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INTRODUÇÃO 
Líquidos Iônicos (LIs) são sais orgânicos compostos exclusivamente 
por cátions orgânicos e ânions orgânicos ou inorgânicos com ponto 
de fusão abaixo de 100°C (AMDE et al, 2015). Nos últimos anos, os 
LIs têm sido destaque em relação aos demais solventes orgânicos 
devido a suas propriedades físico-químicas, tais como: pressão de 
vapor insignificante, baixa volatilidade, estabilidade térmica e 
química, baixa inflamabilidade, capacidade de solvatação e 
reciclabilidade (PHAN et al, 2010). Os LIs são considerados "solventes 
verdes" e gradualmente podem substituir os tradicionais solventes 
orgânicos voláteis usados em vários processos farmacêuticos e 
químicos (ERGONOVA et al, 2014). Por outro lado, vários estudos 
recentes demostraram que os LIs podem ser bioacumulados em 
ecossistemas aquáticos e possivelmente tóxicos para alguns 
organismos, que incluem: algas, crustáceos, caracóis e peixes 
(LATALA et al, 2009; LI et al, 2013; MA et al, 2014). Além da 
toxicidade de LIs em organismos aquáticos, demonstrou-se também 
que os LIs são citotóxicos para linhagens celulares humanas, como 
HepG2 (LI et al, 2015), HeLa (WANG et al, 2007), CaCo-2 e HT-29 
(FRADE et al, 2007), porém poucos estudos desses efeitos foram 
relatados em células-tronco mesenquimais do cordão umbilical 
humano (CTMs). Células-tronco (CTs) são células progenitoras 
capazes de se diferenciar em células de tecidos adultos 
especializados (XU et al, 2013). Células-Tronco Mesenquimais (CTMs) 
são multipotentes e podem se diferenciar em diversas linhagens, tais 
como: adipogênicas, osteogênicas, condrogênicas, indicando assim 
sua multipotencialidade (KIM et al, 2013). As CTMs podem ser usadas 
na regeneração tecidual, engenharia genética e terapia celular 
graças ao potencial proliferativo e de diferenciação em múltiplas 
linhagens celulares (PAREKKADAN; MILWID, 2010). Nesse contexto, 
analisamos a citotoxicidade dos LIs: Cloreto de 1-etil-3-
metilimidazólio (EMIM-Cl), Cloreto de 1-butil-3-metilimidazólio 
(BMIM-Cl), Cloreto de 1-hexil-metilimidazólio (HMIM-Cl) e Cloreto de 
1-decil-3-metilimidazólio (DMIM-Cl) nas CTMs. Os LIs imidazólicos 
foram amplamente investigados nos últimos anos (PHAM et al, 2010) 
e foram recomendados pelo Programa Nacional de Toxicologia dos 
Estados Unidos e pelo Instituto Nacional de Ciências da Saúde e 
Ambiental para testes toxicológicos (CHO et al., 2008). 
  

MATERIAIS E MÉTODOS 
Os cordões umbilicais foram doados voluntariamente por 
parturientes saudáveis, submetidas à cirurgia cesariana no Hospital 
De Ávila (comitê de ética, protocolo 49503715.0.0000.5208). A 
obtenção das células foi realizada conforme a técnica da migração 

espontânea (MITCHELL et al., 2003; ISHIGE et al., 2009).  
Resumidamente, os cordões foram lavados e as veias perfundidas 
com solução salina tampão fosfato (PBS) para retirada do sangue. 
Então, os cordões foram cirurgicamente cortados transversalmente 
em pequenos pedaços (aproximadamente 2 cm de comprimento), 
removendo veia e artérias, que foram descartadas e o tecido 
gelatinoso contendo a geleia de Wharton foi então fragmentado e 
transferido para garrafas de cultura estéreis (75 cm2) contendo meio 
Low DMEM (Gibco) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, 
Gibco), 20% de fator de crescimento (F12, Gibco) e 1% de 
antibióticos (penicilina e estreptomicina) em incubadora a 37°C, 
80% de umidade e 5% de CO2. 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 
Tetrazólio) (MOSMANN 1983). As CTMs foram distribuídas em placa 
de 96 poços com uma concentração de 1 × 104 células/poço. As CTMs 
do grupo controle foram mantidas apenas em meio de cultura. No 
grupo teste, as CTMs foram expostas ao EMIM-Cl, BMIM-Cl, HMIM-Cl 
nas concentrações: 100, 500, 2.500, 10.000 ou 50.000 μM; para o 
DMIM-Cl: 0.001, 0.1, 1, 10 ou 100 μM (Sigma-Aldrich, USA). A 
representação esquemática da estrutura química dos LIs, com 
tamanho variável da cadeia alquil empregados nesse estudo, está 
representada na figura 1. Após 72 horas, foram adicionados 20 μL 
do MTT (5 mg/mL), e a placa foi incubada por mais quatro horas. 
Posteriormente foram adicionados 100 μL de dimetilsulfóxido 
(DMSO) a cada poço, visando a solubilização dos cristais de 
formazan. As leituras da densidade óptica foram obtidas a 595 nm 
em espectrofotômetro (Varioskan, ThermoScientific, USA). A análise 
morfológica das CTMs realizou-se após 72 horas de sua exposição aos 
LIs EMIM-Cl, BMIM-Cl e HMIM-Cl nas concentrações de 100 ou 100.000 
μM; para o DMIM-Cl: 0.001 ou 100 μM. As fotomicrografias foram 
aquisitadas por uma de câmera (MOTICAN2000, MOTIC, BR) acoplado 
à microscópio invertido (LEICA, DM IL, USA). Os dados estão 
apresentados como a média±desvio padrão de três experimentos em 
triplicata.  
 

 
Figura 1. Estrutura química geral dos LIs utilizados no estudo. O radical R variou entre os 
grupos etil (dois carbonos), butil (quatro carbonos), hexil (seis carbonos) e decil (dez 
carbonos). 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Na figura 2 observam-se as alterações morfológicas induzidas pelos 
LIs nas Células-Tronco Mesenquimais do Cordão Umbilical Humano 
(CTMs). Nas baixas concentrações de LIs, as CTMs apresentaram 
aumento de granulações citoplasmáticas (Figura 2 C, E, G) e finas 
projeções citoplasmáticas em formato de agulhas, com aumento do 
espaçamento intercelular (Figura 2 I). Em maiores concentrações, 
os LIs induziram retrações celulares (Figura 2 D, F, H, J). 
Adicionalmente foram observados debris e maior tendência ao 
agrupamento celular (Figura 2 H, J). A presença desses achados 
morfológicos foi dependente da extensão da cadeia lateral dos LIs. 
Como já demonstrado em outros relatos, essas alterações 
morfológicas são característicos do processo de apoptose (CHEN et 
al., 2014) ou de destruição direta da membrana plasmática (WANG 
et al., 2007). 
Na Tabela 1 é representado os valores das IC50 para os LIs EMIM-Cl, 
BMIM-Cl, HMIM-Cl e DMIM-Cl. 
 
Tabela 1. Valores de IC50 dos LIs para as Células-Tronco Mesenquimais do Cordão 
Umbilical Humano (CTMs). 
 

Líquido Iônico IC50 
EMIM-Cl 12,37±1,48 mM 
BMIM-Cl 5,33±1.87 mM 
HMIM-Cl 2,38±1,69 mM 
DMIM-Cl 5,22±2,18 µM 

 
Todos os LIs, nas concentrações utilizadas, influenciaram na 
viabilidade das CTMs. Esses LIs também alteraram a viabilidade em 
outras linhagens de células humanas, como HeLa (WANG et al, 2007) 
e carcinoma pulmonar (CHEN et al, 2014). Nos LIs com cadeia alquil 
de dois a seis carbonos, notou-se um fator de aproximadamente 2× 
no decréscimo da concentração inibitória (IC50). Por outro lado, 
observamos um fator de aproximadamente 1000×, no caso do LI de 
10 carbonos. Deste modo, observa-se que a ação citotóxica dos LIs 
foram dose e estrutura dependentes do tamanho de sua cadeia 
hidrofóbica. Nossos resultados refletem a sensibilidade de uma 
linhagem celular indiferenciada à ação dos LIs. Igualmente o 
comprimento da cadeia lateral também influencia na citotoxicidade 
em outras linhagens celulares diferenciadas, tais como: Células 
leucêmicas (STOLTE et al, 2006); células HeLa (WANG et al., 2007); 
Carcinoma pulmonar (CHEN et al, 2014). 
 

CONCLUSÕES 
A sensibilidade das Células-Tronco Mesenquimais do Cordão 
Umbilical Humano aos danos induzidos pelos LIs imidazólicos é 
dependente do comprimento de sua cadeia alquil. 
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