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RESUMO
Objetivo: Avaliar a segurança da ciano-carvona por meio de
estudos de toxicidade aguda e o seu potencial ansiolítico.
Material e Métodos: Camundongos Swiss machos foram
tratados com ciano-carvona (v.o) em doses crescentes de
25 a 2000 mg/kg e observados durante 14 dias em relação
às alterações comportamentais e taxa de mortalidade.
Posteriormente foram realizados exames hematológicos,
bioquímicos e análise macroscópica dos principais órgãos.
Além disso, outros grupos de animais foram tratados com as
doses de 25, 50 e 75 mg/kg, para avaliação da atividade
locomotora, do efeito ansiolítico e da coordenação motora.
Resultados: No teste hipocrático, devido à ausência de
mortalidade, a DL50 não foi determinada. Os sinais clínicos
foram discretos, reversíveis e observados apenas nas
maiores doses. Dessa forma, em relação às análises
hematológicas e bioquímicas não foram verificadas alterações
significativas. Nos estudos comportamentais verificou-se
uma redução da atividade locomotora, um maior número de
entradas nos braços abertos, bem como um maior tempo de
permanência nos braços abertos, sugerindo um possível
efeito ansiolítico. Em relação ao teste do rota rod não foi
verificada alteração no tempo de permanência na barra
giratória, bem como não foi detectado mudanças no número
de quedas. Conclusão: Este estudo demonstrou que a ciano-
carvona não apresenta toxicidade aguda, sugerindo um efeito
ansiolítico que precisa ser melhor investigado para a
elucidação do seu mecanismo de ação.

DESCRITORES
Ansiedade. Monoterpeno. Toxicidade Aguda. Sistema
Nervoso Central.

SUMMARY
Objective: To evaluate the safety of cyano-carvone by
means of acute toxicity studies and to investigate its anxiolytic
potential. Material and Methods: Swiss male mice were treated
with cyano-carvone (v.o) in escalating doses from 25 to
2000 mg/kg and observed for 14 days as regards behavioral
changes and mortality rate. After this time period,
hematological, biochemical and morphological analyses of
the main macroscopic organs were carried out. In addition,
other groups of animals were treated with doses of 25, 50
and 75 mg/kg in order to assess locomotor activity, anxiolytic
effect and motor coordination. Results: In the Hippocratic
test, the compound did not cause any deaths among the
mice, thus the LD50 was not determined and clinical signs that
emerged were discrete, reversible and observed only in
higher doses. Accordingly, hematological and biochemical
analyses did not show significant alterations. In the behavioral
analysis, it was found a reduction of locomotor activity and a
greater number of entries in open arms, as well as a longer
time spent with open arms, suggesting an anxiolytic effect.
In the Rota-rod test it was observed no change in the
permanence time on the spinning rod, as well as no changes
were detected for the number of falls. Conclusion: This study
demonstrated that cyano-carvone has no acute toxicity, and
suggests a possible anxiolytic effect that needs to be further
investigated in order to elucidate its mechanism of action.
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A (R)-(-)-carvona (p-mentha-6,8-dien-2-ona) é um
monoterpeno representante do grupo químico
das cetonas. Esse monoterpeno é o componente

majoritário do óleo essencial da hortelã (Mentha spicata
L.) que pode ser obtido por hidrodestilação a partir das
folhas desta planta.

A carvona apresenta propriedades estomáquicas
e carminativas, sendo a esta também atribuída ação
galactagoga e emenagoga. Na indústria farmacêutica
de cosméticos e alimentícia pode ser utilizada como
flavorizante e saporificante (EHLERT et al., 2002).A
ciano-carvona (1S, 2S, 5R) - 5-isopropenil-2-metil-3-oxo
ciclohexanocarbonitrila ou cetonitrila (Figura 1) é um
derivado sintético monoterpenico da (R)-(-)-carvona.

Dessa forma o presente estudo avaliou a
toxicidade aguda desta substância, a fim de verificar a
sua segurança para uma possível aplicação pela
indústria farmacêutica na produção de novos fármacos
para tratamento de doenças neurodegenerativas.
Atualmente houve um aumento dos estudos
envolvendo a avaliação de compostos sintéticos e semi-
sintéticos, já que aproximadamente 85% dos fármacos
disponíveis na terapêutica moderna são de origem
sintética (SOUSA, RAPHAEL, BROCKSOM, 2010),
reforçando a necessidade desse estudo.

Diante do exposto o objetivo deste trabalho foi
avaliar a toxicidade aguda por meio da análise
morfológica macroscópica dos principais órgãos, e dos
parâmetros hematológicos e bioquímicos de camun-
dongos. Além disso, o presente estudo investigou o
possível efeito ansiolítico em modelos experimentais,
após tratamento agudo com ciano-carvona.

MATERIAL E MÉTODOS

Obtenção da ciano-carvona

A ciano-carvona foi obtida a partir do seguinte

processo de síntese. A um balão contendo 12,5 g (83,50
mmols) de R-(-)-carvona em 37,5 mL de etanol a 0oC,
adicionou-se lentamente uma solução de 7,5 g (115
mmols) de KCN em 17,5 mL de água. Em seguida, foi
adicionado a esta mistura 5,5 mL de ácido acético glacial
em 1 hora. Agitou-se por mais 16 horas a 0oC. Depois,
filtrou-se a mistura reacional e o precipitado foi lavado
com água/etanol (1:1). O produto recristalizado do etanol
resultou em 13,28 g (75,02 mmols) de ciano-carvona com
90% de rendimento. A primeira etapa da reação foi
realizada adicionando-se cianeto em meio aquoso a R-(-
)-carvona a 0oC, sendo em seguida acrescentado ácido
acético à mistura. Obteve-se o composto ciano-carvona
com 90% de rendimento (Esquema 1).

Esquema 1: Processo de obtenção do composto
ciano-carvona.

Animais e Tratamento
Camundongos Swiss machos com 2 meses de

idade e peso variando de 25 a 30 g, provenientes do
Biotério Central do Centro de Ciências Agrárias da
Universidade Federal do Piauí foram utilizados nos
experimentos. Os animais receberam água e dieta
(Labina®) ad libitum e foram mantidos sob condições
controladas de iluminação (ciclo 12 h claro/escuro) e
temperatura (26 ± 1°C). O projeto foi aprovado pelo
Comitê de Ética em Experimentação com Animais da
Universidade Federal do Piauí (Número do protocolo
016/2011).

Determinação da toxicidade aguda da ciano-
carvona
Para os estudos de toxicidade aguda foram

usados setenta camundongos Swiss machos (2 meses
de idade; 25 a 30 g). Os animais foram divididos em sete
grupos de 10 animais por grupo (n = 10/grupo). O grupo
controle foi tratado com Tween 80 0,05% dissolvido em
solução salina 0,9% por via oral (v.o.; veículo). Os outros
seis grupos foram tratados com ciano-carvona
emulsionado no veículo nas doses de 25, 50, 75, 500,
1000 e 2000 mg/kg (v.o.).
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Figura 1: Estrutura química ciano-carvona
(1S,4R,6S)-6-carbonitrile-8-p-menthen-2-one) ou
cetonitrila.
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Durante 14 dias de observação e a cada 2 dias
foram observados os animais de todos os grupos.
Durante esse período os seguintes parâmetros
relacionados ao comportamento dos animais foram
observados o estado de consciência e a disposição, a
coordenação motora, tônus muscular, reflexos, atividade
do sistema nervoso central e a atividade do sistema
nervoso autônomo.

Após o tratamento agudo os animais foram
observados durante 14 dias consecutivos. Após o
décimo quarto dia de observação os animais foram
anestesiados com pentobarbital sódico (40 mg/kg, i.p.)
e em seguida foi feita à coleta de sangue por rompimento
do plexo retro-orbital com auxílio de capilar de vidro
dos grupos tratados com as doses de 25, 50 e 75 mg/kg
(CC 25, CC 50, CC 75, respectivamente).

Análise dos parâmetros bioquímicos e
hematológicos
Os parâmetros bioquímicos avaliados foram

glicose, uréia, creatinina, aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT), colesterol total
e triglicerídeos. Os ensaios foram realizados em aparelho
automático.

A análise hematológica foi realizada imediata-
mente após a coleta por meio do analisador automático
de células hematológicas. Os parâmetros determinados
foram eritrócitos, leucócitos, plaquetas, hemoglobina,
hematócrito, índices hematimétricos e contagem
diferencial de leucócitos.

Determinação dos efeitos da ciano-carvona na
atividade locomotora de camundongos
A atividade locomotora dos animais foi verificada

por meio de um campo aberto feito de acrílico com
paredes transparentes e piso preto, 30 x 30 x 15 cm e
dividido em 9 quadrantes iguais (ARCHER, 1973). Os
animais foram divididos em cinco grupos. O grupo
controle foi tratado com Tween 80 0,05% dissolvido em
solução salina 0,9% e o grupo controle positivo foi
tratado com diazepam (2 mg/kg) .Os outros três grupos
foram tratados com CC 25, CC 50 e CC 75, todos por via
oral.

Após 30 minutos dos tratamentos, os animais,
um por vez, foram colocados no centro do campo aberto
onde o número de cruzamentos com as quatro patas
(atividade locomotora espontânea; ALE), número de
comportamento de autolimpeza (grooming) e o número
de levantamentos (rearing), o teste foi realizado durante
5 minutos.

Determinação dos efeitos ansiolíticos da ciano-
carvona em camundongos
Neste experimento foram utilizados cinco grupos.

O grupo controle foi tratado com Tween 80 0,05%
dissolvido em solução salina 0,9% e o grupo controle
positivo foi tratado com diazepam (2 mg/kg) por via oral.
Os outros três grupos foram tratados com CC 25, CC 50
e CC 75 (v.o.). Trinta minutos após os tratamentos cada
animal foi colocado no centro do labirinto, colocada em
direção ao braço aberto e observado por um período de
cinco minutos, registrando-se o número de entradas e o
tempo total de permanência nos braços, abertos e
fechados.

Determinação da coordenação motora dos
camundongos tratados com ciano-carvona
O teste do rota rod avalia o efeito do relaxamento

muscular ou incoordenação motora produzidos por
drogas nos animais (CARLINI, BURGOS,1979). Neste
experimento foram utilizados cinco grupos com oito
camundongos por grupo. O primeiro grupo foi tratado
com veículo (v.o.), o segundo grupo com diazepam (2
mg/kg) e os demais grupos foram tratados com CC 25,
CC 50 e CC 75 (v.o.). Para este teste, os camundongos
foram colocados com as quatro patas sobre uma barra
de 2,5 cm de diâmetro, elevada a 25 cm do piso, em uma
rotação de 17 rpm, por um período de 3 minutos. Foram
registrados o tempo de permanência na barra giratória,
em segundos (s), e o número de quedas, com três
reconduções, no máximo.

Análises estatísticas
Os valores foram expressos como média ± erro

padrão da média (E.P.M.). As diferenças entre os grupos
foram determinadas através da Análise de Variância
(ANOVA), seguida, quando detectada diferença, pelo
teste t-Student-Newman-Keuls como post hoc teste. O
nível de significância para rejeição da hipótese de
nulidade foi sempre de p<0.05.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

As diversas aplicações da carvona e seus
derivados como a á,â-epoxi-carvona, ciano-carvona que
podem ser utilizados como fragrâncias, saporificantes,
flavorizantes e agentes antimicrobianos (GONÇALVES
et al., 2010, SOUSA et al., 2007), bem como pela sua
relevância no campo da medicina, justificam o interesse
neste monoterpeno de origem sintética, uma vez que
pode-se detectar efeitos que podem ser explorados pela
indústria farmacêutica provavelmente com menores
custos e menor incidência de reações adversas
(ALMEIDA et al., 2008, CARVALHO, FONSECA, 2006,
KUNANUSORN et al., 2011).

Neste estudo não foi possível determinar a dose
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letal 50% (DL50) da ciano-carvona devido ausência de
morte dos animais durante os 14 dias após a
administração da droga. A ciano-carvona não alterou
de forma significativa a massa corpórea dos animais,
bem como não produziu mudanças no consumo de água,
ração e na produção de excretas. Após a administração
oral de ciano-carvona foram observadas discretas
alterações nos parâmetros, como estado de consciência
e disposição, sistema motor e muscular, que se revelaram
diminuídos, bem como os animais apresentaram
respiração ofegante, agitação, sudorese, grunido e
piloereção. Durante o tratamento essas alterações foram
normalizadas, e não foram observados sinais clínicos
de toxicidade e nenhuma morte foi registrada (Tabela 1).

Após o período de observação os animais foram
eutanasiados e dissecados para análise morfológica
macroscópica dos principais órgãos. Durante essa
análise não foi observadas alterações morfológicas
macroscópica no estômago, fígado, rins, pulmões,
cérebro e coração dos camundongos tratados com as
doses estudadas do composto sintético ciano-carvona
durante o período de 14 dias de observação.

A avaliação da toxicidade aguda demonstrou que
a ciano-carvona não produziu alterações de importância
clínica. Nos estudos comportamentais nenhum animal
morreu e poucos apresentaram alterações comporta-
mentais decorrentes da administração dessa substância.

A avaliação hematológica realizada após
tratamento agudo com a CC 25, CC 50 e CC 75 não
apresentou alteração nos glóbulos vermelhos. Em
relação ao hematócrito e aos índices hematimétricos
(VCM, HCM e CHCM) também não houve mudança
significativa após o tratamento agudo com as doses de
25, 50 e 75 mg/kg de ciano-carvona por via oral (Tabela
2). Outros trabalhos corroboram com o estudo, uma vez
que outros monoterpenos também demonstram ausência
de toxicidade pela avaliação dos parâmetros
hematológicos (HARIRI et al., 2011, HOSSEINZADEH,
TALEBZADEH, 2005).

Nenhuma alteração nos leucócitos (WBC) foi
detectada. Os resultados dos exames hematológicos são
resumidos na Tabela 2. Em relação ao WBC não houve
nenhuma mudança significativa, assim como nos
neutrófilos contados (p>0,05), semelhantes a outros
estudos encontrados com extratos e substâncias
isoladas que podem ser usados de forma segura e com
eficácia no SNC (OLIVEIRA et al., 2008).

A Tabela 3 demonstra o efeito do tratamento
agudo com ciano-carvona nas doses de 25, 50 e 75 mg/
kg (v.o.) nos parâmetros bioquímicos do soro obtido de
camundongos após 14 dias de observação. A ciano-
carvona nas doses administradas não alterou de forma
significativa os níveis plasmáticos dos parâmetros

bioquímicos. Os resultados obtidos para os parâmetros
glicose, uréia, creatinina e triglicerídeos em nosso
estudo estão de acordo com os valores de referência.
Conforme podemos constatar após realização da análise
estatística, que demonstrou ausência de diferenças
estatisticamente significativas entre os grupos tratados
com as diferentes doses da CC e o grupo controle
tratado com veículo.

Posteriormente foi avaliado os efeitos ansiolíticos
no teste do campo aberto (Tabela 4) e as doses de 25, 50
e 75 mg/kg da ciano-carvona não alterou o número de
groomings quando comparado ao grupo controle
(p>0,05). Por fim, reforçando o emprego da ciano-
carvona como possível agente ansiolítico em novas
formulações farmacêuticas foi observado que as doses
de 25, 50 e 75 mg/kg reduzem o número de rearing de
85,3% (6,80 ± 0,86), 83% (6,00 ± 0,70) e 86% (5,00 ± 1,88),
quando comparado ao grupo controle (35,38 ± 1,86;
p<0,05), respectivamente. Em comparação ao grupo
diazepam (13,29 ± 2,81; p<0,05) também foi verificada
uma diminuição significativa no número de rearings.
Dados semelhantes foram encontrados para outros
monoterpenos como o citrol, mirceno e limoneno (VALE
et al., 2002). Quando o animal é colocado em uma
ambiente estranho há uma diminuição do apoio do animal
sobre as patas traseiras (rearing) variando de acordo
com o estresse sofrido pelo animal (BARBOSA et al.,
2008) aumentando as tentativas e ações de levantar-se,
assim a droga testada diminuiu o número de rearings,
sugerindo que a ciano-carvona possui um possível
efeito ansiolítico.

Dessa forma, verificamos uma redução no
número de cruzamentos de 54,32, 52,06 e 44,49% nas
doses de 25 mg/kg (40,60 ± 9,61), 50 mg/kg (42,60 ± 4,55)
e 75 mg/kg (49,33 ± 5,01), quando comparado ao controle
(88,86 ± 3,09; p< 0,001), respectivamente. Para avaliar
um possível efeito sedativo da ciano-carvona,
camundongos adultos foram tratados com as mesmas
doses que produziram efeito ansiolítico nos modelos
empregados e foram submetidos ao teste do rota rod
(Tabela 5), que consiste em colocar camundongos sobre
uma barra giratória a uma velocidade constante e
verificar o tempo de permanência (TP) por meio da
capacidade do animal equilibrar-se sobre a mesma. Em
nenhuma das doses testadas (25 mg/kg: TP = 174,1 ±
3,19 s; 50 mg/kg: TP = 174,9 ± 3,68 s; 75 mg/kg: TP =
174,7 ± 1,66 s)  houve alteração no TP em segundos (s)
sobre a barra giratória sugerindo que não induz
mudanças na  atividade locomotora dos animais quando
comparado ao grupo controle (TP = 175,3 ± 1,29 s;
p>0,05). Também não foi verificada nenhuma alteração
no número de quedas nos grupos tratados com ciano-
carvona nas doses de 25, 50 e 75 mg/kg por via oral
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Tabela 1: Efeitos da administração aguda por via oral da ciano-carvona em camundongos durante 14
dias de observação.

TABELA 3. Parâmetros bioquímicos obtidos do soro de camundongos Swiss, tratados com ciano-carvona por via
oral.

Parâmetros bioquímicos obtidos do soro de camundongos machos Swiss tratados por via oral com Tween 80
0,05% dissolvido em solução salina 0,9% (Controle, n = 10) e ciano-carvona nas doses 25, 50 e 75  mg/kg e
observados durante 24 horas (n = 10 por grupo). Os valores representam a média ± E.P.M. do número de
animais usados nos experimentos. n – representa o número de animais em cada grupo.

Tabela 2. Parâmetros hematológicos de camundongos Swiss, tratados com ciano-carvona por via oral.

Parâmetros hematológicos obtidos de camundongos machos Swiss tratados por via oral com 0,1 ml/10g de
Tween 80 0,05% dissolvido em solução salina 0,9% (Controle, n = 10) e ciano-carvona nas doses 25, 50 e 75
mg/kg e observados durante 24 horas (n = 10 por grupo). Os valores representam a média ± E.P.M. do número
de animais usados nos experimentos. n – representa o número de animais em cada grupo.
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quando comparado ao grupo controle (p>0,05),
sugerindo que este monoterpeno não produz efeito
relaxante muscular e não altera a coordenação motora.
Por outro lado, o diazepam usado como droga de
referência foi capaz de reduzir o tempo de permanência
e de aumentar o número de quedas, demonstrando sua
capacidade de provocar relaxamento muscular. Dessa
forma, podemos sugerir que o composto avaliado

apresenta um possível efeito sedativo, semelhante ao
diazepam no teste do campo aberto, mas por outro lado
demonstra um melhor potencial farmacológico de
importância clínica, uma vez que não altera a
coordenação motora.

Para determinar o possível efeito ansiolítico da
ciano-carvona foi utilizado o teste de labirinto em cruz
elevado (Tabela 6). O labirinto em cruz elevado foi

Tabela 6: Efeito da ciano-carvona no teste do labirinto em cruz elevado em camundongos.

Os valores foram expressos como a média ± E.P.M. do número de entradas nos braços abertos (NEBA); da
porcentagem de entradas nos braços abertos PEBA (PEBA); do tempo de permanência nos braços abertos
(TPBA); e da porcentagem de tempo de permanência nos braços abertos (PTBA) do número de animais
utilizados nos experimentos. ap<0,01 (ANOVA seguido de t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste), quando
comparado ao grupo controle.

Tabela 4: Efeitos da ciano-carvona no teste de campo aberto em camundongos.

Os valores foram expressos como a média ± E.P.M. para o número de cruzamentos com as quatro patas,
número de grooming e o número de rearing dos animais utilizados nos experimentos. ap<0,01 (ANOVA seguido
de t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste), quando comparado ao grupo controle. bp<0,001 (seguido de
t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste), quando comparado ao grupo diazepam.

Tabela 5: Efeitos da ciano-carvona no teste do rota rod em camundongos.

Os valores foram expressos como a média ± E.P.M. do número de quedas e tempo de permanência em
segundo do número de animais utilizados nos experimentos. ap<0,01 (ANOVA seguido de t-Student-Neuman-
Keuls como post hoc teste), quando comparado ao grupo controle.
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realizado após trinta minutos à administração da ciano-
carvona (25 e 50 e 75 mg/kg) ou diazepam (2 mg/kg), a
estatística revelou efeitos significativos da ciano-
carvona sobre a porcentagem de entradas para os braços
abertos na maior dose testada (75 mg/kg) houve um
aumento de 33,05%, quando comparado ao grupo
controle. Apesar de que não houve alteração
significativa na percentagem de entradas nos braços
abertos nas menores doses (25 e 50 mg/kg), quando
comparado ao grupo controle (p>0,05; Tabela 6). Os
efeitos sobre a exploração de braços abertos após o
tratamento com a ciano-carvona na maior dose sugere
um possível efeito ansiolítico sobre o SNC.

Resultados demonstram que as doses de 25 e 50
mg/kg não altera os parâmetros NEBA, PEBA, TPBA e
PTBA, avaliados no teste do labirinto em cruz elevado
quando comparados ao grupo controle. Por sua vez a
dose de 75 mg/kg de ciano-carvona aumentou de forma
significativa todos os parâmetros avaliados em
comparação ao grupo controle. Além disso, esse
aumento foi semelhante ao observado com o grupo
tratado com diazepam (droga de referência), sugerindo
que a dose de 75 mg/kg apresenta efeitos ansiolíticos,
com menor efeito sedativo e relaxante muscular. No
entanto, futuros estudos devem ser realizados com o
uso de drogas antagonistas de diferentes sistemas para
esclarecer o seu mecanismo de ação ansiolítico.

CONCLUSÃO

O estudo realizado sobre a toxicidade aguda em
camundongos demonstrou que a ciano-carvona nas
doses avaliadas não produz alterações hematológicas e
bioquímicas durante o período de 14 dias de
observação, bem como não produz alteração morfológica
nos principais órgãos. Com base nos estudos
comportamentais podemos sugerir um possível efeito
ansiolítico para a ciano-carvona. No entanto, mais
estudos sobre a toxicidade subcrônica e crônica da
ciano-carvona são necessários, bem como novos
estudos em modelos experimentais de ansiedade fazendo
uso de antagonistas são necessários para garantir seu
uso de forma segura em problemas relacionados à saúde
humana, principalmente na ansiedade.
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