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Resumo 

 
Solventes orgânicos têm sido amplamente utilizados nos ensaios in vivo e in vitro. No entanto, os 

efeitos diretos e indiretos destes solventes sobre os processos e/ou mecanismos celulares foram raramente 

investigados. Neste estudo, foram avaliados os efeitos dos solventes dimetil sulfóxido (DMSO), a acetona, o 

metanol, o etanol e o clorofórmio sobre a acetilcolinesterase (AChE) dos tecidos nervoso e muscular do 

tambaqui (Colossoma macropomum). A atividade absoluta da AChE foi analisada incubando-se cada um dos 

solventes durante 15 min, sendo que a acetilcolina (1 mM) foi utilizada como substrato. O DMSO foi o solvente 

que fortemente inibiu a atividade da AChE tanto no tecido nervoso quanto no músculo. Nestes tecidos, os 

solventes que fortemente inibiram a enzima foram: DMSO > acetona > etanol. Os dados sugerem que estes 

solventes podem ser neurotóxicos. Assim sendo, recomenda-se uma avaliação rigorosa na escolha destes 

solventes durante os experimentos in vitro e/ou in vivo. 
  
Palavras-chave: solventes, toxicidade, experimentos in vitro, AChE, Colossoma macropomum. 
 

DMSO (dimethyl sulfoxide) inhibits acetylcholinesterase from the nervous and muscle tissues 

of tambaqui (Colossoma macropomum). Organic solvents have been widely used both in vivo and in 

vitro assays. However, the direct and indirect effects of these solvents on cellular processes and/or mechanisms 

has been poorly investigated. In this study, we examined the effects of the solvents dimethyl sulfoxide 

(DMSO), acetone, methanol, ethanol and chloroform on acetylcholinesterase (AChE) activity at nervous and 

muscle tissues of tambaqui (Colossoma macropomum). The absolute activity of AChE was analyzed by 

incubating in each solvent for 15 min. Acetylcholine (1 mM) was used as substrate. DMSO was the solvent 

that strongly inhibited AChE activity in both nervous and muscle tissue. In these tissues, the solvents that 

strongly inhibited the enzyme were: DMSO> acetone> ethanol. Our data suggest that these solvents may be 

neurotoxic. Therefore, it is recommended a rigorous evaluation when choosing a solvents for both in 

vitro and/or in vivo experiments. 
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1. Introdução 
O uso de solventes orgânicos em 

experimentos in vitro e in vivo é uma prática 

comum, cabe ao pesquisador a decisão de escolher 

aquele que melhor se adequa às suas necessidades 

e essa muitas vezes é uma escolha baseada na 

literatura.  Lima e Angnes (1999) alertam para dois 

fatores que devem ser considerados nesta escolha: 

efeitos do solvente sobre a atividade biológica e a 

baixa solubilidade dos analitos.  

Em muitos experimentos in vitro e in vivo, 

o dimetil sulfóxido (DMSO) é o solvente mais 

utilizado. Esta substância solubiliza tanto 

moléculas polares quanto apolares. Muitos autores 

o consideram de baixa toxicidade e, por esta razão, 

popularizou-se tanto seu uso, que na maioria das 

vezes sua concentração nem é mencionada 

(GALVÃO et al., 2017). 

No entanto, vários estudos têm 

apresentado evidências de efeitos adversos do uso 

do DMSO (WONG & REINERTSON, 1984), 

inclusive inibindo enzimas importantes, tais como 

a acetilcolinesterase (AChE). O mecanismo de 

inibição da AChE pelo DMSO tem sido elucidado 

tanto em vertebrados quanto em invertebrados 

(PLUMMER et al., 1983). Para estes autores, a 

estrutura química do DMSO é semelhante ao da 

colina e do grupo carbonila da acetilcolina. Tal 

semelhança sugere que tanto o DMSO quanto a 

acetilcolina possam competir pelo sítio catalítico 

da AChE.  

Além do DMSO, outros solventes são 

utilizados em bioensaios, seja na extração de 

componentes vegetais, seja na utilização como 

veículo em reações diversas e o rendimento e 

composição de extratos podem variar em função do 

sistema solvente utilizado (MOURE, 2001; OU et 

al., 2001; YU et al., 2002; YILMAZ e TOLEDO, 

2006). Dentre eles, destacam-se a acetona, o 

clorofórmio, o metanol e o etanol. A escolha do 

solvente ideal depende profundamente da 

solubilidade do analito e da interferência do 

solvente em outros processos bioanalíticos 

(HOCKNULL et al., 1987). No entanto, a maioria 

dos estudos não testa o efeito dos solventes sobre 

os mecanismos e processos celulares antes dos 

testes de toxicidade in vivo ou in vitro.  

A AChE é uma serina hidrolase encontrada 

principalmente nas junções neuromuscular e 

sinapses colinérgicas no tecido nervoso. Por isto, 

esta enzima tem sido utilizada amplamente como 

marcador bioquímico nos estudos de toxicidade 

(BADIOU et al., 2008). A AChE hidrolisa 

rapidamente o neurotransmissor acetilcolina (ACh) 

formando os produtos colina e acetato. Portanto, a 

inibição ou ativação desta enzima por meio de 

substâncias químicas são excelentes indicadores de 

neurotoxicidade (ČOLOVIĆ et al., 2013). 

Por outro lado, solventes orgânicos 

hidrofílicos, tais como a acetona, o clorofórmio, o 

metanol e o etanol podem comprometer a função 

das enzimas modificando diretamente a estrutura 

espacial ou interagindo com a água ao redor da 

molécula (GORMAN et al., 1992). Com isso, o 

presente trabalho avaliou o efeito de diversos 

solventes, tais como o dimetil sulfóxido (DMSO), 

a acetona, o metanol, o etanol e o clorofórmio na 

atividade absoluta da acetilcolinesterase dos 

tecidos nervoso e muscular do tambaqui 

(Colossoma macropomum). 

 

2. Material e Métodos 
A enzima acetilcolinesterase (AChE) foi 

obtida dos tecidos muscular e nervoso de dez 

exemplares de tambaqui (Colossoma 

macropomum) adquiridos em uma propriedade 

localizada na estrada AM-070 Km 54, município 

de Manacapuru (Amazonas). Os peixes foram 

transportados vivos ao laboratório de Parasitologia 

de Animais Aquáticos – LAPAA – UFAM e 

mantidos em caixas d’agua com temperatura entre 

28-30 °C. O experimento foi iniciado em 

29/08/2017 e as análises perduraram até 

08/09/2017. Os animais foram lentamente 

anestesiados com benzocaína (0,5 g/L) durante ~1 

minuto, e eutanasiados por meio de secção 

medular. Todos os procedimentos envolvidos 

foram aprovados pelo comitê de ética em 

experimentação animal da UFAM (002/2014- 

CEUA/UFAM). 

Os tecidos foram homogeneizados em 

tampão TRIS-HCl (75 mM; pH 7,4) e 

centrifugados a 10.000 rpm. O sobrenadante foi 

utilizado para os ensaios da AChE. A concentração 

de proteína nos homogeneizados foi realizada pelo 

método de BRADFORD (1976). Os procedimentos 

de ensaio da enzima foram conforme Ellman 

(1958). A acetiltiocolina (Sigma A5751) 1 mM foi 

utilizada como substrato da enzima. A reação foi 

monitorada em 412 nm durante 3,5 min a 25 oC. O 
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coeficiente de extinção molar do DTNB (5,5'-

Dithiobis - (2-ácido nitrobenzóico) (=13,6) foi 

utilizado nos cálculos da atividade enzimatica. Os 

dados estão expressos em nmoles de substrato 

convertido/mg de proteína/min (nUI). Os solventes 

testados foram: dimetil sulfóxido (DMSO), 

metanol, etanol, acetona e clorofórmio. Todos 

foram previamente incubados durante 15 min com 

a enzima presente nos homogeneizados. O grupo 

controle foi realizado na ausência de qualquer dos 

solventes testados e representa a atividade absoluta 

(taxa máxima in vitro) da enzima AChE. Os dados 

foram avaliados quanto à normalidade (teste de 

Kolmogorov-Smirnov). Após isso, as médias 

foram comparadas por meio de uma ANOVA não-

paramétrica seguida de um teste pos-hoc (teste 

Dunnett) para identificar as diferenças entre os 

valores de atividade absoluta da AChE entre cada 

solvente. Em todos os casos, considerou-se o nível 

de significância aceito de 5%. 

 

3. Resultados e Discussão 
Os dados de atividade absoluta da enzima 

acetilcolinesterase nos tecidos muscular e nervoso 

estão apresentados na Figura 1. Nos dois tecidos, 

nervoso e muscular, o clorofórmio e o metanol não 

inibiram a atividade absoluta da AChE. Em ordem 

crescente de inibição relativa (% dos valores de 

atividade absoluta do grupo controle) para o tecido 

nervoso foram: DMSO (10,1% atividade relativa) 

> acetona (25,2 %) > etanol (44,2 %). E para o 

tecido muscular foi: DMSO (7,3 %,) > acetona 

(17,9 %) > etanol (26,1 %).  

Solventes orgânicos podem ter efeito 

direto onde podem diminuir ou inativar a atividade 

enzimática através de dois mecanismos: primeiro, 

o solvente interage com a enzima modificando a 

conformação nativa da mesma. A outra forma de 

inativar é através da interação com a água essencial 

em torno da molécula enzimática e assim 

desidratando a enzima (GORMAN et al., 1992). 

Esses efeitos são causados mais por solventes 

orgânicos hidrofílicos (DU et al., 2004) é o caso 

dos solventes etanol, acetona e DMSO.  

Os dados mostram que o DMSO foi o 

solvente que fortemente inibiu a atividade absoluta 

da acetilcolinesterase tanto no tecisdo nervoso 

quanto no tecido músculo do tambaqui. O efeito 

dos solventes sobre as enzimas depende fortemente 

da sua hidrofobicidade (REICHARDT et al., 

1974). Laane et al. (1987) usaram o logaritmo do 

coeficiente de partição (Log P) que mede a 

polaridade do solvente para quantificar o grau de 

hidrofobicidade. Foi proposta uma classificação 

baseada no valor do Log P, onde solventes que 

apresentam Log P < 2 são relativamente 

hidrofílicos, Log P entre 2 e 4 são moderados e Log 

P > 4 são altamente hidrofóbicos (LEO et al., 1971; 

LAANE et al., 1987). O DMSO foi o mais 

hidrofílico se comparado aos demais solventes 

orgânicos estudados (Tabela 1). Contudo, tem-se 

demostrado que o DMSO é um inibidor 

competitivo da AChE em homogeneizados de 

tecidos de moluscos e vertebrados (PLUMMER et 

al., 1983). Para estes autores, o DMSO a 1% inibe 

50% da atividade da AChE de enguia elétrica. 

Similar resultado foi observado no músculo atrial 

do coração de ratos (WATTS & HOOGMOED, 

1984). Acredita-se que o grupo –S(CH3)2 do 

DMSO possa competir com o ACh pelo sítio 

catiônico da AChE. 
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Figura 1 – Atividade máxima in vitro da 

acetilcolinesterase nos tecidos nervoso e muscular de 

Colossoma macropomum. Os símbolos sobre as barras 

indicam diferença significativa (p<0,05) dos solventes 

em relação ao controle no tecido muscular (*) e tecido 

nervoso (#). 

 

A inibição da AChE pelo DMSO, etanol e 

acetona pode potencializar as sinapses 

colinérgicas. Isto indica que tais solventes podem 

ser neurotóxicos e que os usos destes solventes em 

experimentos de toxicidade in vivo devem ser 

feitos com cautela. 

Contudo, há exceções. O metanol, mesmo 

sendo um solvente hidrofílico não inibiu a 

atividade enzimática de AChE nos tecidos nervoso 

e muscular de Colossoma macropomum. Uma 

possível explicação para este fato é que algumas 

enzimas em uma concentração considerada baixa 
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de solvente podem reter fortemente sua camada de 

hidratação (LIMA & ANGNES, 1999). 

Portanto, os resultados sugerem cautela e uma 

reavaliação rigorosa na escolha de solventes 

durante os ensaios de toxicidade in vivo e in vitro. 

 

4. Conclusão 
Os solventes Dimetil sulfóxido (DMSO), 

acetona e etanol inibiram (in vitro) a atividade 

absoluta da enzima acetilcolinesterase no tecido 

muscular e nervoso de tambaqui (Colossoma 

macropomum). 

 
 

Tabela 1. Valores de inibição, como atividade relativa 

(% do controle) da acetilcolinesterase muscular e tecido 

nervoso de tambaqui (Colossoma macropomum) e 

valores de Log P para solventes orgânicos, conforme 

Laane et al. (1987). 

 

Solvente 

Inibição 

(%) 

Músculo 

Inibição (%) 

T. nervoso Log P 

DMSO 7,3 10,1 - 1,30 

Metanol 90,9 88,6 - 0,76 

Etanol 26,1 44,2 - 0,24 

Acetona 17,9 25,2 - 0,23 

Clorofórmio 79,7 77,4 2,00 

 

Divulgação 
Este artigo é inédito e não está sendo 

considerado para qualquer outra publicação. O(s) 

autor(es) e revisores não relataram qualquer 
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