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INTRODUCAO

Os liquidos ionicos (LIs) sao sais formados por cations organicos e a
nions organicos ou inorganicos de diferentes tamanhos. A pressao
ambiente, os Lls possuem ponto de fusao inferior a 100°C,
portanto, constituem uma classe promissora de solventes (JING et
al, 2016). Apresentam propriedades como baixa volatilidade, baixa
inflamabilidade, estabilidade térmica e solubilidade em agua
(BATES et al., 2002). Devido a estas caracteristicas, os Lls tém
gerado grande interesse tanto a nivel industrial (PLECHKOVA, 2008)
como também na comunidade cientifica (CVJETKO et al., 2012). Os
Lls surgiram a partir do desenvolvimento da Quimica Verde (“Green
Chemistry”), que preconiza a amenizacao de danos ambientais,
com o desenvolvimento de tecnologias limpas (ANATAS et al.,
2002). A utilizacdo de culturas de células permite avaliar o
potencial de citotoxicidade desses compostos. Apesar de varios
estudos de toxicidade de Lls em diferentes niveis de complexidade
bioldgica, como é mostrado na figura 1, que incluem: enzimas,
bactérias, algas, linhagens de células de ratos, células humanas,
ervilhas d’agua e invertebrados (PHAM et al., 2010), ainda nao foi
relatado nenhum estudo desses efeitos em células-tronco
mesenquimais do cordao umbilical humano (CTMs). As CTMs podem
ser definidas como células com grande capacidade de proliferacao
e auto-renovacao, responsivas a estimulos externos e dar origem a
diferentes linhagens celulares mais especializadas (ULLAH et al.,
2015). Neste contexto, analisamos a influéncia dos Lls Cloreto de
1-etil-3-metilimidazolio (EMIM-Cl) e Cloreto de 1-butil-3-
metilimidazélio (BMIM-Cl) na viabilidade e na morfologia das CTMs.
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Figura 1. Toxicidade de Lls para diferentes niveis troficos, incluindo enzimas, bactérias,
algas verdes de agua doce, células de mamiferos, ervilha d’agua, crustaceos de agua doce
e zebrafish (Fonte: adaptado de PHAM et al, 2010).

MATERIAIS E METODOS

Os cordbes umbilicais foram doados voluntariamente por
parturientes saudaveis, submetidas a cirurgia Cesariana no Hospital
De Avila (comité de ética, protocolo 49503715.0.0000.5208). A
obtencao das células foi realizada conforme a técnica da migracao
espontanea (MITCHELL et al., 2003; ISHIGE et al., 2009). As CTMs
foram cultivadas em garrafas de cultura com meio Low DMEM
(Gibco) suplementado com soro fetal bovino (SFB, Gibco), fator de
crescimento  (F12, Gibco) e antibidticos (penicilina e
estreptomicina) em incubadora a 37°C, 80% de umidade e 5% de
CO,. Todas as CTMs utilizadas estavam na segunda passagem. O
teste de citotoxicidade foi realizado de acordo com a técnica
colorimétrica do MTT (Brometo Tiazolil azul de Tetrazdlio)
(MOSMANN 1983). As CTMs foram distribuidas em placa de 96 pocos
com uma concentracdo de 1 x 10* células/poco. No grupo teste, as
CTMs foram expostas ao EMIM-Cl ou BMIM-CL, figura 2 (Sigma-
Aldrich, USA) nas concentracées (uM): 1; 10; 100; 300; 500; 1000;
1500; 3000; 6000 e 10.000. Apds 72 horas, foram adicionados 20 pL
do MTT (5 mg/mL), e a placa foi incubada por mais 4 horas. Para
solubilizagao dos cristais de formazan, foram adicionados 100 pL de
dimetilsulfoxido (DMSO). As CTMs do grupo controle foram
mantidas apenas em meio de cultura. As leituras da densidade 0
ptica foram obtidas a 595 nm em espectrofotémetro (Varioskan,
ThermoScientific, USA). A analise morfologica das CTMs realizou-se
ap6s 72 horas de sua exposicdo ao BMIM-CL. As fotomicrografias
foram obtidas por uma de camera (MOTICAN2000, MOTIC, BR)
acoplado a microscopio invertido (LEICA, DM IL, USA). Os dados
estdo apresentados como a médiazdesvio padrao de 6
experimentos. Utilizou-se analise de varidncia e o teste de Tukey
para diferenciacao entre grupos. O valor de p<0,05 foi considerado
estatisticamente significativo.

Figura 2. Estrutura quimica dos Lls. A. Estrutura catibnica dos sais organicos Cloreto de
1-etil-3-metilimidazolio (EMIM-Cl); B. Cloreto de 1-butil-3-metilimidazolio (BMIM-CL).
Ambos os compostos possuem o mesmo cation, diferindo apenas na quantidade de
carbonos presentes na cadeia lateral de posicao 1 (Fonte: adaptado de CHEN, 2014).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Na figura 3 é demonstrada a influéncia dos liquidos ionicos imidazo
licos (EMIM-Cl e BMIM-Cl) na viabilidade das CTMs. Ambos os
compostos influenciaram na viabilidade das CTMs (Figura 3A e 3B).
Similarmente, estes liquidos também alteraram significativamente
a viabilidade em células de carcinoma pulmonar (CHEN, 2014) e cé
lulas Hela (STEPNOWSKI, 2004). Nota-se um fator de 15x do menor
valor de concentracao do EMIM-Cl em relacao ao BMIM-CL, no qual a
viabilidade celular difere do controle (Figura 3A e 3B). O valor da
concentracao efetiva (ECs) foi de aproximadamente 29,00+3,26
mM no EMIM-CL, e de 14,00+2,96 mM no BMIM-Cl, portanto, a
citotoxicicidade é dependente do tamanho da cadeia hidrofébica
dos LIs. O comprimento da cadeia lateral também influencia na
citotoxicidade em outros tipos celulares, tais como: Células leucé
micas (STOLTE et al, 2006); células HeLa (WANG et al., 2007);
Carcinoma pulmonar (CHEN et al, 2014).
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Figura 3. Citotoxicidade dos LIs nas CTMs. A. Efeito do EMIM-Cl na viabilidade das CTMs.
B. Efeito do BMIM-Cl na viabilidade das CTMs. Os valores representam a média e desvio
padrao de 6 experimentos independentes. Utilizou-se analise de variancia e o teste de
Tukey para diferenciacdo dos grupos. O valor de p<0,05 foi considerado significativo. (*)
grupos, cujas as viabilidades diferem do grupo controle.

Devido a maior citotoxicidade do BMIM-Cl avaliou-se também a
morfologia das CTMs (Figura 4). A figura 4a representa o grupo
controle, ou seja, as CTMs ndo foram expostas ao BMIM-Cl e
apresentaram-se com aspecto fibroblastdide. Na figura 4b, as CTMs
expostas a menor concentracao (1 uM) do BMIM-Cl mantiveram a
mesma morfologia do grupo controle. O LI na concentracao de 100
uM do LI induziu alteracées morfolégicas nas CTMs, com o
surgimento de filamentos citoplasmaticos alongados e consideravel
espacamento entre as células (Figura 4c). Nas maiores concentraco
es do LI (Figuras 4d e 4e) as CTMs apresentaram diminuicao de
tamanho, perda de aderéncia e também foi observado presenca de
fragmentacdo celular. Estes aspectos sdo caracteristicos de
processo de apoptose (CHEN et al., 2014) ou de destruicao direta
da membrana plasmatica (WANG et al., 2007).
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Figura 4. Fotomicrografias das CTMs expostas ao BMIM-Cl. a. Controle; b. CTMs expostas
ao BMIM-Cl na concentracdo de 1 pM, apresentando morfologia conservada; c. 100 pM,
presenca de filamento citoplasmatico (seta fina) e espacamentos entre as células (*); d e
e (1000 e 10.000 pM, respectivamente) observam-se fragmentos celulares (cabegas de
seta).

CONCLUSOES

Nas células-tronco mesenquimais humanas o liquido i6nico imidazo
lico BMIM-CL (Cloreto de 1-butil-3-metilimidazélio) é mais citoto
xico que o EMIM-CL (Cloreto de 1-butil-3-metilimidazolio) e causa
alteracoes morfologicas.
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