuem 

uma grande variedade de atividades farmacológicas, tais como ansiolítica, anticonvulsivante e 

antinociceptiva. Compostos como linalool, limoneno e citronelol possuem ação 

anticonvulsivante, enquanto mentol e mirceno, atividade analgésica. Muitos derivados 

monoterpênicos têm demonstrado atividades sobre o SNC, incluindo sedativa, antinociceptiva 

e antidepressiva (SOUSA et al., 2007a; SOUSA et al., 2007b; PERAZZO et al.,2007, 2008; 

LEITE et al., 2008). 

 

                   

                         

Unidade de isopreno (C5) 

lustração 1 - Estrutura química da unidade de isopreno. 

Fonte: Arquivo Pessoal 

 

Aproximadamente 3000 óleos essenciais são conhecidos, 300 dos quais são 

comercialmente importante, especialmente para a indústria farmacêutica, 

alimentícia, agronômica e sanitária e uso em cosméticos e perfumes. Muitos têm sido 

utilizados nos países em desenvolvimento como tratamentos alternativos para vários 

problemas de saúde (CIMANGA et al., 2002). 
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Além disso, a história da descoberta de drogas mostrou que as plantas são fonte 

altamente rica em busca de novo compostos ativos e tornando um desafio para a 

indústria farmacêutica moderna. Muitas drogas sintéticas devem suas origens às plantas 

medicinais (HOWES et al, 2003; ORHAN et al, 2004). 

O uso de plantas contendo terpenos na medicina popular é bem conhecido; estudos 

científicos sobre a atividade dos terpenóides sobre o SNC são mais recentes. Estes estudos 

incluem, além da avaliação em modelos de doenças neuropsiquiátricas, também a busca dos 

seus alvos moleculares de ação. As atividades avaliadas in vivo estão relacionadas aos 

propósitos de uso popular como sedativo e ansiolítico. Os alvos moleculares estudados são, 

principalmente, os sistemas neurotransmissores GABAérgico, glutamatérgico, dopaminérgico 

e opióide. De forma geral, o conjunto dos dados demonstra o potencial terapêutico e em 

alguns casos tóxico, dessa classe de metabólitos secundários, sugerindo a necessidade de 

estudos de relação estrutura-atividade, visando à modulação de suas propriedades biológicas e 

possibilitando a obtenção de protótipos farmacológicos mais eficazes e seguros (PASSOS et 

al., 2009).   

 

3.3 p-Cimeno 

 

O p-cimeno contém um grupo isopropil ligado a um anel benzênico com grupo 

metil em para (1-metil-4-isopropil), é um hidrocarboneto natural, monoterpenos, monocíclico, 

com fórmula molecular C10H14 (Ilustração 2). Este monoterpeno apresenta as seguintes 

características físico-químicas: Peso molecular 134,22 g mol
-1

, encontra-se no estado líquido à 

temperatura ambiente, com densidade de 0,86 g cm
-3

 e ponto de ebulição 176 ºC. Com pouca 

solubilidade aquosa (SANGSTER, 1989).  

                     

 

Ilustração 2 –Estrutura química p-cimeno (1 metil- 4- isopropil-benzeno) 

Fonte: Arquivo pessoal. 
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Seu uso foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) e Comissão Européia 

para adição direta nos alimentos para uso humano como uma substância flavorizante sendo 

considerado um alimento seguro (GRAS) ou tal como aditivo aprovado (BURT, 2004). Além 

de sua utilização como um intermediário na indústria de química fina para síntese de 

perfumes, aromas, herbicidas, produtos farmacêuticos, produção de p-cresol entre outros. 

(MARTÍN-LUENGO, 2008).  

Estudos demonstram que a obtenção do p-cimeno venha a partir da aromatização do -

terpineno e a partir daí o p-cimeno poderá dar origem a vários outros monoterpenos por 

hidroxilação, dando origem ao timol ou seguido por hidroxilação no C-2 do anel, no caso de 

carvacrol ou hidroxilação em posições na cadeia lateral no caso de p-cimen-8-ol e álcool 

cuminil. De acordo com esse regime, -terpineno assume um papel chave no processo de 

aromatização, enquanto p-cimeno é o precursor central dos componentes oxigenados 

(POULOSE, 1978). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ilustração 3 – Estruturas química do -terpineno (a), p-cimeno (b), timol (c), carvacrol (d), 

álcool cuminil (e) e p-cimen-8-ol (f).  

Fonte: Arquivo pessoal. 
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      d                                    e                                    f  
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OH 

OH 
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Este monoterpeno também pode ser produzido a partir da alquilação Friedel-Crafts de 

derivados de petróleo: benzeno com metílicos e halogenos isopropílico usando AlCl3 como 

um ácido catalisador ou tolueno com álcool isopropílico (BASF, 1967). A partir da utilização 

de irradiação de microondas para a produção de p-cimeno a partir limoneno (MARTÍN-

LUENGO, 2008). 

Alguns estudos vêm sendo feito em relação ao p-cimeno demonstrando propriedades 

lipolítica. De fato, tem sido relatado que os efeitos antimicrobiano do p-cimeno e derivados 

carvacrol, timol e γ-terpineno pode resultar, pelo menos parcialmente, a partir de uma 

perturbação bruta da fração lipídica da membrana plasmática, deliberando por romper a 

membrana citoplasmática (CRISTANI, 2007). O p-cimeno tem menor efeito antimicrobiano 

do que carvacrol, quando utilizado sozinho , sendo que o p-cimeno carece de um grupo 

hidroxila, para desempenhar um papel importante na atividade antimicrobiana (ULTEE; 

BENNIK; MOEZELAAR, 2002). Sinergismo entre carvacrol e p-cimeno contra B. cereus in 

vitro e in vivo tem sido relatada (ULTEE et al., 2000). Em estudos in vitro demonstraram que 

o monoterpeno pode ser usado como um antimicrobiano contra as bactérias Gram-positivas 

(Staphylococcus aureus) e as Gram-negativas (Escherichia coli) (CRISTANI et al., 2007; 

SHAPIRA; MIMRAN, 2007). Além disso, diferentes estudos têm mostrado que o p-cimeno e 

os seus derivados monoterpenos são eficazes antioxidantes e agentes anticarcinogênicas 

(BURT, 2004). 

A espécie conhecida como vindicar (Alpinia speciosa) é usada como espasmolítica e 

hipotensora, tendo também ação cardiovascular e depressora no sistema nervoso central 

(MAIA; ZOGHBI; ANDRADE, 2001). Os monoterpenos limoneno, terpinen-4-ol, α-

terpineno e p-cimeno foram os componentes principais encontrados neste óleo essencial (LUZ 

et al, 1985; ZOGHBI; ANDRADE; MAIA, 1999). A atividade antinociceptiva do p-cimeno 

também foi confirmada, podendo modular tanto a dor neurogênica como inflamatória. Além 

disso, parece, pelo menos em parte, que a ação antinociceptiva de p-cimeno envolve o sistema 

opióide (SANTANA et al., 2011). 

Estes estudos reforçam o interesse desta dissertação em busca de um produto natural 

com atividade anticonvulsivante em modelo animal para possível utilização em tratamento 

clínico da epilepsia. 

 

3.4 Epilepsia 
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A epilepsia é uma das doenças neurológica mais prevalente, desconhecendo idade, 

raça, padrão social ou limites geográficos, afetando pelo menos 50 milhões de pessoas em 

todo o mundo (SCHEUER; PEDLEY, 1990; BOER, 2008). Por definição, epilepsia é 

caracterizada por crises espontâneas e recorrentes causados por alterações paroxísticas focais 

ou generalizadas nas funções neurológicas desencadeadas por atividade elétrica anormal no 

cortex (DICHTER, 1994). Como envolve neurônios hiperexcitados, um pressuposto básico 

liga a patogênese da epilepsia e a geração de atividade neuronal sincronizado com um 

desequilíbrio entre neurotramissão inibitória [g- ácido aminobutírico (GABA) - mediador e 

excitatório (glutamato - mediador), suposição mais aceita (DALBY, 2001).  

A crise epiléptica pode ser definida como uma manifestação excessiva e/ou 

hipersincrônica resultante da atividade epiléptica, usualmente auto-limitada ou não de 

neurônios cerebrais. As crises não auto-limitado são denominadas crises contínuas e 

configuram o quadro de EP. Este pode ser definido como uma crise duradoura, que não 

mostra sinais clínicos de interrupção após o tempo habitual da maioria das crises recorrentes 

sem que a função do SNC retorne ao período interictal (ENGEL, 2001). EP pode se 

desenvolver com graus diferentes de envolvimento muscular. O evento motor consiste de um 

aumento ou diminuição da contração muscular. O aumento da contração pode ser do tipo 

tônico (contração mantida durante segundos ou minutos), clônico (contrações, seguidas de 

relaxamentos gerando abalos musculares sucessivos) ou mioclônico (contrações muito breves, 

semelhantes a choques). A diminuição da contração caracteriza as mioclonias negativas e as 

crises atônicas (ENGEL, 2001). 

Segundo a Classificação Internacional das Crises Epilépticas de 1981, (Comissão de 

Classificação e Terminologia do ILAE, 1981); há três grupos de crises: as parciais ou focais, 

as generalizadas e as crises não classificáveis. Parcial ou focal são convulsões que possuem 

evidência clínica ou eletroencefalografia (EEG) de início local e pode se espalhar para outras 

partes do cérebro durante uma convulsão, enquanto convulsões generalizadas começam 

simultaneamente em ambos os hemisférios cerebrais (DUNCAN, 2006). Por razões prática, 

quando a crise epilética persistir por mais de 5 minutos deve ser considerada como estado de 

mal epiléptico e deve ser tratado como tal (JAMA, 1993; ALLDREADGE, 2001). 

Do ponto de vista epidemiológico, alguns estudos sugerem que entre 70% e 80% das 

pessoas com epilepsia vão conseguir diminuição das crises, enquanto que os demais pacientes 

continuam a ter convulsões, mesmo sobre tratamento com a terapia disponível no momento 

(KWAN; SANDER, 2004; HALATCHEV, 2000). Além disso, pacientes com epilepsia, 

especialmente aqueles com pior controle com medicação, têm maior co-morbidade, 
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especialmente psiquiátrica (quadros de depressão, ansiedade, psicose), juntamente com 

maiores dificuldades de trabalho e social (KANNER; BALABANOV, 2002; KANNER, 

2008). 

O século 20 assistiu o considerável progresso no desenvolvimento de medicamentos 

anticonvulsivantes (LÖSCHER; SCHMIDT, 1994). Os principais medicamentos em uso 

clínico, ou seja, fenitoína, valproato, carbamazepina, benzodiazepínicos, etossuximida, 

fenobarbital e primidona, foram desenvolvidos e introduzidos, entre 1910 e 1970 e são 

referidos como “velhas drogas” ou drogas de “primeira geração”. Após um período de mais 

de 20 anos, várias novas drogas anticonvulsivantes, tais como, vigabatrina, gabapentina, 

lamotrigina, felbamato, oxcarbazepina, tiagabina e topiramato foram introduzidas na prática 

clínica, referidas como “novas drogas” ou drogas de “segunda geração”. Os 

anticonvulsivantes mais recentes que estão em desenvolvimento pré-clínico ou clínico será 

encaminhado como drogas de “terceira geração” (LÖSCHER, 1998).  

Embora o progresso continue a ser feito em relação ao modelo experimental, pesquisas 

na clínica médica da epilepsia são importantes (incluindo o desenvolvimento de um número 

de novas drogas antiepilépticas). A epilepsia permanece um problema clínico importante que 

requer tratamento precoce e eficaz (SCORZA et al., 2011) 

Portanto, medicamentos a base de plantas pode potencialmente desempenhar um papel 

importante no desenvolvimento de novas drogas antiepilépticas para pacientes 

farmacoresistentes (NSOUR et al., 2000), servindo de base para este estudo. 

 

3.5 Modelo Animal de Epilepsia 

 

A descoberta de novas drogas antiepilépticas (DAE) depende do trabalho pré-clínico 

dos modelos animais para estabelecer eficácia e segurança antes da introdução das DAE em 

voluntários humanos (LÖSCHER; SCHMIDT, 2006). Claramente, quanto mais preditivo o 

modelo animal para qualquer tipo de crise dada ou síndrome, maior a probabilidade de que 

uma investigação DAE irá demonstrar eficácia em ensaios clínicos humanos (SMITH et al., 

2007). 

A alta prevalência da doença assim como ausência de um tratamento anti-epileptógeno 

torna necessária à realização de novos estudos e criação de modelos animais experimentais 

que nos permitam compreender os mecanismos fisiopatológicos básicos e identificar 

tratamentos eficazes. Hoje se considera válido o modelo animal que é capaz de reproduzir um 
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número de características clínicas, que podem então ser transferidas para seres humanos ou 

outros animais (GARCIA; MORALES; GUIU, 2010).  

Na epilepsia temos modelos de epilepsia aguda e crônica. A epilepsia aguda é induzida 

pela administração de drogas convulsivantes ou estimulação elétrica. O modelo da epilepsia 

crônica requer maior cuidado, trabalho e custo econômico, mas há maior probabilidade de 

melhor reprodução da fisiopatologia da epilepsia em humanos. Ambos os modelos 

reproduzem crises parciais e generalizadas, no entanto, uma vez que a epilepsia é 

caracterizada pelo aparecimento de crises recorrentes ao longo do tempo, apenas os modelos 

que reproduzem esta condição são considerados modelos de epilepsia (GARCIA; 

MORALES; GUIU, 2010). 

O modelo experimental do estado de mal epilético tenta explicar os mecanismos 

fisiopatológicos que o produz e as causas do déficit neurológico secundário, também tenta 

encontrar tratamentos eficazes que nos permitem reduzir a morbidade e mortalidade. Para este 

modelo, os animais são submetidos aos agentes químicos (administração sistêmica de ácido 

caínico ou pilocarpina) ou estimulação elétrica (na amígdala ou hipocampo) até um estado 

epiléptico (GARCIA; MORALES; GUIU, 2010). Isso resulta em um estado de mal epiléptico 

agudo com crises tônico-clônicas que é o evento inicial. Depois desse episódio, há uma fase 

latente ou sem crises, que podem durar semanas, depois que começam espontaneamente e 

crises recorrentes (fase crônica). Estudos anatômicos do hipocampo de ratos submetidos a este 

método mostram alterações semelhantes aos da esclerose medial temporal humano com a 

morte neuronal e astrogliose no hipocampo e amígdala (BEN-ARI, 2001).  

As alterações produzidas por drogas psicoativas utilizadas no tratamento da epilepsia e 

das psicopatologias associadas, não estão ausentes de efeitos adversos, havendo a necessidade 

da realização de estudos clínicos e experimentais, a fim de minimizar ou abolir esses efeitos 

prejudiciais aos pacientes epilépticos. Sendo, assim, o modelo de epilepsia induzido pela 

pilocarina, fornece ainda várias possibilidades de futuras pesquisas em animais na tentativa de 

estabelecer os mecanismos fisiopatológicos das convulsões límbicas em humanos, no intuito 

também de descobrir drogas antiepilépticas mais eficazes e seguras para uso clínico em 

humanos (FREITAS, 2011). 
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RESUMO 

Este trabalho foi realizado para investigar o efeito anticonvulsivo do p-cimeno (CIM), um 

hidrocarbomneto natural presente em óleos essenciais, isto é, produto natural extraido de 

materiais vegetais, usando experimentos com modelo de convulsão na comparação com um 

anticonvulsivante conhecido, fenobarbital. CIM em doses de 50, 100 ou 150 mgkg
-1

 

proporcionou uma redução de 25, 50 e 75%, respectivamente, contra convulsões induzidas 

por pilocarpina, e foi eficaz no aumento da latência para primeira crise epiléptica e a na 

percentagem de sobrevivência, resultando em 25, 50 e 87,5% de proteção da morte induzida 

por convulsões, respectivamente. A droga de referência fenobarbital (50 mgkg
-1

) produziu 

também uma protecção significativa (50%). O monoterpeno, 50, 100 ou 150 mgkg
-1

, foi 

também capaz de aumentar a latência para a instalação do estado de mal epiléptico induzido 

pela pilocarpina. Além disso, observou-se que o pré-tratamento com CIM aumentou a 

atividade da acetilcolinesterase no hipocampo dos animais com crise epiléptica induzida por 

pilocarpina. Os presentes resultados indicam claramente a capacidade anticonvulsivante de 

CIM, que pode ser, pelo menos em parte, explicada pelo aumento da atividade da enzima 

acetilcolinesterase. Conclui-se que o p-cimeno pode ter efeito anticonvulsivante nas 

convulsões induzidas pela pilocarpina, e estes efeitos podem ser mediados por transmissão 

GABAérgica.  

PALAVRAS-CHAVE: Epilepsia, Anticonvulsivante, Estado de mal Epileptico, 

Monoterpeno, Modelo de Pilocarpina, p-Cimeno 
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ABSTRACT: Anticonvulsant effects of p-cymene in mice after pilocarpine-induced 

seizures 

 

This experiment was performed to investigate the anticonvulsant-like effects of p-cymene 

(CYM), a natural hydrocarbon that is a component of essential oils, ie, natural products 

extracted from vegetable materials, by using experimental paradigms of convulsions in 

comparison with a known anticonvulsant, phenobarbital. CYM at doses of 50, 100 or 150 

mgkg
-1

 promoted a reduction of 25, 50 and 75%, respectively, against pilocarpine-induced 

seizures, and it was efficacious in increasing both the latency to first seizures and the survival 

percentage, resulting in 25, 50 and 87,5% of protection against death induced by seizures, 

respectively. The reference drug phenobarbital (50 mgkg
-1

) also produced a significant 

protection (50%), respectively. Its monoterpene, at 50, 100 or 150 mgkg
-1

, was also capable to 

increase the latency for installation of status epilepticus induced by pilocarpine. Additionally, 

it was observed that the CYM pretreatment increased the acetylcholinesterase activity in mice 

hippocampus after pilocarpine-induced seizures. The present results clearly indicate the 

anticonvulsant ability of CYM, which can be, at least in part, explained by the increased 

activity of the acetylcholinesterase enzyme.  It is concluded that p-cymene may have 

anticonvulsant-like effects in the pilocarpine-induced seizures, and these effects may be 

mediated by GABAergic transmission. 

KEYWORDS: Epilepsy, Anticonvulsant, Status epilepticus,  Pilocarpine  model, p-Cymene 
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INTRODUÇÃO 

 

O objetivo deste capítulo é descrever vários estudos que tentaram detectar os efeitos do 

composto natural (p-cimeno) em alterações comportamentais e danos neuronais no 

hipocampo e corpo estriado de roedores no modelo de epilepsia induzido pela pilocarpina. A 

epilepsia é uma doença caracterizada por uma grande variedade de sintomas resultantes de 

desordens cerebrais. Semiologicamente, ela é classificada como parcial ou generalizada. As 

manifestações clínicas podem surgir através de sinais sensíveis, sensoriais, psicológicas, 

vegetativos e motores e sintomas de natureza simples ou complexa, dependendo do sistema 

neural implicada na gênese da doença. Crises de epilepsia têm um carácter recorrente e 

tendem a apresentar as mesmas características durante um período longo. Epilepsia não é uma 

única doença, mas representa uma variedade de desordem refletindo as disfunções cerebrais 

subjacentes que podem resultar de muitas causas diferentes. Assim, a priori, que compreende 

uma fusão clínica heterogênea (FISHER et al., 2005). 

Estimou-se que 50 milhões de pessoas em todo o mundo sofrem de epilepsia. Epilepsia 

parcial é a forma mais comum, ocorrendo em cerca de 60% dos pacientes com epilepsia. Até 

30% dos pacientes com epilepsia não vão alcançar o controle adequado da doença (SMITH, 

2001). 

É importante diferenciar as convulsões de ataques epiléticos. Convulsões significa 

ocorrências transitórios de sinais e sintomas decorrentes da sincrônica ou excessiva atividade 

anormal neuronal no cérebro, desencadeado por fatores convulsogênicos. Estes incluem 

distúrbios metabólicos envolvendo glicose, eletrólitos, temperatura aumentada ou 

traumatismo crânio-encefálico, entre outros. Por outro lado, a epilepsia é um distúrbio 

cerebral duradouro com predisposição para a geração de crises epilépticas, que levam as 

consequências neurobiológicas, cognitivas, psicológicas e sociais. O estado de mal epiléptico 

é uma forma grave de apresentação clínica das crises epilépticas e é caracterizada por longa 

duração. Dependendo do tipo de crise, pode elevar à morbidade e mortalidade (FISHER et al., 

2005). 

As drogas antiepilépticas são o tratamento inicial para a grande maioria dos pacientes 

com epilepsia. Há 150 anos, os médicos prescrevem drogas antiepilépticas em pacientes com 

diagnósticos recentes de epilepsia, sem qualquer avaliação científica formal acerca da 

eficácia, segurança e tolerabilidade de tais drogas. Por exemplo, fenobarbital e fenitoína 

foram registrados e colocados no mercado sem qualquer ensaio clínico randomizado 

conduzido para avaliar sua eficácia e segurança (GLAUSER et al., 2006). Indicação de uma 
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droga específica para uma determinada condição de epilepsia é baseada em estudos clínicos 

com diferentes níveis de evidências, muitas delas sem qualidade metodológica suficiente. As 

drogas são escolhidas no que diz respeito não só para os dados sobre os ensaios clínicos 

disponíveis, mas também as variáveis tais como o tipo de epilepsia, a idade do paciente e do 

suposto mecanismo de ação da droga (GARCIA et al., 2008). 

A ação das drogas antiepilépticas ocorre através de vários mecanismos. Embora um 

número considerável de drogas antiepilépticas estejam disponíveis para o tratamento da 

epilepsia, há ainda uma necessidade urgente para o desenvolvimento de novas drogas como 

alternativas (KUPFERBERG, 1992).  

Os óleos essenciais são produtos naturais que apresentam uma variedade de 

propriedades biológicas, tais como analgésico (ALMEIDA; NAVARRO; BARBOSA-

FILHO, 2001), anticonvulsivantes (ALMEIDA; MOTTA; LEITE, 2003) e ansiolítico 

(ALMEIDA et al., 2004) e (UMEZU et al., 2002). Estes efeitos são atribuídos aos 

monoterpenos que são os componentes químicos principais destes óleos essenciais. Por 

exemplo, o monoterpeno ciano-carvona, tem sido relatado como tendo atividade 

anticonvulsiva em camundongos. Do mesmo modo, ciano-carvona apresentou aumentos 

significativos na latência de convulsões induzidas por pilocarpina (COSTA et al., 2012).  

p-Cimeno (1-metil-4-isopropilbenzeno; Ilustração 1) é um hidrocarboneto natural e um 

componente dos óleos essenciais, isto é, produtos naturais extraídos de materiais vegetais. Por 

exemplo, os óleos essenciais obtidos a partir de orégano e tomilho, especiarias tradicionais do 

Mediterrâneo, são caracterizados por um teor muito elevado de monoterpenos tais como p-

cimeno (traço a 52%), γ-terpineno (2-52%), timol (traço a 64%), e carvacrol (1-80%) 

(BARATTA et al., 1998; RUSSO et al., 1998) 

 

 

 

 

Ilustração 1 – Estrutura química do p-cimeno (1-metil-4-isopropil-benzeno). 
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No entanto, p-cimeno ocorre nos óleos de muitas outras plantas giminosperma e 

angiospermas. É metabolizado pelo fígado e seu metabólico majoritário é o álcool cuminil 

(PASS et al., 2002). Além disso, a formação de p-cimeno como um metabólito final a partir 

de certos monoterpenos não aromáticos tem sido observada em culturas de enriquecimento 

anóxicas (HARDER; PROBIAN, 1995; HÄNER; HÖHENER; ZEYER, 1995) e a degradação 

foi também demonstrada com bactérias anaeróbicas e aeróbicas (HARMS; RABUS; 

WIDDEL, 1999). 

Algumas das ações farmacológicas de p-cimeno têm sido estudadas (KISKÓ; ROLLER, 

2005; CUSTÓDIO et al., 2011). De acordo com estudos anteriores, o efeito antimicrobiano de 

monoterpenos tais p-cimeno pode resultar, pelo menos parcialmente, a partir de uma 

perturbação bruta da fração lipídica da membrana plasmática do microorganismo (GILL; 

HOLLEY, 2006; BRUL; COOTE, 1999).  

Assim, o objetivo do presente estudo foi determinar a atividade anticonvulsivante de p-

cimeno, bem como os seus efeitos sobre o dano neuronal no hipocampo e corpo estriado em 

camundongos em modelo de epilepsia induzida pela pilocarpina.  

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Drogas 

 

As drogas utilizadas neste trabalho, cloridrato de pilocarpina, p-cimeno em 50 mg kg
-1

, 100 

mg kg
-1

 e 150 mg kg-1, Atropina 25 mg kg
-1

, Fenobarbital 50 mg kg
-1

 e o monooleato de 

polioxietileno-sorbitan (Tween 80) foram adquiridos da Sigma Chemical Co. St. Louis., (USA) e 

o diazepam da Cristália (Brasil). Todos foram administrados por via intraperitoneal (i.p.) 

dissolvidas em água destilada (o p-cimeno foi dissolvido em Tween 80) em um volume final de 

0,1 mL para cada 10 g de peso do animal. 

 

Animais 

 

Foram utilizados camundongos Swiss machos, adultos com 2 meses de idade, com peso 

variando de 25–30 g, provenientes do Biotério Central do Centro de Ciências Agrárias da 

Universidade Federal do Piauí (UFPI). Durante todos os experimentos, os animais foram 

mantidos em condições controladas de iluminação (ciclo de 12 h claro/escuro) e temperatura 

(25 ± 2 °C), recebendo ração padrão do tipo Purina e água ad libitum. Os experimentos foram 
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realizados de acordo com o guia de cuidados e uso de animais de laboratório do Departamento 

de Saúde e Serviços Humanos dos Estados Unidos da América (EUA) e aprovado pelo 

Comitê de Ética em Experimentação com Animais da UFPI (Protocolo de nº 038/2009). 

 

Procedimento Experimental 

 

        Os animais com peso variando entre 25–30 g foram divididos em cinco grupos (n=12). O 

primeiro grupo foi usado como controle e recebeu o veículo (Tween 80 0,05% dissolvido em 

solução salina de 0,9%), o segundo grupo foi tratado com cloridrato de pilocarpina 400mg kg
-

1
 (P400). Os demais foram tratados com p-cimeno (CIM) em concentrações de 50, 100 e 150 

mg kg
-1

 e observados. Após 1h e 24 horas da administração de pilocarpina, os animais que 

apresentaram convulsões, estado epiléptico e sobreviveram ao tratamento foram sacrificados, 

e seus cérebros removidos. O hipocampo e o corpo estriado foram dissecados sobre gelo e 

armazenados em condições apropriadas para a realização dos estudos neuroquímicos. 

Em outra série de experimentos, com 7 grupos de camundongos (n=12). O primeiro 

grupo foi tratado com  veículo, o segundo com diazepam (DZP) 5 mg kg
-1

, o terceiro com 

fenobarbital (FBT) 50 mg kg
-1

, o quarto com atropina (ATR) 25 mg kg
-1

 e os demais com p-

cimeno (CIM) em concentrações de 50, 100 e 150 mgkg
-1

, todos os grupo recebendo após 30 

minutos uma dose de P400 e em seguida foram observados. Diazepam (5 mg kg
-1

) e Atropina 

(25 mg kg
-1

) foram utilizados como drogas de referência. 

Os animais tratados e os controles foram divididos em gaiolas contendo no máximo 6 

animais e colocados em ambiente reservado, sendo feita a observação direta. As drogas 

tiveram toda a administração intraperitoneal (i.p.). Todos os grupos experimentais foram 

observados após a administração das drogas, perfazendo um total de 1 hora e 24 horas. Os 

seguintes parâmetros foram observados: a latência da instalação da primeira crise epiléptica 

(LIPC), latência para o desenvolvimento de mal epiléptico (LDEP), a ocorrência de crise 

epiléptica tônicas, clônicas e tônico-clônicas, o número de animais que apresentaram crise 

epiléptica e o número de animais que sobreviveram após a administração de pilocarpina. 

 

Efeito das alterações histopatológicas do p-cimeno em modelo de epilepsia 

 

Após esse período, os sobreviventes dos grupos foram sacrificados por decapitação. 

Seus cérebros foram removidos e fixados em formalina a 10% por 72 h para análise 

histopatológica. Cortes sagitais, feitos em intervalos de 1 mm, foram obtidos a a partir de um 
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corte próximo aos corpos mamilares. Para o estudo microscópico, secções de 10 mm foram 

feitas, corando em hematoxilina & eosina (HE) e analisados com um microscópio óptico em 

um aumento 100. As áreas cerebrais foram observadas e classificadas de acordo com as 

descrições do Atlas de Paxinos e Watson (1986). O grau de lesão foi expresso através de uma 

escala percentual de 0 (nenhum) a 100 (total) para cada hipocampo e corpo estriado 

analisados de acordo com o método descrito anteriormente (MALONE, 1977; AL-HABORI 

et al., 2002). Foi definido como lesão cerebral nos animais havia pelo menos 50% de 

alteração no hipocampo ou corpo estriado conforme estudos anteriores (CAMPELO et al., 

2011). 

 

Análises estatísticas 

 

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

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

diferenças foram consideradas significantivas quando p<0,05. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Alterações Comportamentais no Modelo de Epilepsia 

 

O estado de mal epiléptico é uma emergência médica e neurológica. Em geral, a 

mortalidade é de 17 a 26% (LOGROSCINO et al., 2001;  LORENZO et al., 1996). Um 

adicional de 10 a 23% dos pacientes que sobrevivem ao estado de mal epiléptico saem com 

um déficit ou uma nova incapacidade neurológico (CLAASSEN et al., 2002; LOWENSTEIN; 

ALLDREDGE, 1998). Tradicionalmente, o estado de mal epiléptico é definido como uma 

atividade epiléptica contínua ou repetitiva que persista por pelo menos 30 minutos sem 

recuperação da consciência entre os ataques. Mais recentemente, autores têm sugerido que as 

crises epilépticas superiores a 5 a 11 minutos devem ser consideradas estado de mal epiléptico 

(LOWENSTEIN; BLECK; MacDONALD, 1999; JENSSEN; GRACELY; SPERLING, 

2006). Para todos os efeitos práticos, um paciente deve ser considerado em estado de mal 

epiléptico se uma crise epiléptica persiste por mais de 5 minutos, sendo que poucas crises 

individuais duram este tempo. 

Vários tipos de estado de mal epiléptico podem existir. Clinicamente, a distinção mais 

importante a fazer é entre estado de mal epiléptico convulsivo e não convulsivo com base em 
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ter ou não, espasmos rítmico das extremidades observadas. Tipicamente, os pacientes que 

apresentam estado de mal convulsivo generalizado são esperados que despertassem 

gradualmente após o desaparecimento das crises com as características motoras. Se o nível de 

consciência não melhora por 20 minutos após a cessação dos movimentos, ou o estado mental 

anormal permanece de 30 a 60 minutos após o cessar da crise, o estado de mal epiléptico não 

convulsivo deve ser considerada e o eletroencefalograma urgente é aconselhado. 

 Em um estudo realizado por De Lorenzo e colaboradores (1998), 14% dos pacientes 

tratados com sucesso para o estado de mal epiléptico convulsivo estavam em estado de mal 

epiléptico não convulsivo quando foi iniciado o eletroencefalograma; dos pacientes 

submetidos a monitoramento contínuo com eletroencefalograma depois de estado de mal 

epiléptico convulsivo foram controlado, 48% tiveram crise epiléptica não convulsiva. 

O estado de mal epiléptico é uma situação de emergência que requer tratamento médico 

imediato. Se for danos cerebrais graves permanentes ou morte tem de ser evitada com o pré-

tratamento com os compostos naturais. Estado de mal epiléptico, muitas vezes ocorre em 

indivíduos com história de crise epiléptica, em quem não são substratos neuronais já 

predispostos para apoiar a atividade de crise epiléptica.  

O modelo experimental de pilocarpina em animal é útil para investigar o 

desenvolvimento de fases agudas, silenciosos e crônica (CAVALHEIRO, 1991). 

Imediatamente após a administração de pilocarpina, todos os animais persistentemente 

apresentaram mudanças de comportamento, incluindo inicialmente acinesia, ataxia, sinais 

colinérgicos periféricos (miose, piloereção automatismos, cromodacriorréia, diarréia e 

automatismo mastigatória), movimentos estereotipados (lamber e cheirar a pata e wet dog 

shakes que persistiu por 10-15 min), movimentos clônicos de membros dianteiros, balançando 

a cabeça e tremores. Essas mudanças de comportamento evoluíram para crises epilépticas 

motoras límbicas, como descritas anteriormente por Tursky e colaboradores, 1983. 

Convulsões límbicas duraram 7-15 min evoluindo para estado de mal epileptico por um 

período superior a 30 min. Durante 1 h de fase aguda de convulsões, nenhum caso de 

letalidade foi observado entre os camundongos adultos. No entanto, durante a observação de 

24 h desta fase, 100% dos animais adultos morreram (COSTA et al., 2012; CAVALHEIRO et 

al., 1994; ALMEIDA et al., 2012). 

De igual modo, estes resultados para as alterações comportamentais no modelo induzido 

por pilocarpina foram previamente relatados (COSTA et al., 2012; MARINHO et al., 1998). 

De acordo com nossos estudos anteriores (COSTA et al., 2012; ALMEIDA et al., 2012), 

poucos minutos após a administração de pilocarpina, os animais apresentaram movimentos 
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estereotipados orais e mastigatórios, hipocinesia, salivação, tremores e convulsões parciais ou 

generalizadas límbicas. Aproximadamente 30 minutos após a injeção de pilocarpina, as 

convulsões evoluíram para estado de mal epiléptico duradouro 12-18 h. Durante este período, 

80% dos animais morreram devido ao estato de mal epiléptico. Esta fase aguda foi seguida 

por um período silencioso variando de 4 a 44 dias (média de 15 dias) durante o qual os 

animais indicaram comportamento normal. 

Um período crônico de crises espontâneas e recorrentes (CER) (3-4 crises por semana) 

também foi observado e todos os animais que sobreviveram ao estado de mal epiléptico, 

apresentaram a fase crônica. Durante este período, não houve alterações comportamentais nos 

animais. 

No modelo de epilepsia, induzido pela pilocarpina, a primeira crise epiléptica ocorreu 

em 7,83 ± 0,27 min. Todos os camundongos que receberam injeção de pilocarpina (na dose de 

400 mgkg
-1

, i.p.) apresentaram crises generalizadas tônico-clônicas com estado de mal 

epiléptico, e nenhum animal sobreviveu às crises (COSTA et al., 2012) No presente estudo, 

foi demonstrado que a administração sistêmica de p-cimeno pode abolir completamente as 

crises epilepticas induzidas pela pilocarpina. Isso ficou evidente a partir de mudanças 

comportamentais simultâneas consistentes com o estado convulsivo. Isso também se refletiu 

provocando alterações no estresse oxidativo e atividade de acetilcolinesterase após convulsões 

induzidas por pilocarpina. Considerando-se que o p-cimeno conseguiu previnir as convulsões 

tônicas induzidas pela pilocarpina este composto poderia ser útil no tratamento da epilepsia de 

grande mal. 

 

Efeitos do p-cimeno sobre alterações comportamentais no Modelo de Epilepsia 

 

O estado de mal epiléptico é uma emergência neurológica que necessita diagnóstico e 

tratamento, está associado com uma maior probabilidade de má resposta ao tratamento e pior 

prognóstico. A convulsão generalizada no estado de mal epiléptico é uma das emergências 

médicas mais comuns na prática clínica.  O estado de mal epiléptico ocorre não só em pessoas 

com epilepsia, mas também no contexto de outras desordens neurológicas e doença sistêmica. 

A incidência anual no Reino Unido é de cerca de 9000-14000 novos casos (SHORVON, 

2001). 

Estado de mal epiléptico é responsável por 3,5% das internações para os departamentos 

de emergência nos países desenvolvidos e de 11% em um país em desenvolvimento 

(MEENA; PRASAD; KAUL, 2000). O pronto reconhecimento e tratamento são necessários 
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para evitar complicações associadas. No entanto, estudos prospectivos randomizados sobre o 

tratamento são poucos. Formulações de anticonvulsivantes mais recentes são limitadas a via 

oral e, portanto, não poderia ser amplamente utilizado no tratamento inicial de estado de mal 

epilético. Deste modo, existe uma necessidade substancial para melhorar as medidas de 

prevenção e gestão eficaz desta condição com risco de morte. 

A pesquisa no reino vegetal para um tratamento ou cura para as crises epilépticas 

convulsivas ou não é uma abordagem razoável para o problema; particularmente, quando se 

considera que nenhum protótipo farmacológico foi encontrado fora da flora ou fauna. A 

história de tratamentos com ervas para convulsões coincide com a história da medicina, bem 

como com a história da própria civilização. Os anticonvulsivantes são usados para controlar 

convulsões que ocorrem na epilepsia, tétano, hemorragia cerebral, eclâmpsia e no 

envenenamento com convulsivantes (CHAUHAN; DOBHAL; JOSHI, 1988). 

De acordo com Cheymol (1950), o surgimento das convulsões é devido a uma descarga 

repentina excessiva e rápida na massa cinzenta do cérebro. Convulsões têm a origem focal, a 

forma da crise epiléptica depende do local no cérebro, das regiões que se espalha a descarga e 

os efeitos da paralisia pós ictal nestas regiões. 

O sistema nervoso contém algumas enzimas antioxidantes, incluindo superóxido 

dismutase e glutationa peroxidase que são expressas em quantidades superiores a catalase 

(SHIVAKUMAR; ANANNDATHEERTHAVARADA; RAVINDRANATH, 1991). Este 

espectro de defesa enzimática sugere que o cérebro pode eficientemente metabolizar 

superóxido, mas pode ter dificuldades em eliminar o peróxido de hidrogênio produzido por 

esta reação. A acumulação de peróxido de hidrogênio é de grande preocupação uma vez que o 

cérebro contém grande quantidade de ferro e cobre, que podem catalisar a formação de radical 

hidroxila, o qual, por sua vez, pode induzir a peroxidação lipídica ( CASTAGNE et al., 1990). 

A glutationa peroxidase é apresentado em grandes quantidades durante o 

desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC), mas decresce em camundongos idosos 

(NANDA; TOLPUTT; COLLARD, 1996). No entanto, outros captadores, tais como ácido 

ascórbico e alfa-tocoferol também poderia diminuir a propagação de reação radical em cadeia. 

Por estas razões, os radicais livres têm sido apontados como moléculas importantes 

envolvidas nas patologias do sistema nervoso, tais como doença de Huntington, doença de 

Alzheimer, isquemia e a epilepsia (JENNER, 1998). 

No modelo de epilepsia induzida pela administração de pilocarpina, observamos que a 

superóxido dismutase e a catalase no hipocampo não são alterados durante a fase aguda de 

convulsões. Por outro lado, segundo vários autores, o aumento dessas atividades enzimáticas 
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pode diminuir os níveis da O2
-
 e H2O2. Em conjunto, estes resultados mostram que durante a 

fase aguda, o hipocampo dos animais adultos no modelo da pilocarpina após convulsões é 

mais vulnerável ao estresse oxidativo.  

Além disso, altos níveis de hidroperóxidos foram também observados no mesmo grupo 

de animais, o que indicava que a peroxidação lipídica pode ser dependente da deficiência da 

atividade antioxidante enzimática (superóxido dismutase e catalase). À medida que os 

hidroperóxidos são uma classe de compostos produzidos como resultado da peroxidação de 

fosfolípido, a sua concentração elevada no tecido sugere que as células do hipocampo são 

mais vulneráveis aos danos, durante o período agudo de convulsões. Assim, os resultados 

descritos na literatura sobre o modelo de pilocarpina sugerem que o efeito benéfico dos 

compostos antioxidantes em reduzir as alterações comportamentais causadas por convulsões 

pode ser parcialmente explicado pela sua capacidade de remover os radicais livres e prevenir 

a formação de hidroperóxidos no hipocampo dos camundongos em crise. 

Adesina (1985) realizou estudos fitoquímicos e farmacológicos em 50 plantas que 

foram utilizados em testes como anticonvulsivantes, anti-leptazol e anti-estricnina. Chang 

(1983) relatou a caracterização de compostos biologicamente ativos a partir do reino vegetal. 

Este capítulo se restringe ao p-cimeno e sua atividade anticonvulsiva e os resultados estão 

resumidos na Tabela 1. 

A necessidade de modelos em animais de epilepsia é impulsionada pelas restrições de 

estudar o cérebro epiléptico humano. Embora muito tenha sido aprendido através do estudo de 

tecido cerebral humano epiléptico ao longo dos últimos 100 anos, e particularmente com base 

em experiências recentes com o modelo de pilocarpina, nosso trabalho teve por objetivo 

investigar os efeitos antioxidantes do p-cimeno em camundongos adultos em modelo de 

convulsão induzido por pilocarpina. Os nossos estudos têm demonstrado que todos os animais 

pré-tratados com o p-cimeno, com a dose (50, 100 ou 150 mg kg
-1

) durante os primeiros 3-5 

minutos da fase aguda de crise epiléptica induzida por injeção de pilocarpina também 

manifestaram alterações de comportamento, tais como sinais colinérgicos periféricos, 

tremores, automatismos faciais, wet dog shakes, chegaram a crises epilépticas motoras, que se 

desenvolvem progressivamente dentro de 10 min em um estado de mal epiléptico de longa 

duração. No entanto, estas alterações comportamentais ocorreram a taxas mais baixas (Tabela 

1). Os resultados também sugerem que, quando administrada 30 min antes da pilocarpina, o p-

cimeno reduz a percentagem de animais que convulsionam, aumenta a latência para a 

primeira crise epiléptica e a percentagem de sobrevivência (Tabela 1). 
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Na prática pré-clínica, os animais pré-tratados com p-cimeno (50 mg kg
-1

) no modelo da 

pilocarpina desenvolveram reações colinérgicas, 75% tiveram convulsões, 75% chegaram até 

o estado epiléptico e 25% dos animais sobreviveram (Tabela 1). Na administração de 50 

mgkg
-1

 de p-cimeno, 30 min antes de pilocarpina, aumentou o tempo de latência para o início 

da primeira crise epiléptica em 129% (Tabela 1). No modelo de pilocarpina, foi também 

mostrado que, quando administrado na dose de 100 mg kg
-1

, 30 min antes da injeção de 

pilocarpina, p-cimeno diminuiu em 50%, a percentagem de animais que convulsionam, 

aumentou (213%) de latência para primeira convulsão, e aumentou a sobrevivência (41%) 

(Tabela 1). 

    O pré-tratamento com p-cimeno, em doses de 50, 100 ou 150 mg kg
-1

 não foi capaz 

de reverter sinais colinérgicos periféricos, tremores e movimentos estereotipados induzidos 

por pilocarpina, mas o composto provocou uma redução dose-dependente nas convulsões 

induzidas por pilocarpina, nas doses de 50 (25%), 100 (50%) e 150 mg kg
-1

 (75%). Um efeito 

protetor claro foi também observada com ATR 25 mg kg
-1

, FBT (50 mg kg
-1

) e DZP(5 mgkg
-

1
), que foram utilizados como fármacos de referência (Tabela 1). Como verificado em nosso 

estudo, p-cimeno teve eficácia dose-dependente em aumentar o tempo de latência para 

primeira convulsões induzidas pela pilocarpina nas doses de 50, 100 e 150 mg kg
-1

. 

 

Tabela 1. Efeito do pré-tratamento com p-cimeno sobre as alterações comportamentais em 

crises epilépticas induzidas por pilocarpina e letalidade em camundongos adultos. 

   Drogas 

 

Dose  

mg kg
-1

 

Reações 

Colinérgicas 

(%) 

LIPC 

(min) 

CP 

(%) 

EME 

(%) 

Taxa de 

Sobrevivencia 

(%) 

Pilocarpina 400 100 7,83±0,27 100 100 00 

p-cimeno 50 100 18,0±0,27
 a
 75

d
 75

d 
25

d
 

 100 100
 

24,5±0,82
 a,b

 50
d,e

 50
d,e 

50
d,e

 

 150 100
 

52,0±5,0
 a,b,c

 25
d,e,f

 25
d,e,f

 87,5
d,e,f

 

Diazepam 5 100 9,0±0,98
a
 100 100 25

d
 

Fenobarbital 50 100 45,3±1,70
a
 50

d
 50

d
 50

d
 

Atropina 25 00 - 00
d
 00

d
 100

d
 

 

Estado de mal epiléptico (E.M.E.) e taxa de sobrevivência. Os resultados da latência para 

primeira crises epilépticas são expessos em minutos (min) com média ± E.P.M. do número de 

experiências mostradas no grupo experimental e os outros em percentagem. 
a
p<0,05, vs 
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pilocarpina; 
b
p<0,05 vs p-cimeno 50; 

c
p<0,05 vs p-cimeno 100 (ANOVA e t-Student 

Newman Keuls teste post hoc); 
d
p<0,05, vs pilocarpina; 

e
p<0,05 vs p-cimeno 50; 

f
p<0,05 vs 

p-cimeno 100 (χ
2
 test). 

 

De acordo com a Tabela 1, p-cimeno causou um aumento de latência para a instalação 

do estado de mal epiléptico induzido pela pilocarpina (400 mg kg
-1

) em doses de 50 (96%), 

100 (158%) e 150 mg kg
-1

 (481%). A Tabela 1 mostra que p-cimeno aumentou 

significativamente a taxa de sobrevivência após convulsões induzidas por pilocarpina em 

doses de 50 (25%), 100 (50%) e 150 mg kg
-1

 (87,5%). As drogas de referências ATR (25 mg 

kg
-1

), FBT (50 mg kg
-1

) e DZP (5 mg kg
-1

) produziram também uma proteção significativa 

(100, 50 e 75%), respectivamente. Nenhum dos animais do grupo controle (veículo, atropina, 

diazepam, fenobarbital ou p-cimeno) apresentou mudanças comportamentais. 

Assim, com os resultados sugerem que os compostos naturais, como p-cimeno, podem 

ser usados como limpadores de radicais livres, reduzindo a lesão cerebral induzida por 

pilocarpina. Em análise histopatológica anteriores, p-cimeno protegeu animais contra crises 

epilépticas, estado de mal epiléptico e danos cerebrais induzidos por pilocarpina (Ilustração 

2) através da diminuição da percentagem de crises epilépticas, estado de mal epiléptico e 

morte em relação às três doses testadas. 

 

Efeitos do p-cimeno sobre Alterações Histopatológicas no Modelo de Epilepsia 

 

Uma grande variedade de lesões tem sido relatada em diferentes estudos de epilepsia na 

literatura, embora a questão ainda seja gerada se estas lesões observadas são a causa ou a 

consequência das crises epilépticas. As lesões que podem desempenhar um papel no início, 

manutenção e progressão da farmacoresistência aos ataques epilépticos, bem como as lesões 

que ainda podem resultar e não estão bem compreendidos (KHANI; ASSAAD, 2008). 

Ao longo das últimas décadas, o refinamento e avanço de ferramentas para a 

investigação neurobiológica, juntamente com a proliferação da cirurgia de epilepsia têm 

oferecido a possibilidade de estudar em detalhe algumas propriedades celulares e moleculares 

do cérebro humano (AVOLI, 1993; AVOLI; WILLIAMSON, 1996). Tais análises, que têm 

sido mais frequentemente realizadas em tecido cerebral obtido a partir de pacientes 

epilépticos, não só têm revelado alguns princípios básicos da rede e da fisiologia celular de 

células nervosas humanas, mas também têm fornecido informação direta sobre a 

fisiopatologia subjacente a esta doença. 
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Os primeiros relatórios de necropsia demonstraram duas formas etiológicas da epilepsia 

do lobo temporal. Esta patologia poderia ser devida a lesões estruturais específicas 

epileptogênicas ou discretas alterações histológicas no hipocampo que foram dadas o nome 

genérico de esclerose hipocampal (BABB et al., 1984; SOMMER, 1880). Esclerose 

hipocampal é caracterizada por extensa perda de corpos celulares piramidais particularmente 

em CA1, gliose reativa, a dispersão dos grânulos de células no giro dentado e reorganização 

de fibras musgosas (BABB et al., 1991; LIEB; BABB; ENGEL, 1989). 

Pacientes epilépticos com esclerose hipocampal acentuada tem uma história clínica 

característica, alterações eletroencefalográficas bem localizadas, déficits neuropsicológicos e 

padrões metabólicos que individualizam uma síndrome denominada epilepsia do lobo 

temporal mesial. Epilepsia do lobo temporal mesial é de longe a forma mais comum de 

epilepsia do lobo temporal (ENGEL, 1993; MARGERISON; CORSELLIS, 1966). Ela 

geralmente aparece entre cinco e 10 anos, embora às vezes com um início mais tardio, depois 

de complicadas convulsões febris, estado de mal epiléptico, encefalite ou traumatismo 

craniano (GAGE; OLEJNICZAK; ARMSTRONG, 1998). Crises espontâneas de epilepsia do 

lobo temporal mesial recorrente estão associados com alterações de consciência e 

automatismos orofaciais; convulsões motoras secundariamente generalizadas são raras. 

Estudos pré-clínicos demonstraram que os roedores sustentam prolongados déficits 

comportamentais após lesão cerebral epiléptica, em alguns casos, culminando nas 

características cognitivas e histopatológicas da epilepsia humana. No entanto, poucos estudos 

examinaram as conseqüências em longo prazo e os efeitos de compostos naturais em lesão 

cerebral experimental de epilepsia. 

Algumas observações devem ser feitas neste momento. Por exemplo, deve ser 

enfatizado que a maioria dos dados humanos resultou a partir de abordagens metodológicas in 

vivo com roedores e em particular da preparação em fatia do cérebro e, portanto, estes 

resultados refletem a atividade de um sistema “reduzido” que não possui a capacidade de um 

cérebro intacto (STERIADE, 2001).  

Além disso, a maioria destes experimentos foram realizados em roedores que se 

apresentam com distúrbios epilépticos parciais que são muitas vezes farmacoresistentes e, 

portanto, favorável para investigações aprofundadas que conduzem a intervenções 

neurocirúrgicas. É também importante notar que a interpretação dos dados obtidos a partir de 

experiências com humanos é dificultada pela ausência de controle humano “normal”. Tal 

problema foi parcialmente trabalhado por empregar amostras corticais “não-epiléptico'' (por 
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exemplo, o tecido ressecado durante a remoção de um tumor localizado no fundo do cérebro). 

No entanto, mesmo em tais casos, é pouco provável que este tecido cerebral seja “normal”. 

Diversos modelos experimentais de epilepsia que vêm sendo desenvolvidos reflete os 

efeitos de ácido lipóico, ubiquinona, ciano-carvona, ácido ascórbico e alfa-tocoferol e 

especifica sua ação (KOZA et al., 2007; SANTOS et al., 2010). Anteriormente, tinha sido 

demonstrado que os compostos naturais reduziram a freqüência de atividade epileptiforme 

(AYYILDIZ; YILDIRIM; AGAR, 2006; AYYILDIZ et al., 2007). Nos últimos anos, muitos 

dos efeitos de p-cimeno, foram descobertos, incluindo as suas ações sobre as funções 

mitocondriais.  

Alguns estudos relataram que p-cimeno não altera o consumo de oxigênio pela cadeia 

respiratória (respiração estado 2). No entanto, p-cimeno diminue o potencial de membrana 

mitocondrial (Δψ), deprime a taxa de fosforilação ADP (estado 3), e estimula o consumo de 

oxigênio após a fosforilação de ADP (estado 4). O índice de controle respiratório (estado 

3/estado 4) foi diminuído como uma consequência da inibição do estado 3 e estimulação da 

respiração estado 4, mas o índice de ADP/O permaneceu inalterada, bem como os fluxos de 

Ca
2+

 de mitocondriais. Além disso, p-cimeno não induz ruptura da membrana mitocondrial, 

mas deprime o Δψ e o efeito estimulatório observado no estado 4, semelhante ao efeito 

observado sobre a respiração no estado 2 mais ATP, foi inibida por oligomicina. Estes efeitos 

sugerem que p-cimeno permite uma fuga de próton através da fração Fo do sistema 

fosforilativo, alterando a força próton motriz mitocondrial e capacidade de síntese de ATP 

(CUSTÓDIO et al., 2011). Portanto, esses dados sugerem ser a mitocôndria alvo do 

mecanismo de ação do p-cimeno. 

Esses resultados demonstraram que o padrão de convulsão e dano cerebral observados 

em animais tratados com pilocarpina difere daqueles pré-tratado com p-cimeno mais 

pilocarpina. O último reproduziu a síndrome com menor intensidade de alterações 

histopatológicas e taxa de mortalidade, corroborando os resultados obtidos por Ayyildiz e 

colaboradores (2007), Costa e colaboradores (COSTA et al., 2012) e Freitas (2011). A 

percentagem de estado de mal epiléptico (100%) que foi encontrada corrobora com as 

investigações anteriores (COSTA et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2005). 

O alvo preciso da ação anticonvulsivante do p-cimeno e derivados ainda não foi 

totalmente estabelecido, mas tem sido relatado que o modo de ação envolve vários alvos na 

célula. O p-cimeno tem demonstrado que têm propriedades neuroprotetoras. De fato, tem sido 

relatado que os efeitos anticonvulsivantes de p-cimeno e derivados podem resultar, pelo 

menos parcialmente, a partir de uma redução da perturbação da fração lipídica da membrana 
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plasmática, atuando por proteção da membrana citoplasmática contra os radicais livres. A 

integridade da membrana favorece as suas funções não só como uma barreira, mas também 

como uma matriz para as enzimas e como um transdutor de energia.  

As alterações na composição de ácido graxos de membrana das células neuronais (um 

aumento de ácidos graxos insaturados) e mudanças na fluidez da membrana foram observadas 

durante convulsões induzidas por pilocarpina (COSTA et al., 2012; FREITAS, 2009). 

Portanto, a hidrofobicidade que lhes permite a partição nos lípidos da membrana celular e as 

mitocôndrias, tornando-os permeável e levando a fuga do conteúdo das células (FREITAS et 

al., 2003). Para além dos efeitos sobre a integridade da membrana e do potencial 

transmembranar, o tratamento com este monoterpenos pode induzir aumentos dos níveis 

intracelulares de ATP, quando as células neuronais foram expostas a atividade epiléptica.  

Exames de tecido cerebral dos animais pré-tratados com p-cimeno (50, 100 ou 150 mg 

kg
-1

 e Ilustração 1 F, G e H), não revelaram alterações histopatológicas no hipocampo. Em 

seguida, os animais tratados com pilocarpina apresentaram perda neuronal, gliose, e 

degeneração vacuolar típico em região do hipocampo (Ilustração 2 B). Danos histopatológico 

no hipocampo foram observados apenas em 37,5% dos animais pré-tratados com pilocarpina 

(400 mg kg
-1

) e p-cimeno (50 mg kg
-1

) (Tabela 2 e Ilustração 2 C  ). 

Ilustração 2. Avaliação do efeito do tratamento com p-cimeno no hipocampo de 

camundongos adultos. 
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[A] grupo controle; [B] Grupo pilocarpina; [C] Grupo pré-tratado com p-cimeno (50 mg kg
-1

) 

e 30 min depois com pilocarpina; [D] Grupo pré-tratado com p-cimeno (100 mg kg
-1

) e 30 

min depois com pilocarpina; [E] Grupo pré-tratado com p-cimeno (150 mg kg
-1

) e 30 min 

depois com pilocarpina; [F] grupo p-cimeno (50 mg kg
-1

); [G] grupo p-cimeno 100; [H] grupo 

p-cimeno (150 mg kg
-1

). A gravidade da lesão foi expressa como média ± E.M.P. dos escores 

de danos com base em uma escala de zero (nenhum) a 100 por cento (total) de 

compromentimento estrutural. O dano cerebral foi considerado positivo se havia pelo menos 

50% de comprometimento do hipocampo. 

        Além disso, as análises de danos histopatológico no hipocampo de camundongos pré-

tratados com p-cimeno (100 ou 150 mg kg
-1

) e que receberam pilocarpina (400 mg kg
-1

) não 

revelou alterações histopatológicas no hipocampo (Tabela 2 e Ilustração 2 D e E). Além 

disso, as análises de danos histopatológico no hipocampo dos camundongos pré-tratados com 

veículo (grupo de controle) não revelaram qualquer dano neuronal (Ilustração 2 A). 

  Severidade da lesão no hipocampo foi reduzida em 51,2% dos animais co-

administrados com p-cimeno (50 mg kg
-1

), e que 30 min após o pré-tratamento receberam 

pilocarpina (400 mg kg
-1

), respectivamente (Tabela 2). 

Tabela 2. Alteração histopatológica no hipocampo de camundongos pré-tratados com p-

cimeno apos convulsão induzida por pilocarpina. 

   Drogas 

 

Dose  

(mg kg
-1

) 

Camundongos 

com lesão 

(%) 

Severidade 

 da lesão 

(%) 

Nummero de 

animais com 

lesão por grupo 

(%) 

Pilocarpina 400 87,5 63,92±0,3 7 

p-cimeno 50 00 00 0 

 100 00
 

00 0 

 150 00
 

00 0 

p-cimeno + pilocarpina 50 37,5
a
 12,9±0,2

b
 3

a
 

 100 00 00 0 

 150 00 00 0 

 

A gravidade da lesão foi expressa como média ± E.P.M. de expressão de danos com base 

numa escala de zero (nenhum) a 100 por cento (total) de comprometimento estrutural. Foi 

definido como dano cerebral se houvesse pelo menos 50 % de envolvimento do hipocampo. 

Os resultados para % de animais com lesão cerebral e da gravidade da lesão são expressos 
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como percentagens do número de animais que estão em parênteses. 
a
p <0,05 comparado com 

o grupo pilocarpina (χ
2
 teste). 

b
p <0,05 comparado com o grupo pilocarpina (ANOVA e t-

Student Newman Keuls post hoc). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ilustração 3. Alteração histopatológica em corpo estriado de camundongos tratados com 

pilocarpina, p-cimeno ou suas combinações. 

Gravidade da lesão foi expressa como uma média ± E.P.M. dos escores de danos com base em 

uma escala de zero (nenhum) a 100 (total) a porcentagem de envolvimento do corpo estriado. 

Dano cerebral foi considerado positivo se houvesse pelo menos 50% do comprometimento do 

corpo estriado corado por Hematoxilina&eosina (HE). Imagem mostrada (100 X) de uma 

amostra representativa de n = 8. [A] grupo controle; [B] Grupo pilocarpina; [C] Grupo pré-

tratado com p-cimeno (50 mg kg
-1

) e 30 min depois com pilocarpina; [D] Grupo pré-tratado 

com p-cimeno (100 mg kg
-1

) e 30 min depois com pilocarpina; [E] Grupo pré-tratado com p-

cimeno (150 mg kg
-1

) e 30 min depois com pilocarpina; [F] grupo p-cimeno (50 mg kg
-1

); [G] 

grupo p-cimeno 100; [H] grupo p-cimeno (150 mg kg
-1

). A gravidade da lesão foi expressa 

como média ± E.M.P. dos escores de danos com base em uma escala de zero (nenhum) a 100 

por cento (total) de compromentimento estrutural. O dano cerebral foi considerado positivo se 

havia pelo menos 50% de comprometimento do hipocampo. 

 

Exames de tecido cerebral dos animais pré-tratados com p-cimeno (50, 100 ou 150 mg 

kg
-1

 e Ilustração 3 F, G e H), não revelou alterações histopatológicas do corpo estriado. Em 

seguida, novamente, os animais tratados com pilocarpina apresentaram perda neuronal e 
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degeneração vacuolar típico na região corpo estriado (Ilustração 3 B). Danos histopatológico 

em campo estriado foi observada apenas em 25% dos animais tratados com p-cimeno (50 mg 

kg
-1

) 30 min após o tratamento com pilocarpina (400 mg kg
-1

) (Tabela 3 e Ilustração 3 C). 

Além disso, as análises de danos histopatológico em corpo estriado de camundongos pré-

tratados com p-cimeno (100 ou 150 mg kg
-1

), e que 30 min após o pré-tratamento recebeu 

pilocarpina (400 mg kg
-1

) não revelou alterações histopatológicas do campo estriado (Tabela 

3 e as Ilustrações 3 D e E). Além disso, as análises de danos histopatológicos em corpo 

estriado de camundongos pré-tratados com veículo (grupo de controle) não revelaram 

qualquer dano neuronal (Ilustração 3 A). 

A severidade da lesão no hipocampo foi reduzida em 44,23% dos animais co-

administrados com p-cimeno (50 mg kg
-1

) 30 min antes do tratamento com pilocarpina (400 

mg kg
-1

), respectivamente (Tabela 3).  

Os resultados confirmam que p-cimeno (50, 100 ou 150 mg kg
-1

) reduziu a frequência 

de convulsões induzidas por pilocarpina, estado epiléptico e lesões cerebrais em 

camundongos. Além disso, p-cimeno diminui a gravidade das lesões do hipocampo e do corpo 

estriado e a taxa de mortalidade causada pela pilocarpina. Costa e colaboradores (2012) 

demonstraram em comparação que a injeção de ciano-carvona, 30 min antes da administração 

de pilocarpina, impediu a ocorrência de descargas epilépticas. Uma vez que existem grandes 

variações de doses de p-cimeno e ciano-carvona utilizadas em diferentes modelos de 

convulsão, mais investigações detalhadas são necessárias antes de uma última conclusão 

sobre os efeitos de tais compostos sobre convulsões induzidas por pilocarpina. 
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Tabela 3. Alteração histopatológica no corpo estriado de camundongos pré tratados com p-

cimeno após convulsão induzida por pilocarpina. 

   Drogas 

 

Dose  

(mg kg
-1

) 

Camundongos 

com lesão 

(%) 

Severidade 

da lesão 

(%) 

Número de 

animais com 

lesão por grupo 

(%) 

Pilocarpina 400 62,5 56,19±0,34 5 

p-cimeno 50 00 00 0 

 100 00
 

00 0 

 150 00
 

00 0 

p-cimeno +pilocarpina 50 25
a
 11,96±0,57

a
 2 

 100 00 00 0 

 150 00 00 0 

 

Pilocarpina foi administrada em uma dose única (400 mg kg
-1

, pilocarpina, n = 8), grupo p-

cimeno, com p-cimeno (50, 100 ou 150 mg kg
-1

, n = 8). O grupo p-cimeno mais pilocarpina 

foi tratado com p-cimeno (50, 100 ou 150 mg kg
-1

, n = 8) 30 min antes da pilocarpina. A 

gravidade da lesão foi expressa como média ± E.P.M. de pontuações de danos com base numa 

escala de zero (nenhum) a 100 por cento (total) de comprometimento estrutural. Os danos 

cerebrais foram definidos se apresentado pelo menos 50% de comprometimento do 

hipocampo. Os resultados da % de lesão cerebral em camundongos e % da gravidade da lesão 

são expressos como percentagens do número de animais dentro dos parênteses. 
a
p <0,05 

comparado com o grupo pilocarpina (χ2 teste). 
b
p <0,05 comparado com o grupo pilocarpina 

(ANOVA e t-Student Newman Keuls post hoc). 

 

Em conclusão há um acúmulo de radicais livres após o estado de mal epiléptico 

induzido pela pilocarpina e alterações oxidativas em outros parâmetros durante a fase aguda. 

Este achado sugere que as crises epilépticas, estado de mal epiléptico e morte induzidos por 

pilocarpina tem uma grande participação do estresse oxidativo cerebral, que está intimamente 

relacionado com o mecanismo de propagação e/ou manutenção do foco epiléptico pela 

pilocarpina. Estes resultados sugerem que os radicais livres, bem como a ativação do receptor 

muscarínico parecem estar envolvidos na gênese das crises epilépticas e danos cerebrais 
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obtidos com pilocarpina. Por outro lado, a ativação muscarínica parece desempenhar um 

papel importante no dano neuronal produzido por pilocarpina. O p-cimeno pode exercer a 

função neuroprotetora durante a fase aguda das crises epilépticas, diminuindo assim a 

gravidade das lesões do hipocampo e do corpo estriado. Todos estes resultados indicam o 

potencial terapêutico promissor do p-cimeno em tratamentos para doenças 

neurodegenerativas. 

 

CONCLUSÃO  

 

Estes resultados mostram que p-cimeno possui atividade anticonvulsivante, 

provavelmente devido à modulação do sistema colinérgico. O p-cimeno pode ser útil para 

produzir proteção neuronal e pode ser considerado como um potencial anticonvulsivo natural. 

No entanto, estudos adicionais entre eles os toxicológicos, devem ser conduzidos a fim de 

determinar a sua utilização anticonvulsivante na clínica. 
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RESUMO 

O efeito anticonvulsivante do p-cimeno, um monoterpeno monocíclico, foi investigado em 

modelo de epilepsia induzido por pilocarpina. O p-cimeno nas doses de 50, 100 e 150 mg kg
-

1
, foi eficiente em aumentar a latência para primeira crise epilética em 17,83 ± 0,27, 25,80 ± 

0,83 e 31,33 ± 1,89, respectivamente. p-Cimeno promoveu proteção significativa contra a 

mortalidade induzida pelo processo convulsivo nas doses de 50 (33,3%), 100 (50%) e 150 

(66,7%), respectivamente. Atropina, uma droga de referência de (25 mg kg
-1

) também 

produziu uma proteção significativa de 100%. Esse monoterpeno também foi capaz de 

produzir um aumento latência para instalação do estado de mal epilético induzido por 

pilocarpina nas doses testadas. Além disso, nenhum efeito do p-cimeno no modelo de 

pilocarpina foi bloqueado pelo pré-tratamento com atropina, um antagonista dos receptores 

muscarínicos, porém pôde ser observado que os efeitos foram revertidos quando administrado 

o flumazenil, um antagonista dos receptores benzodiazepínicos. É sugerido que o p-cimeno 

apresente atividade anticonvulsivante por modulação do sistema de neurotransmissão 

GABAérgico que precisa ser melhor investigado, indicando que este monoterpeno possa ter 

aplicação clínica no tratamento da epilepsia humana. 

PALAVRAS-CHAVES: Anticonvulsivantes; Camundongos; p-Cimeno; Modelo de 

Pilocarpina; Monoterpenos; GABA; Benzoadiazepínico. 
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ABSTRACT: A possible mechanism for anticonvulsant effects of p-cymene 

 

The anticonvulsivant effect of p-cymene, a monociclic monoterpene, was investigated in 

epilepsy model induced by pilocarpine. P-cymene at 50, 100 e 150 mgkg
-1

 doses was 

effective in to increase the latency to first epileptic crisis in 17.83 ± 0.27, 25.80 ± 0.83 and 

31.33 ± 1.89, respectively. p-Cymene promoted singnificant protection against mortality 

induced by convulsive process at  50 (33,3%), 100 (50%) e 150 (66,7%) doses, respectively. 

Atropine, a reference drug (25 mgkg
-1

), also produced a significant protection of 100%. This 

monoterpene was also able to produce a latency increase for installation of epilepticus status 

induced by pilocarpine in tested doses. Furthermore, no p-cymene effect in pilocarpine model 

was blocked by pretreatment with atropine, a muscarinic antagonist, but it can be seen that 

effects were reversed when administered the flumazenil, a bendodiazepine antagonist. We 

suggest that p-cymene present anticonvulsivant activity by modulation of GABAergic 

neurotransmitter system that need to be more investigated, indicating that this monoterpene 

may to have clinical application in human epilepsy treatment. 

KEYWORDS: Anticonvulsants; Mice; p-Cymene; Pilocarpine Model; Monoterpenes; 

GABA; Benzodiazepine. 
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INTRODUÇÃO 

 

Epilepsia é o distúrbio mais comum após o acidente vascular cerebral, com 

prevalência de 0,5% (BROWNE; HOLMES, 2001). Epilepsias são complexos disturbios 

neurológicos comportamentais resultantes de um aumento da excitabilidade de neurónios 

colinérgicos em várias regiões do cérebro que podem ser difundidas por vários 

neurotransmissores (RAUCA et al., 2004). O estado de mal epiléptico (EME) é uma situação 

de emergência menos apreciada e com morbidade e mortalidade substancial que requer 

tratamento imediato e eficaz (KNAKE et al., 2009).  

O modelo experimental largamente utilizado para estudar a fisiopatologia das crises 

epilépticas e a identificação dos potenciais agentes terapêuticos para o tratamento da epilepsia 

é uma administração aguda de dose elevada de pilocarpina em roedores. Os sistemas de 

neurotransmissão envolvidos no modelo experimental de epilepsia induzido pela pilocarpina, 

ainda não estão completamente definidos. Os diferentes modelos de convulsão em animais 

são bastante utilizados para estudar a fisiopatologia do processo convulsivo, uma vez que 

reproduz alterações comportamentais, eletroencefalográficas e neuroquímicas que são 

semelhantes à epilepsia do lobo temporal em humanos (FREITAS, 2011).  

Por outro lado, aproximadamente 70% dos pacientes com epilepsia são bem 

controlados por monoterapia com drogas antiepiléticos disponíveis no momento. Outros 5-

10% dos pacientes são estabilizados pela adição de outra droga antiepilética, mas permanece 

mais de 20% dos pacientes cujas crises epilépticas não são controladas. Portanto, 

fitomedicamentos podem potencialmente desempenhar uma papel importante no 

desenvolvimento de novas drogas antiepilépticas aos pacientes farmacoresistentes 

(QUINTANS-JÚNIOR et al., 2008). Desta forma estudos anteriores utilizando alguns 

monoterpenos como citronelol (DE SOUSA et al., 2006), α,β-epóxi-carvona (DE SOUSA et 

al., 2007a), α-terpineol (DE SOUSA et al., 2007b), e isopulegol (SILVA et al., 2009), 

presente em alguns óleos essenciais, possuem atividade anticonvulsivante em estudos 

realizados em animais. O p-cimeno definido como 1-metil-4-isopropilbenzeno (Ilustração I) é 

um monoterpeno aromático biosintético de fórmula molecular C10H14, precursor do carvacrol 

e largamente presente entre os óleos essenciais, sendo o constituinte majoritário em várias 

espécies vegetais como em Origanum saccatum 83,75%, Origanum solymicum 53,07% e 

Thymus vulgaris 44,13% (POULOSE; CROTEAU, 1978; ADAMS, 2007). Além disso, o p-

cimeno vem sendo alvo de estudos em outros trabalhos como atividade antinociceptiva 

(SANTANA et al., 2011), antibacteriana (BAGAMBOULA et al., 2004), antifúngica, 
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herbicida (KODALI et al., 2008), antileshmania (DE MEDEIROS et al, 2011) e ação na 

anticolinesterase (ÖZTÜRK, 2012). 

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade anticonvulsivante do p-cimeno 

e investigar o possível mecanismo de ação caracterizar seu mecanismo de ação em modelo de 

convulsão em camundongos induzido por pilocarpina. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Animais 

 

Foram utilizados camundongos Swiss machos, adultos com 2 meses de idade, com 

peso variando entre 25-30 g, provenientes do Biotério Central do Centro de Ciências Agrárias 

da Universidade Federal do Piauí (Ilustração 1). Durante todos os experimentos, os animais 

foram mantidos em condições controladas de iluminação (ciclo de 12h claro/escuro) e 

temperatura (25 ± 2 °C), recebendo ração padrão do tipo Purina e água ad libitum. Os 

experimentos foram realizados de acordo com o guia de cuidados e uso de animais de 

laboratório do Departamento de Saúde e Serviços Humanos dos Estados Unidos da América 

(EUA) e aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação com Animais da UFPI (nº 

038/2009). 

 

Ilustração 1- Camundongo Swiss macho. 

Fonte: Arquivo Pessoal 

 

 

 

Drogas Administradas 
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As drogas utilizadas nesse trabalho, cloridrato de pilocarpina, p-cimeno, atropina, 

flumazenil e o monooleato de polioxietileno-sorbitan (Tween 80) foram adquiridos da Sigma 

Chemical Co. St. Louis., (USA) e o Diazepam da Cristália (Brasil). Todos foram 

administrados por via intraperitoneal (i.p.) dissolvidas em Tween 80 0,05% dissolvido em 

solução salina 0,9% em um volume final de 0,1 mL para cada 10 g de peso do animal. 

 

Procedimento Experimental 

 

Os animais com peso variando entre 25–30 g foram divididos em 5 grupos (n=12 por 

grupo). O primeiro grupo foi usado como controle e recebeu o veículo (Tween 80% 0,05% 

dissolvido em uma solução salina de 0,9%), o segundo grupo foi tratado com cloridrato de 

pilocarpina 400 mg kg (P400) via intraperitoneal, os demais foram tratados com p-cimeno 

(CIM) nas doses de 50, 100 e 150 mgkg
-1

, trinta minutos após administração das drogas os 

camundongos foram tratados com pilocarpina 400 mg kg
-1

 (i.p) e observados quanto ao 

comportamento como os movimentos estereotipados, movimentos tônico e clônico, crise 

epiléticas tônico-clônico, o período de latência para primeira crise convulsiva, latência para 

desenvolvimento de mal epilético e a taxa de sobrevivência dos animais (FREITAS, 2009). 

Em outro etapa de experimento, no primeiro grupo após 30 minutos após a 

administração com veículo foi administrado pilocarpina, no segundo após administração de p-

cimeno 150 mg kg
-1

 foi feita administração de  pilocarpina, no terceito após atropina 25 mg 

kg
-1

 30 min foi administrado a pilocarpina. No quarto e quinto foi administrado atropina 25 

mg kg e depois de 15 min injetado p-cimeno 150 mg kg, sendo que no quinto grupo após 30 

min foi administrado a pilocarpina P400 nos animais ( n=12 ). Todos foram observados 

durante 1 hora para detectar a latência de instalação da crise epilética (LIPC), latência de 

estado de mal epilético (LDEP), ocorrência de crise epilética e o número de animais 

sobreviventes após a administração de pilocarpina.  Atropina 25 mg kg
-1

 , p-cimeno 150 mg 

kg
-1 

e Atropina 25 mg kg
-1

 +  p-cimeno 150 mg kg
-1

 foram utilizadas como droga de 

referência.  

Em outra série de experimentos, com 5 grupo com 12 animais cada, o primeiro grupo 

foi tratado com diazepam  5 mg  kg
-1

 (DZP), o segundo grupo foi tratado com diazepam 5 mg 

kg
-1

 (DZP) e 30 minutos após  foi feito tratamento com  pilocarpina 400 mg, no terceiro grupo 

foi administrado o flumazenil 25 mg  kg
-1

 (FLU) e depois de 30 min a pilocarpina 400 mg. No 

quarto e quinto grupo foi administrado flumazenil 25 mg kg
-1

 sendo que no quarto após 15 

min administrou-se diazepam  5 mg  kg
-1

  e após 30 min tratou  com pilocarpina 400 mg e no 
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quinto após os 15 min administrou o p-cimeno 150 mg kg
-1 

e após 30 min a pilocarpina 400 

mg . Os animais foram observados durante 1 h para detectar a LIPC, LDEP, a ocorrência de 

crises epiléticas, o número de animais que aprentaram convulsões e o número de animais que 

morreram após a administração de pilocarpina. Diazepam (5 mgkg
-1

) e flumazenil (25 mgkg
-1

) 

foram utilizados como drogas de referência. 

O flumazenil foi administrado em dois grupos de camundongos cada, 15 minutos antes 

dos tratamentos com diazepam ou p-cimeno 150 mgkg
-1

. Após 30 minutos do último 

tratamento foi administrado a pilocarpina. Os parâmetros observados foram o LIPC, LDEP, o 

número de animais que apresentaram crises epiléticas e determinar a taxa de sobrevivência. 

Os animais tratados e os controles foram divididos em gaiolas contendo no máximo 6 

animais e colocados em ambiente reservado, sendo feita a observação direta. As drogas foram 

todas administradas por via intraperitoneal (i.p.). Todos os grupos experimentais foram 

observados após a administração das drogas, perfazendo um total de 1 h e 24 h de observação; 

Os seguintes parâmetros foram observados: presença de sinais colinérgicos periféricos, 

tremores, movimentos estereotipados, latência da primeira crise epilética, crise epilética 

motora que progrediram para o estado de mal epilético, latência do estado de mal epilético e o 

número de animais que morreram em cada grupo (TURSKI et al., 1983) . 

 

Análises Estatísticas 

 

Os dados foram avaliados por meio da Análise de Variância (ANOVA) seguida do 

teste t-Student-Neuman-Keuls como teste post hoc (p<0,05). O número de animais que 

apresentaram crises convulsivas e o número de sobreviventes foi calculado como 

porcentagens (porcentagem de crises epiléticas, porcentagem de estado de mal epilético e a 

taxa porcentagem de sobrevivência, respectivamente) e comparados com um teste não 

paramétrico (²). 

 

RESULTADOS 

 

No presente trabalho foi verificado no grupo tratado somente com a pilocarpina 400 

mg que induziu a primeira crise epilética em 7,83 ± 0,23 min. Durante os primeiros 3 a 5 

minutos após administração de pilocarpina foi observado alterações de comportamento, como 

sinais periféricos colinérgicos (miose, piloereção, cromodacriorréia, diarréia e movimentos 

orofaringeos), movimentos esteriotipados (roer, coçar, mastigar ) seguidos de crises epiléticas 
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tônico-clônico e desenvolvimento progressivo dentro de minutos em um estado de mal 

epiléptico em 100% dos animais estudados (p<0,001) (Tabela 1). Com os animais pré-

tratados com p-cimeno em doses de 50, 100 e 150 mgkg
-1

 resultaram em alterações 

comportamentais como sinais colinérgicos periféricos, tremores, cromodacriorréia, 

automatismo faciais, wet dog shakes e espirrar em 100% dos camundongos.  

O efeito anticonvulsivante do p-cimeno demostraram um indicativo de efeito 

neuroprotetor ao ser verificado um aumento progressivo no tempo de latência das crises 

epiléticas induzidas por pilocarpina nas doses de 50 (17,83 ± 0,27), 100 (25,80 ± 0,83) e 150 

mg kg
-1

 (31,33 ± 1,89) em comparação com o grupo P400 (7,83 ± 0,27). Além disso, com o 

pré-tratamento se observou o aumento em relação no tempo de latência para o 

desenvolvimento do estado de mal epilético nos animais após as doses de 50 (25,50 ± 0,42), 

100 (31,33 ± 1,24) e 150 (35,92 ± 1,81) em comparação com o P400 (15.00 ±0.42). O efeito 

de neuroproteção também foi observado em relação à taxa de sobrevivência com as drogas 

atropina (25 mg kg
-1

) e diazepam (5 mg kg
-1

) utilizadas como drogas de referência (Tabela 1 

e 2). 

 

Tabela 1. Efeito de pré-tratamento com p-cimeno nas alterações comportamentais de 

camundongos adultos durante crises epiléticas induzidas por pilocarpina. 

Grupos 
CE 

 (%) 

LIPC 

 (min) 

E.M.E.  

(%) 

LDEP  

(min) 

TS 

 (%) 

P400 100 7,83 ±0,27 100 15,00 ±0,42 0 

CIM 50 0 0 0 0 100
 

CIM 100 0 0 0 0 100 

CIM 150 0 0 0 0 100
 
 

CIM 50 + P400 100 17,83 ±0,27
a
 100 25,50 ±0,42

a
 33,33

d
 

CIM 100 + P400 100 25,80 ±0,83
ab

 100 31,33 ±1,24
a
 50

d
 

CIM 150 + P400 100 31,33 ±1,89
abc

 100 35,92 ±1,81
ab

 66,67
de

 

ATR 25 0 0 0 0 100
 
 

ATR 25 + P400 0 0 0 0 100
 
 

ATR 25 + CIM150 0 0 0 0 100
 
 

ATR 25 + CIM150 + P400 0 0 0 0 100
 
 

 

Determinação de crise epilética (CE), estado de mal epiléptico (E.M.E.), latência de instalação 

de primeira crise epiléptica (LIPC), latência para desenvolvimento de estado de mal epilético 

(LDEP) e taxa de sobrevivencia (TS). Os resultados de LIPC e LDEP estão expressos em 

minutos (min) com média ± E.P.M. e os demais como porcentagem. 
a
p<0,05 em comparação 

ao grupo P400; 
b
p<0,05 em comparação ao grupo CIM 50 + P400; 

c
p<0,05 em comparação ao 

grupo CIM 100 + P400. ANOVA e teste de Student Newman Keuls como post hoc teste. 
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d
p<0,05 em comparação ao grupo P400; 

e
p<0,05 em comparação ao grupo CIM 50 + P400. 

Teste do Qui-quadrado. 

 

Foi observado que com a utilização de atropina nos animais com crise epilética 

induzida por pilocarpina não houve nenhuma alteração no comportamento, nem mesmo 

quando concomitante ao p-cimeno, entretanto o composto provocou uma aumento dose-

dependente na taxa de sobrevivência com as doses de 50 (33,33%), 100 (50%) e 150 mg kg 

(66,67%) (Tabela 1). 

A dose de 150 mg kg
-1

 foi escolhida para análise do mecanismo de ação, uma vez que 

demostrou um maior aumento no tempo de latência para instalação da primeira crise epilética 

e estado de mal epilético. Além disso, produziu um aumento em relação à taxa de 

sobrevivência, quando comparado ao grupo tratado somente com pilocarpina (p<0,05) 

(Tabela 1). 

O efeito anticonvulsivante do p-cimeno é superior ao Diazepam nas doses escolhidas 

de cada (Tabela 2). Por outro lado, a fim de determinar se o efeitos anticonvulsivante do p-

cimeno é exercidos por meio do sistema GABAérgico, os camundongos tratados com p-

cimeno foram submetidos ao tratamento com flumazenil, um antagonista do receptor 

benzodiazepínico, apresentando um comportamento semelhante entre os camundongos 

tratados com diazepam e o p-cimeno (Tabela 2). 

 

Tabela 2. Efeito de pré-tratamento com p-cimeno nas alterações comportamentais de 

camundongos adultos durante as crises epiléticas induzidas por pilocarpina. 

Grupos 
CE 

 (%) 

LIPC  

(min) 

E.M.E  

(%) 

LDEP  

(min) 

TS 

 (%) 

P400 100 7,83 ±0,27 100 15,00 ±0,42 0 

CIM 150 + P400 100 31,33 ±1,89
a
 100 35,92 ±1,81

a
 66,67

c
 

DZP 5  0 0 0 0 100 

DZP 5 + P400 100 10,00 ±0,54
b
 100 18,83 ±0,81

b
 25

d
 

FLU 25 0 0 0 0 100 

FLU 25 + DZP 5+ P400 100 8,25 ±0,27
b
 100 16,42 ±0,67

b
 0

d
 

FLU 25 + CIM 150 + P400 100 7,75 ±0,30
b
 100 16,08 ±0,74

b
 16,67

d
 

Determinação de crise epilética (CE), estado de mal epilético (E.M.E), latência de instalação 

da primeira crise epilética (LIPC), latência para o desenvolvimento de estado de mal epilético 

(LDEP) e taxa de sobrevivência (TS). Os resultados de LDEP e LDEP estão expressos em 

minutos (min) com média ± E.P.M.e os demais como porcentagem. 
a
p<0,05 em comparação 

ao grupo P400; 
b
p<0,05 em comparação ao grupo CIM 150 + P400. ANOVA e teste de 
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Student Newman Keuls como post hoc teste. 
c
p<0,05 em comparação ao grupo P400; 

d
p<0,05 

em comparação ao grupo CIM 150 + P400.Teste do Qui-quadrado. 

 

 

DISCUSSSÃO 

 

As crises epiléticas decorrente do tratamento com pilocarpina, em doses convulsivas, 

parecem depender da ativação dos receptores muscarínicos, podendo envolver o metabolismo 

dos fosfoinositídios e é capaz de produzir lesões cerebrais e alterações comportamentais. A 

pilocarpina também altera os níveis do neurotransmissor colinérgico e pode produzir altera-

ções em outros sistemas de neurotransmissores [noradrenalina (NA), dopamina (DA), 

serotonina (5-HT), glutamato e ácido γ-amino-butírico (GABA)], embora pouco se saiba 

sobre essas alterações (FREITAS, 2011). A injeção subcutânea de pilocarpina (400 mg/kg) 

produz uma sequência de alterações comportamentais incluindo sinais colinérgicos 

periféricos, tremores, staring spell, automatismo facial, crises epilépticas límbicas, que se 

desenvolvem progressivamente dentro de 1-2h em estado de mal epiléptico (TURSKI et al., 

1983; FREITAS et al., 2003).  

No presente trabalho, o mecanismo da ação anticonvulsivante do p-cimeno foi 

estudados. O pré-tratamento com p-cimeno, em doses de 50, 100 ou 150 mg kg
-1

 não foi 

capaz de reverter os sinais colinérgicos periféricos, tremores e movimentos estereotipados. 

Entretanto o composto provocou um aumento dose-dependente na taxa de sobrevivência.  

Drogas que atuam sobre o sistema nervoso central podem demonstrar a capacidade de 

modular as crises epiléticas atenuando e/ou potencializando o estado de mal epiléptico 

induzido pela pilocarpina (FREITAS, 2011). Estes resultados dos efeitos anticonvulsivantes 

do p-cimeno demostraram um indicativo de efeito neuroprotetor ao ser verificado um 

aumento progressivo no tempo de latência das crises epiléticas e para o desenvolvimento do 

estado de mal epiléptico induzidas por pilocarpina nos animais em relação à taxa de 

sobrevivência com as drogas atropina e diazepam utilizadas como droga de referência. 

Atropina é um antagonista do receptor muscarínico. As crises epilépticas induzidas 

pela pilocarpina podem ser bloqueadas por tratamento prévio com atropina, demonstrando o 

envolvimento do sistema colinérgico em crises epilépticas e estado de mal epiléptico 

(BARAK; DUDAI, 1979). Sendo utilizada para avaliar o possível mecanismo de ação 

anticonvulsivante do p-cimeno. A não alteração do comportamento na crise epiléptica mesmo 



80 

 

concomitante ao p-cimeno, serve como indicativo da ausência de efeito anticonvulsivante 

pelos receptores colinérgicos muscarínicos. 

O processo convulsivo decorrente do tratamento de camndongos com pilocarpina, 

parece interagir com o sistema GABAérgico, uma vez que a ativação do receptor 

GABAérgico pode estar diminuída em decorrência do aumento da concentração do cálcio 

intracelular induzida pelos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA, que pode ser essencial 

para a instalação e propagação da atividade epiléptica (RANG et al., 2007). A pilocarpina 

também altera os níveis do neurotransmissor do sistema GABAérgico. Associado às crises 

epiléticas induzidas por pilocarpina, ocorre o aumento na concentração do GABA após o 

estado de mal epiléptico e uma diminuição após 24 h da fase aguda das crises epiléticas 

(FREITAS, 2011). Os benzodiazepínicos como diazepam e o clonazepam não interferem na 

incidência de nenhum dos parâmetros comportamentais observados em camundongos, 

sugerindo que o sistema GABAérgico não interage nos efeitos periféricos mediados pela 

pilocarpina. Por sua vez, o diazepam demostrou bastante eficácia na redução do número de 

animais que convulsionam e que evoluem para o estado de mal epiléptico e diminuiu também 

a taxa de mortalidade, também aumentou a LDEP e a LIPC. Característica essa também 

encontrada de forma semelhante entre os animais tratados com p-cimeno. Reforçando a 

hipótese sobre o possível mecanismo de ação do p-cimeno que pode estar relacionada 

diretamente com o sistema GABAérgico.  

 

CONCLUSÃO 

 

Os resultados do presente estudo demostraram que o p-cimeno aumentou o tempo de 

latência para primeira crise epilética e estado de mal epilético, e a taxa de sobrevivência nos 

animais, confirmando seu potencial antiepiléptico e neuroprotetor durante as crises epiléticas 

induzidas por pilocarpina, provavelmente pelo sistema GABAérgico. Além disso, tais achados 

podem ser importantes nas perspectivas de busca e desenvolvimento de novos agentes 

antiepilépticos.  
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RESUMO 

 

O p-cimeno (1-metil-4-isopropil-benzeno; CIM) é um monoterpeno cíclico, de fórmula 

molecular C10H14. Neste trabalho foi realizada a avaliação do potencial antioxidante do p-

cimeno em hipocampo de camundongos adultos por meio da determinação dos níveis de 

substâncias ácidas reativas com o ácido tiobarbitúrico (TBARS), conteúdo de nitrito e 

atividade das enzimas catalase (CAT) e superóxido dismutase (SOD). Camundongos Swiss 

foram tratados com Tween 80 0,05% dissolvido em solução salina 0,9% (veículo; i.p., grupo 

controle), ácido ascórbico 250 mg kg
-1

 (i.p., grupo controle positivo, AA 250) e com p-

cimeno nas doses de 50, 100 e 150 m gkg
-1

, (i.p., grupos CIM 50, 100 e 150), 

respectivamente. Após 24h da administração os grupos foram eutanasiados com pertobarbital 

sódico (50mg kg
-1

; i.p) para remoção do encéfalo e dissecação do hipocampo. O tratamento 

com p-cimeno reduziu significativamente o nível de peroxidação lipídica e conteúdo de 

nitrito, sugerindo um papel antioxidante in vivo uma vez que foi capaz de reduzir a formação 

de espécies reativas derivadas do oxigênio e nitrogênio. Além disso, o p-cimeno aumentou a 

atividade das enzimas CAT e SOD, no hipocampo de camundongos, sugerindo que seu papel 

antioxidante pode ser devido à modulação positiva da atividade dessas enzimas. Portanto, os 

resultados do presente estudo demonstram que o p-cimeno, apresenta potencial antioxidante 

in vivo e pode atuar como um agente neuroprotetor cerebral. Esse composto pode constituir 

uma nova estratégia no desenvolvimento de tratamentos para diversas patologias nas quais o 

estresse oxidativo desempenha um papel importante em sua fisiopatologia.  

PALAVRAS-CHAVES: Catalase; Monoterpenos; p-Cimeno; Nitrito; Peroxidação lipídica; 

Superóxido dismutase. 

ABSTRACT 
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The p-cymene (1-methyl-4-isopropylbenzene; CYM) is a cyclic monoterpene, molecular 

formula C10H14. In this study, we performed the evaluation of p-cymene antioxidant potential 

in hypoccampus of adult mices by the levels determination of acidic substances reactives with 

thiobarbituric acid (TBARS), nitrite content and activity of catalase (CAT) and superoxide 

dismutase (SOD) enzymes. Swiss mices were treated with Tween 80 0,05% solubilized in 

saline solution 0,9% (vehicle; i.p., control group), ascorbic acid 250 mg kg
-1 

(i.p., positive 

control group, AA 250) and p-cymene at 50, 100 e 150 mg kg
-1 

doses, (i.p., CYM 50, 100 and 

150 groups), respectively. After 24h treatments the groups were euthanized with sodium 

pentobarbital (50mg kg
-1

; i.p) to brain remotion and hippocampal dissection. The p-cymene 

treatment reduced significantly the lipidic peroxidation level and nitrite content, suggesting an 

in vivo antioxidant role once was able to reduce the formation of reactive species derived from 

oxygen and nitrogen. Furthermore, p-cymene increased the enzyme activity of CAT and SOD 

in mice hipoccampus, suggesting that its antioxidant role may to be due the positive 

modulation of enzymes activity. Therefore, the results of this study show that p-cymene 

present in vivo antioxidant potential and may to act as a brain neuroprotect agent. This 

compound may to be a new strategy in the development of treatments for several diseases in 

which oxidative stress plays an important role in their physiopathology. 

KEYWODS: Catalase; Monoterpens; p-Cymene; Nitrite; Lipid Peroxidation; Superoxide 

dismutase. 
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INTRODUÇÃO  

 

Desde o inicio da civilização humana as plantas têm sido utilizadas com fins 

medicinais, para tratamento, prevenção e cura de diversas doenças (MENGUES; MENTZ; 

SCHENKEL, 2011; CAMPELO et al., 2011a)
.
 No Brasil, devido a sua extensa diversidade 

genética vegetal, com mais de 55.000 espécies catalogadas de um total estimado entre 350.000 

e 550.000 espécies (DIAS, 1996; RODRIGUES, 2008) e uma privilegiada situação 

geográfica, existem diversos estudos com substâncias naturais derivadas de plantas para o 

tratamento de inúmeras patologias (CAMPELO et al., 2011b; ALMEIDA et al., 2012). Dentre 

essas patologias merece atenção especial a investigação do potencial antioxidante in vitro 

(COSTA JÚNIOR et al, 2011; MARQUES et al., 2012) e in vivo (COSTA, 2012), uma vez 

que o estresse oxidativo pode responder pela fisiopatologia de diversas doenças 

(GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2010). 

Nesse contexto, durante o processo celular de obtenção de energia podem ser gerados 

compostos chamados espécies reativas derivadas de oxigênio (EROS) que, em demasia, 

podem causar danos celulares, culminado em um processo denominado de estresse oxidativo. 

Tal processo resulta no desequilíbrio no estado de óxido-redução a favor da oxidação.  

Nesse sentido, podemos citar as enzimas superóxido dismutase (SOD), juntamente com 

catalase e glutationa peroxidase promovem a desintoxicação dos radicais superóxido, 

peróxido de hidrogênio e hidroperóxidos lipídicos, respectivamente (WICKENS, 2001). Dos 

mecanismos de defesa antioxidante, participam enzimas endógenas e algumas vitaminas e 

minerais (SIQUEIRA-CATANIA et al., 2009). 

Agentes antioxidantes podem diminuir ou prevenir os danos oxidativos nos tecidos 

humanos produzidos por EROS e espécies reativas derivados de nitrogênio (ERNS). Dessa 

forma, pode ser definido como um grupo diverso de moléculas naturais, que pode estar 

presente em baixas concentrações, comparativamente às biomoléculas com ação antioxidante 

(GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2010; HALLIWELL, 1991). 

Diversos estudos demonstram atividade antioxidante dos monoterpenos, α-terpineol 

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

2010), γ-terpineno (RUBERTO;BARATTA, 2000),  R(+)-α-pineno, S(-)-b-pineno, α-pineno 

(mistura racêmica), α-terpineno, linalol e limoneno (APEL et al., 2001; 2008). 

Entre os monoterpenos, podemos destacar o p-cimeno (1-metil-4-isopropil-benzeno), 

monoterpeno precursor biológico de carvacrol e um dos principais constituintes do óleo 

essencial a partir de espécies de Protium, com mais de 80% das espécies encontradas na 
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região Amazônica (SIANI et al., 1999; SANTANA et al., 2011). Estudos recentes 

demonstraram que espécies rica em p-cimeno, como Protium heptaphyllum (Aubl.) 

Marchand, P. kleinii Cuatrec., Burseraceae, Hyptis pectinata (L.) Poit., Lamiaceae and 

Zataria multiflora Boiss., Lamiaceae, mostram atividade antinociceptiva em roedores 

(SANTANA et al., 2011; RAMEZANI et al., 2004). 

Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade antioxidante do 

p-cimeno em hipocampo de camundongos adultos tratados de forma aguda por meio da 

determinação dos níveis de substâncias ácidas reativas com o ácido tiobarbitúrico (TBARS), 

conteúdo de nitrito e da atividade das enzimas catalase (CAT) e superóxido dismutase (SOD). 

 

 

 

Ilustração 1. Estrutura química do p-cimeno (1-metil-4-isopropil-benzeno). 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Animais 

 

Foram utilizados camundongos Swiss machos, adultos com 2 meses de idade, com peso 

variando de 25-30 g, provenientes do Biotério Central do Centro de Ciências Agrárias da 

Universidade Federal do Piauí. As unidades experimentais receberam água e ração padrão 

tipo Purina ad libitum e foram mantidos sob condições controladas de iluminação (ciclo 12 h 

6h claro/ 18h escuro) e temperatura (25 ± 2 °C). Todos os experimentos foram realizados de 

acordo com o Manual sobre Cuidados e Uso de Animais de Laboratório, do Departamento dos 

EUA de Saúde e Serviços Humanos, Washington DC, 1985. Esse projeto foi aprovado pelo 

Comitê de Ética em Experimentação com Animais da Universidade Federal do Piauí (nº 

013/2011 CEEA/UFPI). 

 

Tratamento dos grupos experimentais 
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O p-cimeno foi emulsionado com Tween 80 (0,05%) (Sigma-EUA) e dissolvido em 

solução salina 0,9%. Os 35 animais foram divididos em cinco grupos experimentais. O 

primeiro grupo foi tratado com veículo 0,01 ml/g (Tween 80 0,05% com salina 0,9%, i.p., 

grupo controle negativo; n=7). O segundo grupo recebeu ácido ascórbico na dose de 250 

mgkg
-1

 (controle positivo, i.p., grupo AA 250; n=7). E os outros três grupos foram tratados 

com p-cimeno (50 e 100, 150 mgkg
-1

, i.p.; grupos CIM 50, CIM 100 e CIM 150, 

respectivamente; n=7).  

Os animais tratados e controles foram divididos em gaiolas contendo no máximo 6 

animais e colocados em ambiente reservado, com observação direta durante 24 horas para 

visualização e registro de possíveis sinais de toxicidade do composto. Após a avaliação dos 

parâmetros relacionados à toxicidade aguda durante o período de observação, os animais 

foram submetidos à eutanásia pela administração de pentobarbital sódico (40 mg kg
-1

; i.p) 

para remoção do cérebro e dissecação do hipocampo de ambos os lados para os estudos 

neuroquímicos: determinação dos níveis de TBARS, conteúdo de nitrito e a atividade das 

enzimas antioxidantes SOD e CAT.  

 

Métodos para determinação dos conteúdos de substâncias ácidas reativas com o ácido 

tiobarbitúrico (TBARS)  

 

O grau de peroxidação lipídica foi mensurado por meio da determinação dos níveis de 

TBARS, método previamente descrito por Draper e Hadley (1990). Foi preparado o 

homogenato a 10% (w/v) em tampão fosfato de sódio 50 mM, pH 7,4 com as áreas 

hipocampais de todos os grupos, veículo (n=7), AA 250 (n=7) e CIM 50, 100 e 150 (n=7). Os 

resultados foram expressos em nmol de MDA/g de tecido. 

 

Método da determinação do conteúdo de nitrito e da atividade da Catalase (CAT) 

 

O conteúdo de nitrito nos grupos experimentais, veículo (n=7), AA 250 (n=7) e CIM 50, 

100 e 150 (n=7), foram determinados com base na reação de Griess (GREEN et al., 1981).
 
Os 

resultados foram expressos em mM. A atividade da CAT foi medida nos grupos 

experimentais, veículo (n=7), AA 250 (n=7) e CIM 50, 100 e 150 (n=7), utilizando o 

princípio básico da medida da velocidade de produção de O2 e H2O (CHANCE; MAEHLY, 

1954).
 
A concentração de proteínas foi determinada (LOWRY et al., 1951).

 
Os resultados 

foram expressos em mmol/min/mg de proteína (CHANCE; MAEHLY, 1954). 
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Método da determinação da atividade da Superóxido Dismutase (SOD) 

 

         Os homogenatos hipocampais 10% foram centrifugados (800 × g, 20 min), e os 

sobrenadantes utilizados para determinar a atividade de superóxido dismutase (SOD). 

Atividade da SOD nos grupos veículo (n=7), AA 250 (n=7) e CIM 50, 100 e 150 (n=7) foi 

investigada por meio da taxa de redução do citocromo C pelos radicais superóxidos, 

utilizando o sistema xantina - xantina oxidase como fonte geradora de ânion superóxido (O2
-
) 

(ARTHUR; BOYNE, 1985).
 
Os resultados foram expressos em U/mg de proteína. Uma 

unidade (U) da atividade da SOD corresponde à inibição de 50% da reação do O2
-
 com o 

Citocromo C. A concentração de proteínas nos homogenatos foi obtida pelo método de Lowry 

e colaboradores (1951). 

 

Análise Estatística 

 

Todos os resultados foram apresentados como média ± erro padrão da média (E.P.M.). 

Os dados obtidos foram avaliados por meio da análise de variância (ANOVA) seguida do 

teste t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste. Os dados foram analisados utilizando o 

software GraphPad Prism 5.0 (San Diego, CA, EUA), os grupos experimentais foram 

comparados com o grupo veículo e com o controle positivo (acido ascórbico). As diferenças 

foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05. 

 

RESULTADOS 

 

Níveis de peroxidação lipídica no hipocampo de camundongos tratados com p-cimeno de 

forma aguda. 

 

Na ilustração 2 foram apresentados os resultados dos efeitos do tratamento com p-cimeno na 

peroxidação lipídica no hipocampo de camundongos adultos. No grupo AA (0,39 ± 0,28) foi 

verificado uma diminuição significativa de 50,77% na peroxidação lipídica em relação ao 

veículo (1,24 ± 0,03) no hipocampo de camundongos adultos. Por sua vez, o tratamento com 

p-cimeno na dose de 50 mg kg
-1

 (0,42 ± 0,03), produziu uma redução significativa de 65,54% 

na peroxidação lipídica quando comparado ao grupo controle. No entanto, não foi verificada 

nenhuma alteração significativa em relação ao grupo tratado com AA 250. Também foi 
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detectada uma redução significativa no grupo tratado p-cimeno na dose de 100 mg kg
-1

 (0,33 

± 0,01) em comparação aos valores do grupo veículo (73,29%), AA 250 (16,57%) e CIM 50 

(22,49%). No grupo que recebeu a dose de 150 mg kg
-1

 (0,12 ± 0,01) foi observado uma 

diminuição significativa em relação ao grupo veículo (89,83%), AC 250 (68,26%), CIM 50 

(70,5%) e CIM 100 (61,95%), respectivamente.   
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Ilustração 2. Níveis de peroxidação lipídica no hipocampo de camundongos tratados com p-

cimeno de forma aguda.  

Os valores representam a média ± E.P.M. do número de animais utilizados nos experimentos 

(n=7 por grupo). 
a
p<0,05, quando comparados ao grupo veículo; 

b
p<0,05, quando comparados 

ao grupo AA 250; 
c
p<0,05, quando comparados ao grupo CIM 50;

 d
p<0,05, quando 

comparados ao grupo CIM 100 (ANOVA e teste t-Student–Newman–Keuls como teste post 

hoc). 

 

 

Conteúdo de nitrito no hipocampo de camundongos tratados com p-cimeno de forma aguda 

 

Na Ilustração 3 foram apresentados os resultados dos efeitos do p-cimeno no conteúdo 

de nitrito no hipocampo de camundongos adultos. No grupo AA 250 (53,2 ± 1,88) foi 

verificado uma diminuição significativa de 32,73% no conteúdo de nitrito em relação ao 

grupo veículo (79,1 ± 1,88) no hipocampo de camundongos adultos.  

Veículo 
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Ilustração 3. Conteúdo de nitrito no hipocampo de camundongos tratados com p-cimeno de 

forma aguda.   

Os valores representam a média ± E.P.M. do número de animais utilizados nos experimentos 

(n=7 por grupo). 
a
p<0,05, quando comparados ao grupo veículo; 

b
p<0,05, quando comparados 

ao grupo AA 250; 
c
p<0,05, quando comparados ao grupo CIM 50;

 d
p<0,05, quando 

comparados ao grupo CIM 100 (ANOVA e teste t-Student–Newman–Keuls como teste post 

hoc). 

 

Por sua vez, o tratamento com p-cimeno na dose de 50 mg kg
-1

 (22,79 ± 1,29), 

produziu uma redução significativa de 71,21% quando comparado ao grupo veículo e 57,20% 

ao grupo AA 250. Também foi detectada uma redução significativa no grupo tratado p-

cimeno na dose de 100 mgkg
-1

 (25,01 ± 1,04) em comparação aos valores do grupo veículo 

(68,61%) e AA 250 (53,03%). No grupo que recebeu a dose de 150 mgkg
-1

 (26,12 ± 1,22) foi 

observado uma diminuição significativa em relação ao grupo veículo (67%) e AA 250 

(50,94%). 

 

Atividade da enzima superóxido dismutase no hipocampo de camundongos tratados com p-

cimeno de forma aguda 

 

Os resultados apresentados na ilustração 4 demostram que o p-cimeno nas 

concentrações testadas foi capaz de aumentar a atividade da enzima superóxido dismutase 

(SOD) de maneira significativa em relação ao grupo tratado com o veículo (2,28 ± 0,14) [CIM 

50: 22,7% (2,81 ± 0,07); CIM 100: 33,9% (3,09 ± 0,04); CIM 150: 63,1% (3,73 ± 0,10)]. Por 

sua vez, houve um aumento significativo da SOD em todas as concentrações testadas [CIM 

Veículo 
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50: 22,4% (2,81 ± 0,07); CIM 100: 34,60% (3,08 ± 0,04); CIM 150: 62,70% (3,73 ± 0,10)] 

em relação ao grupo AA 250 (2,29 ± 0,14).  
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Ilustração 4. Atividade da enzima superóxido dismutase no hipocampo de camundongos 

tratados com p-cimeno de forma aguda. 

Os valores representam a média ± E.P.M. do número de animais utilizados nos experimentos 

(n=7 por grupo). 
a
p<0,05, quando comparados ao grupo veículo; 

b
p<0,05, quando comparados 

ao grupo AA 250 (ANOVA e teste t-Student–Newman–Keuls como teste post hoc). 

 

Atividade da enzima catalase no hipocampo de camundongos tratados com p-cimeno de 

forma aguda 

 

Na Ilustração 5 foram apresentados o efeito do tratamento com p-cimeno na atividade 

da enzima catalase no hipocampo de camundongos adultos. Os resultados obtidos mostraram 

que em todas as doses testadas (50, 100 e 150 mg kg
-1

), o p-cimeno produz um aumento da 

atividade da enzima catalase em relação ao grupo tratado com veículo (13,87 ± 0,55) [CIM 

50: 119,25% (30,41 ± 1,72); CIM 100: 151,83% (34,93 ± 1,72); 150: 182,70% (39,21 ± 0,35).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Veículo 

 

 



94 

 

 

Vehicle Ascorbic Acid 250Cimeno 50Cimeno 100Cimeno 150
0

25

50

Vehicle

AA 250

CIM 50

CIM 100

CIM 150

a
a

a
a

A
ti

v
id

a
d

e
 d

a
 C

a
ta

la
s
e

(m
m

o
l/m

in
/m

g
 d

e
 p

ro
te

ín
a
)

 

Ilustração 5. Atividade da enzima catalase no hipocampo de camundongos tratados com p-

cimeno de forma aguda. 

Os valores representam a média ± E.P.M. do número de animais utilizados nos experimentos 

(n=7 por grupo). 
a
p<0,05, quando comparados ao grupo veículo (ANOVA e teste t-Student–

Newman–Keuls como teste post hoc). 

 

DISCUSSÃO  

 

A oxidação é um processo metabólico que conduz à produção de energia necessária 

para atividades essenciais das células. Porém, o metabolismo do oxigênio nas células vivas 

também conduz à produção de radicais (STIEVEN et al., 2009; XAVIER et al., 2007). 

Antioxidantes que possam sequestrar esses radicais livres apresentam elevado potencial 

terapêutico em doenças associadas (SILVA et al.,2006). Antioxidantes são substâncias 

capazes de prevenir os efeitos deletérios da oxidação, inibindo o início da lipoperoxidação, 

seqüestrando radicais livres e/ou quelando íons metálicos (SILVA, 2006)
 
. 

O cérebro produz continuamente EROs (CAMPÊLO, 2011; CASTAGNE et al., 1999), 

na ausência de um mecanismo de defesa eficiente, estes EROS causam a peroxidação dos ácidos 

graxos poliinsaturados da membrana (CAMPÊLO, 2011; HALLIWELL; CHIRICO, 1993). O 

cérebro é particularmente suscetível à peroxidação devido à presença simultânea de altos níveis 

de ácidos graxos poliinsaturados e de ferro (CAMPÊLO, 2011; CASTAGNE, 1999), que é o 

alvo de danos dos radicais livres.  

Diversos métodos são descritos na literatura para avaliação da peroxidação lipídica, 

como a determinação de substâncias reativas com o ácido tiobarbitúrico (TBARS), que é usado 

Veículo 
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para quantificar a peroxidação lipídica que corresponde a um dano na membrana celular 

causado pelo estresse oxidativo. Song (2007) e Vicentino e Menezes (2007) relataram que 

doenças degenerativas crônicas como: doença de Alzheimer, doença de Parkinson, 

aterosclerose, complicações da Diabetes mellitus, o envelhecimento precoce e outras estejam 

relacionadas com o estresse oxidativo. 

O estudo demonstrou que o p-cimeno inibiu de forma proeminente a quantidade de 

TBARS formado.  Dessa forma, esse monoterpeno foi capaz de reduzir os níveis de peroxidação 

lipídica em todas as doses testadas, indicando uma proteção antioxidante. Vale ressaltar que as 

doses de CIM 100 e 150 indicou uma proteção antioxidante mais significativa que a produzida 

pelo ácido ascórbico, composto utilizado como padrão (Ilustração 2). 

Baseado nos resultados obtidos no estudo realizado foi proposto um possível 

mecanismo de reação da ação antioxidante do p-cimeno contra a formação de radical lipídico 

como demonstra na Ilustração 6. É importante ressaltar que existem duas possibilidades de 

reação de antioxidante p-cimeno na formação de radical lipídico e na formação de radical 

nitrito (Ilustração 7) devido o composto apresentar duas posições com hidrogênios 

benzílicos. 

  

 

+ L
+ L-H

H

 

H

HH

+ L

CH2

+
L-H

 

 

 

Ilustração 6: Possível mecanismo de reação antioxidante do p-cimeno na formação de radical 

lipídico. 

 

O óxido nítrico (NO) e o dióxido de nitrogênio (NO2) são espécies reativas derivados 

de nitrogênio (SONG, 2004; SOUZA et al., 2007). Estudos têm demonstrado que doenças 

neurodegenerativas geram mudanças no metabolismo do óxido nítrico e interagem com 
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receptores glutamatérgicos para produzir parte de sua ação estimulante sobre o Sistema 

Nervoso Central (SNC) (CAMPÊLO, 2011; SOUZA et al., 2007; FREITAS, 2009). No 

sistema nervoso o NO participa de diversos processos de sinalização e na defesa do tecido 

contra os agentes patogênicos, mas é também um agente nocivo em excesso, sofre reações 

oxidativas/redutoras, produzindo ERNS (FEITAS, 2009; SUEISHI, 2011). 

No que se refere ao conteúdo de nitrito os resultados demonstram uma diminuição 

significativa desse íon em todas as doses testadas, sendo mais significativa que a produzida 

pelo ácido ascórbico, indicando que o p-cimeno pode ser altamente eficaz contra a formação 

de espécies reativas derivadas de nitrogênio culminando em um papel neuroprotetor.  

A diminuição no conteúdo de nitrito pode ser uma conseqüência da inibição da 

formação de radicais, scavenges de espécies reativas derivadas do oxigênio e produtos de 

peroxidação lipídica (CAMPÊLO, 2011; SOUZA et al., 2007). 
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Ilustração 7: Possível mecanismo de reação antioxidante do p-cimeno na formação de radical 

nitrito (NO2
-
). 

 

Os níveis de EROs são normalmente controlados por um sistema de defesa 

antioxidante, como as enzimas: MnSOD (superóxido dismutase contendo manganês), 

CuZnSOD (superóxido dismutase contendo cobre-zinco), CAT e GSH-Px (glutationa 

peroxidase), essas tem mostrado uma diminuição significativa em produtos de peroxidação 

lipídica (VANDER JAGT et al., 1997; GOMES, 2011).  

A enzima superóxido dismutase (SOD) catalisa a dismutação do radical superóxido 

em peróxido de hidrogênio, que é degradado pela ação de CAT e GSH-Px (GOMES, 2011; 

BRAVARD et al., 2002). Nesse sentido o monoterpeno foi capaz de aumentar de forma 
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significativa, tanto a atividade da enzima superóxido dismutase, quanto à atividade da enzima 

catalase, demonstrando uma mudança positiva no sentido de ampliar as defesas 

neuroprotetoras cerebrais. O aumento dessa atividade sugere que o p-cimeno apresenta um 

potencial antioxidante relacionado à modulação da atividade enzimática contra a formação de 

peróxido de hidrogênio. Nesse estudo não foi possível verificar um efeito dose-dependente 

entre as diferentes doses do CIM avaliado in vivo. 

 

CONCLUSÃO 

 

O tratamento com p-cimeno reduziu significativamente o nível de peroxidação lipídica e 

conteúdo de nitrito, sugerindo um papel antioxidante in vivo uma vez que foi capaz de reduzir 

a formação de espécies reativas derivadas do oxigênio e nitrogênio. Além disso, o p-cimeno 

aumentou a atividade das enzimas CAT e SOD, no hipocampo de camundongos, sugerindo 

que seu papel antioxidante pode ser devido a modulação positiva da atividade dessas enzimas. 

Portanto, os resultados do presente estudo demonstram que o p-cimeno apresenta potencial 

antioxidante pelos métodos in vivo utilizados. Esse composto pode constituir uma nova 

estratégia no desenvolvimento de tratamentos para diversas patologias em que o estresse 

oxidativo desempenha um papel inerente em sua fisiologia. No entanto, mais estudos devem 

se realizados a fim de justificar o mecanismo responsável pela atividade antioxidante do p-

cimeno, bem como correlacionar a atividade farmacológica com sua estrutura química. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

          O tratamento agudo com p-cimeno revelou possuir atividade anticonvulsivante. Os 

resultados demostraram o aumentou no tempo de latência para primeira crise epilética e 

estado de mal epilético, e a taxa de sobrevivência nos animais, confirmando seu potencial 

antiepiléptico e neuroprotetor durante as crises epiléticas provavelmente pelo sistema 

GABAérgico. Este monoterpenos apresenta no estudo seu potencial antioxidante pelos 

métodos in vivo utilizados podendo ser útil para produzir proteção neuronal. 
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ANEXO A: 

Capítulo do livro Recent Research Developments in 

Brain Research. 
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