
SALVADOR
2022

DOUTORADO EM ENGENHARIA INDUSTRIAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA 
ESCOLA POLITÉCNICA

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM
ENGENHARIA INDUSTRIAL - PEI

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM
ENGENHARIA INDUSTRIAL - PEI

ESTUDO DE SEGURANÇA DE LÍQUIDOS IÔNICOS 
PRÓTICOS À SAÚDE HUMANA: 

UMA ALTERNATIVA AOS SOLVENTES CONVENCIONAIS 

GABRIELA BRASIL ROMÃO VELOSO



 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA 
ESCOLA POLITÉCNICA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM ENGENHARIA INDUSTRIAL 

 

 

 

 

 

 

 

 
GABRIELA BRASIL ROMÃO VELOSO 

 

 

 

 

 

 

ESTUDO DE SEGURANÇA DE LÍQUIDOS IÔNICOS 

PRÓTICOS À SAÚDE HUMANA: UMA ALTERNATIVA AOS 

SOLVENTES CONVENCIONAIS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Salvador 

2022 



 

 

GABRIELA BRASIL ROMÃO VELOSO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ESTUDO DE SEGURANÇA DE LÍQUIDOS IÔNICOS 

PRÓTICOS À SAÚDE HUMANA: UMA ALTERNATIVA AOS 

SOLVENTES CONVENCIONAIS  
 

 

 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós-Graduação 

em Engenharia Industrial, Área de 

Desenvolvimento Sustentável de Processos e 

Produtos, da Escola Politécnica da Universidade 

Federal da Bahia, campus de Salvador como parte 

dos requisitos necessários para obtenção do Título 

de Doutora em Engenharia Industrial. 

 

 

Orientador: Prof. Dr. Miguel Angel Iglesias Duro 
Co-orientadora: Profª. Drª. Bruna Galdorfini Chiari Andréo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Salvador 

2022 



V443 Veloso, Gabriela Brasil Romão 

 Estudo de segurança de líquidos iônicos próticos à saúde humana: 

uma alternativa aos solventes convencionais/ Gabriela Brasil Romão 

Veloso. – Salvador, 2022. 

98 f. : il. color. 

Orientador: Prof. Dr. Miguel Angel Iglesias Duro.       

Coorientadora: Profa. Dra. Bruna Galdorfini Chiari Andréo. 

Tese (doutorado) – Universidade Federal da Bahia. Escola 

Politécnica, 2022. 

1. Líquidos iônicos próticos. 2. Toxicidade. 3. Células. 4.

Cicatrização. I. Duro, Miguel Angel Iglesias. II. Andréo, Bruna 

Galdorfini Chiari. III. Universidade Federal da Bahia. IV. Título. 

    CDD: 541.3 



 

 

ESTUDO DE SEGURANÇA DE LÍQUIDOS IÔNICOS 

PRÓTICOS À SAÚDE HUMANA: UMA ALTERNATIVA AOS 

SOLVENTES CONVENCIONAIS  
 

 

 

GABRIELA BRASIL ROMÃO VELOSO 
 

 

 

Tese submetida ao corpo docente do programa de pós-graduação em Engenharia 

Industrial da Universidade Federal da Bahia como parte dos requisitos necessários para a 

obtenção do grau de doutora em Engenharia Industrial. 

  

 

 

Examinada por: 

 

 

 

Prof. Dr. Miguel Iglesias Duro __________________________________________________ 

Doutor em Simulação e controle de processos químicos, pela Universidade de Vigo, 

ESPANHA, 2000 

 

 

Profª. Drª Rebecca Da Silva Andrade _____________________________________________ 

Doutora em Engenharia Industrial, pela Universidade Federal da Bahia, BRASIL, 2017 

 

 

Profª. Drª. Eliane Trovatti ______________________________________________________ 

Doutora em Biotecnologia, pela Universidade Estadual Paulista Júlio de Mesquita Filho, 

BRASIL, 2006 

 

 

Profª. Drª. Mariana Rillo Sato ___________________________________________________ 

Doutora em Ciências Farmacêuticas, pela Universidade Estadual Paulista Júlio de Mesquita 

Filho, BRASIL, 2020 

 

 

Prof. Dr. João Augusto Oshiro ___________________________________________________ 

Doutor em Ciências Farmacêuticas, pela Universidade Estadual Paulista Júlio de Mesquita 

Filho, BRASIL, 2017 

 

 

 

 

Salvador, BA - BRASIL 

Outubro/2022 



 

 

DEDICATÓRIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico este trabalho à minha mãe e ao meu marido que estão sempre ao meu 

lado para me apoiar. 



 

 

AGRADECIMENTOS 
 

Primeiramente, agradeço aos meus pais, Irandir (em memória) e Lisete, por todos os 

ensinamentos e oportunidades que me proporcionaram. Meu pai participou apenas do início do 

Doutorado, ficou extremamente feliz com o caminho que eu estava traçando e como sempre me 

ajudou e apoiou muito. Minha mãe, minha melhor amiga, sempre esteve ao meu lado e eu serei 

eternamente grata por tudo o que fez e faz por mim, sempre me apoiando e acreditando nos 

meus sonhos. Agradeço também ao meu irmão Rodrigo que sempre se interessou pelo meu 

trabalho, me apoiando nas minhas decisões. Eu os amo muito. 

Também agradeço ao meu amado marido, Henrique, que também seguiu a estrada 

acadêmica e sempre me ajudou muito tanto no aspecto emocional quanto na prática, além de 

ter me auxiliado bastante com a parte química do trabalho. Eu serei eternamente grata ao seu 

apoio e por ter passado este processo ao meu lado. 

Agradeço imensamente à minha co-orientadora, Profª. Drª. Bruna Galdorfini Chiari 

Andréo, que se dedicou ao máximo para que este trabalho se realizasse e, também, admiro a 

sua conduta que estabelece uma relação de amizade com seus alunos, tornando o trabalho muito 

mais produtivo. 

Agradeço enormemente à Profª. Drª. Rebecca da Silva Andrade, que me ajudou muito 

durante todo o processo do Doutorado. No início, quando ela ainda era aluna da Universidade, 

me auxiliou em tudo que eu precisei, sendo eu uma aluna nova, desbravando o novo universo 

em que eu estava entrando, e esse apoio foi muito importante para mim. Agradeço também às 

inúmeras parcerias em trabalhos e a extrema dedicação. 

Agradeço ao meu orientador, Prof. Dr. Miguel Iglesias que tornou possível a realização 

deste trabalho. 

Meus sinceros agradecimentos à Profª. Drª Regina Cicarelli por ter me acolhido em seu 

laboratório, e os resultados coletados ali foram extremamente importantes para a construção 

deste trabalho. 

À Universidade Federal da Bahia, em especial a Escola Politécnica e o programa de 

Pós-Graduação em Engenharia Industrial, agradeço por apoiar o desenvolvimento deste 

trabalho, juntamente com a Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado da Bahia pela bolsa 

concedida (processo Nº BOL2808/2016). 

E por último, mas não menos importante, agradeço a todas as pessoas que de alguma 

forma me ajudaram direta ou indiretamente no desenvolvimento deste trabalho. 



 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Na vida, não existe nada a se temer, apenas a ser compreendido. ” 
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RESUMO 

 

Líquidos iônicos são sais orgânicos não voláteis que, em condições normalizadas, permanecem 

em estado líquido e são compostos por cátions orgânicos e ânions orgânicos ou inorgânicos. 

Apresentam uma vasta aplicação industrial e perfil sustentável e, geralmente, são chamados de 

“solventes verdes”, porém, apesar desta denominação, ainda há informações insuficientes sobre 

seus aspectos relacionados à sua toxicidade ao meio ambiente e aos seres humanos. Neste 

contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar os aspectos toxicológicos de alguns líquidos 

iônicos através de bioensaios in vitro, além de tentar compreender seus efeitos em células, 

buscando possíveis aplicações biológicas. Para isso foram sintetizados dezessete líquidos 

iônicos próticos e analisados em ensaios in vitro de: citotoxicidade em células metabolizadoras 

(HepG2) e células de pele (HaCat e HDFa); de observação morfológica de células HaCat em 

exposição a esses líquidos; e de irritação ocular em membrana cório-alantóide de ovos 

fecundados de galinha (HET-CAM). Visando estudar uma possível aplicação biológica, o 

potencial de cicatrização em células HDFa também foi avaliado.  Os resultados obtidos foram 

promissores, uma vez que, em geral, os líquidos mostraram baixo efeito citotóxico, obtendo 

valores de CI50 entre 8 e 390 mM, aproximadamente. Além disso, foi possível observar seu 

efeito sobre as células, ocasionando aumento ou diminuição de volume e/ou ruptura da 

membrana celular em linhagem HaCat, devido à pressão osmótica. O ensaio de irritação ocular 

demonstrou que os líquidos iônicos compostos de ácido cítrico, não ocasionaram irritação 

ocular, enquanto treze deles foram caracterizados como irritantes leves ou moderados, sendo 

possível sugerir, baseando-se neste teste, a sua utilização com segurança em organismos vivos, 

apesar de haverem ressalvas. Também foi possível confirmar, a partir de uma análise 

quantitativa pelo software ImageJ, a classificação de irritação ocular a partir da análise das 

imagens em escala de cinza. Além disso, nenhuma amostra testada foi capaz de impedir o 

processo de cicatrização avaliado in vitro, sendo este mais um indício de segurança e, ainda, o 

líquido iônico composto por ácido oxálico se destacou por ser capaz de favorecer a proliferação 

celular. Portanto, foi possível concluir que os líquidos iônicos próticos avaliados neste trabalho 

são, de maneira geral, seguros, menos tóxicos às células humanas do que solventes 

convencionalmente usados e os resultados coletados contribuem significativamente com a 

ciência, pois indicam parâmetros de segurança destes compostos, relacionados às suas 

características químicas e concentrações e reforçam a necessidade da continuidade destes 

estudos. Também, neste trabalho, sugere-se um novo rumo das pesquisas empregando líquidos 

iônicos próticos, buscando efeitos biológicos para os mesmos. 
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ABSTRACT 

 
Ionic liquids are non-volatile organic salts that, under standardized conditions, remain in a 

liquid state and are composed of organic cations and organic or inorganic anions. They have a 

wide industrial application and sustainable profile and, generally, they are called as "green 

solvents", however, despite this denomination, there is insufficient information about their 

aspects related to their toxicity to the environment and to humans. In this context, this work 

aimed to evaluate the toxicological aspects of some ionic liquids through in vitro bioassays, in 

addition to trying to understand their effects on cells, seeking possible biological applications. 

For this purpose, seventeen protic ionic liquids were synthesized and analyzed by in vitro assays 

of: cytotoxicity in metabolizing cells (HepG2) and skin cells (HaCat and HDFa); morphological 

observation of HaCat cells exposed to these liquids; and eye irritation in chicken egg's 

chorioallantoic membrane (HET-CAM). In order to study a possible biological application, the 

wound healing potential in HDFa cells was also evaluated. The results obtained were promising, 

since, in general, the ionic liquids showed a low cytotoxic effect, obtaining IC50 values between 

8 and 390 mM, approximately. In addition, it was possible to observe its effect on cells, causing 

an increase or decrease in volume and/or rupture of cell membrane in HaCat cells, due to 

osmotic pressure. The eye irritation test showed that the ionic liquids composed of citric acid 

did not cause eye irritation, while thirteen of them were characterized as mild or moderate 

irritants, and it is possible to suggest, based on this test, their safe use in living organisms, 

although there are reservations. It was also confirmed, from a quantitative analysis by the 

ImageJ software, the classification of eye irritation by the analysis of grayscale images. In 

addition, no sample tested was able to prevent the healing process evaluated in vitro, which is 

another indication of safety and, still, the ionic liquid based on oxalic acid stands out for being 

able to improve cell migration. Therefore, it was possible to conclude that the protic ionic 

liquids evaluated in this work are, in general, safe, less toxic to human cells than conventionally 

used solvents and the collected results contribute significantly to science, as they indicate safety 

parameters of these compounds, related to their chemical characteristics and concentrations and 

reinforce the need to continue these studies. Also, in this work, a new direction of research is 

suggested using protic ionic liquids, seeking biological effects for them. 

 

Keywords: Ionic liquids. Protic ionic liquids. Toxicity. Cells. Wound healing. 
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m-2-HEAB – butirato de N-metil-2-hidroxietilamônio 
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NaOH – hidróxido de sódio 

NBEC – células normais do epitélio bronquial humano 

NTf2 – ânion bistriflimida  

P. subcapitata – Pseudokirchneriella subcapitata 

PBS – solução salina tamponada de fosfato 

PF6
- – ânion hexafluorofosfato 

QSAR – relação quantitativa estrutura-atividade 

R – radical 

REACH – Registration, Evaluation, Authorization and Restriction of Chemicals 
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TA100 – cepa de Salmonella typhimurium 

TA98 – cepa de Salmonella typhimurium  

TEA – trietanolamina 

V. fischeri – Vibrio fischeri 

WST-1 – sal monossódico de 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-dissulfofenil)-2H-

tetrazólio  

ZnCl4
2- – ânion tetracloreto de zinco 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO ................................................................................................................... 11 

2 REVISÃO DE LITERATURA ........................................................................................... 14 

2.1 LÍQUIDOS IÔNICOS ........................................................................................................ 14 

2.2 (ECO)SEGURANÇA DE LÍQUIDOS IÔNICOS .............................................................. 17 

2.3 LÍQUIDOS IÔNICOS E A SEGURANÇA AOS SERES HUMANOS ............................ 21 

3 OBJETIVOS ........................................................................................................................ 27 

3.1 OBJETIVO GERAL ........................................................................................................... 27 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS ............................................................................................. 27 

4 METODOLOGIA ................................................................................................................ 27 

4.1 SÍNTESE DOS LÍQUIDOS IÔNICOS PRÓTICOS .......................................................... 27 

4.2 ENSAIO IN VITRO DE CITOTOXICIDADE ................................................................... 30 

4.3 AVALIAÇÃO DA MORFOLOGIA CELULAR APÓS EXPOSIÇÃO AOS LIPs .......... 32 

4.4 ENSAIO DE IRRITAÇÃO OCULAR (HET-CAM) ........................................................... 32 

4.5 ENSAIO IN VITRO DE MIGRAÇÃO CELULAR (SCRATCH ASSAY) .......................... 34 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO ....................................................................................... 35 

5.1 SÍNTESE DOS LÍQUIDOS IÔNICOS PRÓTICOS .......................................................... 35 

5.2 AVALIAÇÃO IN VITRO DA CITOTOXICIDADE ......................................................... 36 

5.3 AVALIAÇÃO DA MORFOLOGIA CELULAR APÓS EXPOSIÇÃO AOS LIP ............ 42 

5.4 ENSAIO DE IRRITAÇÃO OCULAR (HET-CAM) ......................................................... 47 

5.5 AVALIAÇÃO IN VITRO DE MIGRAÇÃO CELULAR................................................. 588 

6 CONCLUSÕES .................................................................................................................. 633 

7 REFERÊNCIAS ................................................................................................................ 655 

8 APÊNCIDE A – Figuras suplementares ............................................................................ 84 

9 APENDICE B – Resultados adicionais................................................................................90 

B1. SIMULAÇÃO DE TINGIMENTO DE TECIDOS............................................................90 

B2. CITOTOXICIDADE DOS TECIDOS...............................................................................91 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



11 

 
 

1 INTRODUÇÃO 

 

O conceito de sustentabilidade relaciona a tecnologia e os processos industriais às 

políticas que visam à redução do impacto ambiental decorrente das atividades econômicas 

(COLLIN; COLLIN, 2010). Nos últimos anos, o interesse neste campo tem avançado e, 

também, tem-se ditado normativas orientadas a projetar e melhorar produtos e processos 

químicos que reduzam ou eliminem o uso de substâncias potencialmente tóxicas ao ambiente e 

aos seres vivos, como, por exemplo, os solventes orgânicos, convencionalmente empregados 

em processos industriais. 

Em sua grande maioria, os solventes orgânicos são compostos lipossolúveis, voláteis e 

inflamáveis, que oferecem riscos ao ambiente. Mas, além disso, é importante ressaltar que a 

ação destes solventes no corpo humano também é deletéria. Relata-se efeito semelhante ao dos 

anestésicos, ou seja, são capazes de inibir a atividade do cérebro e da medula espinal, 

diminuindo a capacidade funcional do sistema nervoso central, tornando-o menos sensível aos 

estímulos. Por serem, geralmente, substâncias lipofílicas, ultrapassam facilmente barreiras 

biológicas e acumulam-se em órgãos e tecidos do corpo que possuem adiposidades, interagindo 

com alvos moleculares e celulares. Uma vez depositados, os solventes alteram a excitabilidade 

das células, suprimindo a condução normal dos impulsos nervosos, tornando o sistema nervoso 

sensível à toxicidade desses solventes (THRIEL, 2014; SCHWARZENBACH, GSCHWEND, 

2016). 

Em decorrência disso, iniciativas com o objetivo de evitar esta situação têm sido 

desenvolvidas, como, por exemplo, a busca por solventes alternativos que se enquadram nos 

princípios da Química Verde e que sejam seguros à população (LENARDÃO et al., 2003). 

Neste contexto estão inseridos os líquidos iônicos (LIs) que são caracterizados como 

sais orgânicos não-voláteis, impedindo sua dispersão por evaporação, o que já se apresenta 

como uma vantagem em relação aos solventes convencionalmente empregados. São divididos 

em duas classes, os líquidos iônicos apróticos (LIA), que tendem a ser lipofílicos e os líquidos 

iônicos próticos (LIP), também chamados de sais de Brönsted, que são extremamente 

hidrofílicos e apresentam excelente estabilidade térmica e química, pressão de vapor 

desprezível e muitos deles com custo 75 a 100 vezes menores que os LIA. A diferença entre 

essas duas categorias é o seu método de síntese e sua estrutura (DOCHERTY; KULPA, 2005; 

PERIC et al., 2013). 

Variados estudos evidenciaram a diversidade de aplicações de interesse industrial de 

LIs, como a sua utilização em técnicas de separação e extração (LI et al., 2014; LARRIBA et 
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al., 2016; SHANG et al., 2017; BERTHOD et al., 2018; HOU, LIN, ZHANG, 2022; ROUT, 

RAMANATHAN, 2022), de catálise (MUZALEVSKIY et al., 2016; VEKARIYA, 2017; LI et 

al., 2018), como elementos de aplicações óticas e eletrônicas (BORRA et al., 2007; 

HAGIWARA, 2007; LI et al., 2011; LIU et a., 2012; ZHANG et al., 2016), em nanotecnologia 

e bioprocessos (HE, ALEXANDRIDI, 2017; GREWAL, KHARE, 2018), em energia (CHANG 

et al., 2014; FORSYTH et al., 2016; ZHANG et al., 2018), em técnicas de uso analítico e 

aplicações em química fina (RIDUAN, ZHANG, 2013; CLARK et al., 2016; NAWATA et al., 

2018), como meio de tingimento têxtil (YUAN et al., 2010a, 2010b; ROUETTE, 2001; 

CHENG, 2011; DONG, 2011; KANTOUCH et al., 2011a; QINGDAO UNIVERSITY, 2012; 

ZHUANG et al., 2014; BIANCHINI et al., 2015; ANDRADE et al., 2017; BARROS et al., 

2022), em aditivos para compostos poliméricos (KOSINSK et al., 2022),  entre outras. Vale 

ressaltar que a recuperação dos LIs é uma grande vantagem, pois podem ser isolados de forma 

eficaz, através da destilação ou extração e reutilizados, diminuindo significativamente o custo 

de suas aplicações (BUBALO et al., 2017; RYKOWSKA; ZIEMBLIŃSKA; NOWAK, 2018).  

Nos últimos anos, iniciaram-se os estudos sobre a atividade biológica dos LIs referente 

a suas possíveis aplicações na biotecnologia e indústria farmacêutica (LE BIDEAU, VIAU, 

VIOUX, 2011; BALK, HOLZGRABE, MEINEL, 2015; EGOROVA, GORDOEV, 

ANANIKOV, 2017, EGOROVA, ANANIKOV, 2018b; HAN et al., 2022; TARANNUM, 

RAO, FATHIMA, 2022); e o conhecimento sobre a sua interação com sistemas biológicos 

começou com a determinação de vários efeitos tóxicos dos LIs (RANKE et al., 2007; 

PETKOVIC et al., 2011; EGOROVA, ANANIKOV, 2014; THANKE et al., 2019; CHU et al., 

2021). A sua utilização como solventes ou co-solventes eficientes em processos de bio-catálise 

e na liberação de fármacos, ganhou interesse dos pesquisadores (ADAWIYAH et al., 2016; 

EGOROVA, GORDOEV, ANANIKOV, 2017; KUNOV-KRUSE et al., 2017; CLAUS, 

SOMMER, KRAGL, 2018; EGOROVA, ANANIKOV, 2018b; ELGHARBAWY et al., 2018). 

Considerando a utilização dos LIs em processos industriais, para importação e 

exportação, é necessário seguir normas de agências regulamentadoras, a exemplo da REACH 

“Registration, Evaluation, Authorization and Restriction of Chemicals” (Registro, Avaliação e 

Autorização de Substâncias Químicas), que vigora na União Europeia desde 2010 e exige dos 

fabricantes e usuários de produtos químicos, o registro de informações de caracterização físico-

química de novos materiais, bem como de análises de ecotoxicidade e de possíveis impactos à 

saúde humana. Sem este registro não é autorizada a importação, exportação, fabricação, 

circulação e uso industrial de qualquer produto. O principal objetivo é ter maior nível de 

informação sobre os produtos químicos presentes, de modo que os riscos possam ser 
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controlados e, o uso de químicos tóxicos, minimizado (REACH, 2006). 

Um aspecto crucial sobre o qual ainda há escassez de informações até o presente 

momento é a toxicidade potencial dos LIs, informação necessária ao cumprimento dos preceitos 

de normas regulamentadoras e a avaliação em termos reais dos aspectos de segurança e higiene 

derivados de sua manipulação, uso e transporte no setor industrial já que o produto final e os 

efluentes gerados nos processos industriais podem conter LIs residuais que devem ser avaliados 

quanto aos impactos a nível ambiental e humano. A Figura 1 mostra como somente nos últimos 

anos houve maior interesse em se estudar a toxicidade dos LIs, havendo também número 

crescente de publicações que tratam dos LIs de maneira geral (Figura 2). 

 

 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                             Fonte: Science Direct, acesso em junho de 2022. 

 

 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                            Fonte: Science Direct, acesso em junho de 2022. 

  

Figura 1. Quantidade de publicações referentes à toxicidade dos líquidos iônicos nas últimas 

duas décadas. 

Figura 2. Quantidade de publicações em geral sobre líquidos iônicos nas últimas duas décadas. 
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Diante do cenário de escassez de informações referentes à toxicidade dos LIs, 

principalmente relacionada à saúde humana, faz-se necessário investigar mais detalhadamente 

esta área, assunto a ser discutido neste trabalho a partir de ensaios in vitro, que é de extrema 

relevância, uma vez que esses promissores solventes verdes estão sendo cada vez mais 

explorados e utilizados em diversos ramos da ciência e da indústria. 

Este trabalho dedicou-se à procura de evidências sobre a segurança biológica dos LIPs, 

pois na busca por alternativas seguras aos seres humanos, o simples fato de não apresentarem 

lipofilicidade, como previamente descrito, indica a menor tendência em acumular-se nas 

adiposidades humanas e de atingirem o Sistema Nervoso Central, como ocorre com diversos 

solventes convencionalmente empregados no setor industrial. 

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 LÍQUIDOS IÔNICOS 

 

Basicamente, os LIs são sais orgânicos que se apresentam em estado líquido, em 

condições normalizadas, e que são compostos por íons mantidos unidos, principalmente, por 

atração eletrostática ou coulômbica. São obtidos pela combinação de cátions orgânicos 

contendo um átomo de nitrogênio, enxofre ou fósforo carregados positivamente com uma 

grande variedade de ânions inorgânicos e orgânicos. Na literatura, outros termos como sais 

fundidos ou sais de líquidos orgânicos são utilizados para descrever este grupo de compostos 

(WELTON, 1999; CHIAPPE, PIERACCINI, 2005; HANDY, 2011; KOKORIN, 2011; 

BUBALO et al., 2017).  O primeiro LI sintetizado foi o nitrato de etilamônio (EAN), que tem 

ponto de fusão de 12 ºC (WALDEN, 1914).  

Os cátions comumente utilizados para a síntese de LIs provêm dos íons amônio, 

sulfônico, imidazólio, triazólio, piridínio, fosfônico, pirazólio, guanidínio, entre outros e com 

diferentes substituintes (BHATTACHARJEE et al., 2014; ELSHEIKH, 2014; KORDALA-

MARKIEWICZ et al., 2014; ZHENG et al., 2014; FALL et al., 2015; NEALE et al., 2016; 

TANKOV et al., 2017; TIAN et al., 2017; CALZA et al., 2018; CHEN et al., 2018; 

KISHIMURA et al., 2018; NEHRA et al., 2018; ROGALSKY et al., 2018; XIONG et al., 

2018); e os ânions mais comumente utilizados são AlCl4
-, Al2Cl7

-, BF4
-, Br-, Cl-, ZnCl4

2-, PF6
-, 

CF3CO2
-, CF3SO3

-, CH3CO2
-, HSO3

-, HSO4
-, H2PO3

-, entre outros (GILBERT et al., 2007; 

OCHEDZAN-SIODKAK, DZIUBEK, SIODKAK, 2008; BERTOTI, NETTO-FERREIRA, 

2009; MAYORAL et al., 2009; SEN et al., 2016; SHARMA, GHORAI, 2016; DEYAB, ZAKY, 

NESSIM, 2017; FAZLALI et al., 2017; LEI et al., 2017; LOPES et al., 2017; BASU, 
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BHATTACHARYA, KUMAR, 2018; DECAEN et al., 2018; KAKAEI, ALIDOUST, 

GHADIMI et al., 2018; ZEC et al., 2018; ZHOU et al., 2018). A Figura 3 mostra alguns cátions 

e ânions comumente utilizados na síntese de LIs. 

 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Teoricamente, as diferentes combinações dos cátions e ânions podem sintetizar 

aproximadamente 1018 novos LIs. Devido a essas inúmeras combinações, os LIs podem ser 

sintetizados conforme as propriedades físicas e químicas desejadas, como ponto de fusão, 

viscosidade, densidade e solubilidade. Assim, eles podem ser desenvolvidos, por exemplo, para 

serem solúveis ou não em água ou para determinados tipos de solventes orgânicos em diversas 

faixas de composição das misturas (NIEDERMEYER et al., 2012). 

LIs apresentam alta condutividade elétrica ou condutividade específica, que é uma 

medida da capacidade deste para transportar carga elétrica, sendo que os íons atuam como 

portadores de carga, além de apresentarem estabilidade eletroquímica. Devido ao fato de serem 

compostos por íons, exibem condutividade iônica intrínseca, diferentes de eletrólitos aquosos 

que necessitam de um sal para obter condutividade. Outra propriedade dos LIs é a pressão de 

vapor baixa devido à forte interação coulômbica dos íons, mesmo a temperaturas perto de sua 

decomposição (FREEMANTLE, 2010).  

Figura 3. Alguns cátions e ânions comumente utilizados para síntese de líquidos iônicos. 
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No geral, são mais viscosos que os solventes orgânicos e, à temperatura ambiente, a 

viscosidade se apresenta na faixa de 10 cP até valores superiores a 500 cP. Comparativamente, 

líquidos com baixa viscosidade apresentam valores menores que 1 cP, como a acetona e água, 

por exemplo. Já a temperaturas mais elevadas, a viscosidade tende a diminuir devido aos íons 

possuírem maior energia cinética. Outra característica dos LIs é que, em sua maioria, possuem 

densidade maior que a da água, porém ela pode variar dependendo da composição da cadeia 

alquílica ou da massa do ânion, podendo então aumentar ou diminuir o valor da densidade 

(FREEMANTLE, 2010). 

Uma característica dos LIs que pode ser considerada uma das mais importantes é o ponto 

de fusão, que é baixo. Os sais inorgânicos tradicionais apresentam um ponto de fusão 

consideravelmente maior pois a formação do retículo cristalino e a atração entre cargas bem 

localizadas torna alta a energia para romper a atração eletrostática. Nos LIs, há um aumento do 

volume dos cátions e ânions e a distância entre os íons também é maior o que contribui para 

que a força de atração entre os íons diminua e, consequentemente, o ponto de fusão também 

(PLECHKOVA;  SEDDON, 2008).   

A maioria dos LIs não são inflamáveis e, considerando a sua não-volatilidade, são 

frequentemente apresentados como “solventes verdes” ou “alternativas verdes” aos solventes 

voláteis orgânicos. Contudo, a toxicidade, a biodegradabilidade e os impactos ambientais ainda 

não foram suficientemente investigados (RANKE et al., 2004; KUMAR, 2006). 

Historicamente, as pesquisas eram direcionadas aos LIAs, e, somente na última década, 

houve um interesse maior em estudar os LIPs e suas aplicações industriais (ÁLVAREZ et al., 

2010a, 2010b, 2011). Há referências na literatura da sua utilização em dispositivos 

eletroquímicos (GREAVES et al., 2006; MARKUSSON et al., 2007; TANG et al., 2019), 

corantes para fibras acrílicas (OPWIS et al., 2017), meio de tingimento têxtil (ANDRADE et 

al., 2017; BARROS et al., 2022), membranas condutoras e trocadoras de prótons (TIGELAAR 

et al., 2006; MARTINELLI et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2011), eletrólitos de células de 

combustível (NODA et al., 2003), separação de biodiesel (WU et al., 2007a), catalisadores (DU 

et al., 2006; COTA et al., 2014; SERRA et al., 2016), solventes renováveis e biodegradáveis 

(ZHAO et al., 2007), corrosão de aço carbono (DOS SANTOS et al., 2014), dissolução e 

renovação de celulose (MEENATCHI et al., 2017), captura de dióxido de carbono 

(VIJAYARAGHAVAN et al., 2018), pré-tratamento do bagaço de cana-de-açúcar (PIN et al., 

2019), extração de ficobiliproteínas (RODRIGUES et al., 2019), além de outros processos 

sustentáveis. 

Em termos estruturais, os LIPs são formados pela transferência protônica de um ácido 

https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3ANatalia%20V.%20Plechkova
https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AKenneth%20R.%20Seddon
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de Brönsted [AH] para uma base de Brönsted [B] para produzir espécies [BH+][A-] e podem 

ser produzidos a partir de aminas primárias, secundárias e terciárias com ácidos orgânicos ou 

inorgânicos, apresentando baixo custo e simplicidade de síntese (BICAK, 2005; GREAVES et 

al. 2006; IGLESIAS et al.; 2008; ÁLVAREZ et al., 2010a). Os LIAs contêm outros 

substituintes que não o próton, sendo, geralmente, um grupo alquílico e, por isso, tendem a ser 

lipofílicos, apresentando menor mobilidade no meio ambiente, o que facilita a sua acumulação 

em organismos de sistemas aquáticos e terrestres, assim como sua biomagnificação através das 

cadeias alimentares, se ingeridos inadequadamente. Contrariamente a isto, os LIPs são 

extremamente hidrofílicos e, o que auxilia sua dispersão no meio. Porém não há razões para os 

LIPs se encontrarem isentos de provocar danos à saúde ou problemas ambientais, havendo 

necessidade de complementação de informações nesta área (DOCHERTY; KULPA, 2005; 

PERIC et al., 2013). 

 

2.2 (ECO)SEGURANÇA DE LÍQUIDOS IÔNICOS 

 

Existem poucos estudos sobre a ecotoxicidade dos LIs, em sua maioria, direcionados 

aos LIAs, derivados de grupos catiônicos tais como piridínio e imidazólio. Dos resultados 

existentes na literatura deduzem-se frequentemente conclusões, até certo ponto, contraditórias, 

como consequência da utilização de compostos com estruturas moleculares distintas ou de 

ensaios ecotoxicológicos de diferentes tipologias resultando em comparações pouco confiáveis 

(DOCHERTY; KULPA, 2005; ZHAO et al., 2007; PERIC et al., 2013; MATSUMOTO et al., 

2004a, 2004b; BERNOT et al., 2005a, 2005b; LATALA et al., 2005; COULING et al., 2006; 

MATSUO et al., 2006; DOCHERTY, DIXON, KULPA, 2007; SALMINEN et al., 2007; 

STOLTE et al., 2007; PERIC et al., 2011, 2014, 2015; REID et al., 2018). 

Segundo Dochert e Kulpa (2005), a toxicidade dos LIAs está diretamente relacionada 

ao número e ao tamanho dos substituintes do grupo catiônico, sendo que a variação do grupo 

aniônico não altera significativamente a sua toxicidade. Luis et al. (2007) avaliaram a 

toxicidade de alguns LIAs por estudos de relações estrutura-atividade quantitativas (QSAR) 

com diferentes grupos catiônicos, sendo que os grupos pirrolidínio, imidazólio e piridínio 

conferiram cerca de 3 %, 20 % e 33 %, respectivamente, para a toxicidade do composto. Além 

disso foi observado que cada átomo de carbono adicionado à cadeia nos radicais R1 e R2 

aumentava a toxicidade em 11 %.  Segundo alguns pesquisadores, os LIs de cadeias longas são 

inclusive mais tóxicos do que solventes clássicos (benzeno, tolueno, etilbenzeno, xileno, entre 

outros) (BERNOT et al., 2005b; CHO et al., 2008) enquanto outros autores indicaram serem 
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menos tóxicos do que as substâncias citadas (COULING et al., 2006). Porém, isso depende da 

combinação de cátions e ânions e de suas estruturas, pois cada LI apresenta uma característica 

específica. 

A maioria dos estudos dos LIAs relacionados à toxicidade afirmam que o grupo 

catiônico é o principal responsável pelo aumento da toxicidade, entretanto, Matzke et al. (2007) 

observaram que dentre os ânions Cl-, BF4-, (CF3SO2)2N
-, (CF3)2N

-, sulfato de octila e borato de 

bis(1,2-benzenodiolato) com o grupo catiônico imidazólio, o efeito tóxico do ânion (CF3)2N
- 

foi significativamente maior do que o do grupo catiônico. Egorova, Gordeev e Ananikov (2017) 

indicaram que o comportamento e o impacto do grupo aniônico dos LIs dependem da sua 

interação com as moléculas de água, por exemplo, ânions pequenos e hidrofílicos como Cl- 

permanecem em solução enquanto ânions hidrofóbicos como PF6
-, formam um filme entre a 

parte lipídica e a água. 

De acordo com o trabalho realizado por Pretti et al. (2009), os LIPs com amônio 

quaternário apresentam menor toxicidade em organismos aquáticos do que aqueles com anéis 

aromáticos (piridínio e imidazólio), e, segundo Ferraz et al. (2014), alguns LIs, também de 

amônio quaternário, apresentaram atividade antibacteriana. 

No que tange aos resultados comentados, observam-se claras contradições que, em 

parte, podem ser atribuídas à utilização de LIs diversos e ensaios ecotoxicológicos distintos. Há 

uma grande variedade de ensaios que se têm utilizado na avaliação da toxicidade ambiental 

destes compostos e a maioria deles faz uso de uma única espécie de organismo, aquáticos ou 

terrestres, na determinação da ecotoxicidade, apesar da sensibilidade dos diferentes organismos 

ser muito diversa frente aos contaminantes.  

Avaliar a toxicidade dos LIs sobre os microrganismos pode ser útil para se conhecer as 

possibilidades de tratamento de águas residuais mediante sistemas secundários de depuração, 

que poderiam ser ineficazes devido à toxicidade dos LIs (DOCHERTY, DIXON, KULPA, 

2007; AZIMOVA, MORTON, FRYMIER, 2009; PERIC et al., 2013, 2014). 

 Descrições que geralmente acompanham os LIs são as de solventes versáteis e que 

causam menos dano ao ambiente, porém, o conhecimento do potencial tóxico que apresentam 

frente a diferentes organismos e níveis tróficos ainda é limitado, em particular, quando se refere 

aos LIPs. Usualmente, são citados como “solventes verdes”, entretanto, é necessária cautela, 

pois os estudos referentes à sua toxicidade, biodegradabilidade e mobilidade no ambiente ainda 

são escassos (OLIVEIRA et al., 2016; MEKSI, MOUSSA, 2017).  

 Nos últimos anos, a ideia que se tinha sobre os LIs serem verdes e benignos ao ambiente 

mudou. Essas afirmações eram justificadas por pressão de vapor desprezível, o que resultaria 
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na diminuição da emissão atmosférica, por não serem inflamáveis e nem mesmo explosivos. 

De fato, eles apresentam essas vantagens, porém sem um conhecimento sólido sobre seu 

comportamento ecotoxicológico, nenhuma justificativa para essa classificação pode ser 

determinada. Dos estudos presentes na literatura, agora se tem conhecimento que existem LIs 

com potencial de risco baixo ou alto e isso depende dominantemente de sua estrutura 

(MATZKE et al., 2010). 

 Os estudos existentes sobre a ecotoxicidade dos LIs baseiam-se em ensaios com 

diferentes organismos como as algas (Oocystis submarine, Pseudokirchneriella subcapitata, 

Cyclotella meneghiniana e Ulva lactuca); bactérias (Vibrio fischeri, Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus, Photobacterium phosphoreum, Aeromonas hydrophilla e Bacillus 

subtilis); levedura (Saccharomyces cerevisiae); plantas aquática (Lemna minor) e terrestre 

(Lepidium sativum – agrião, Triticum aestivum L. – trigo, e Raphanus sativus - rabanete), entre 

outros (BUBALO et al., 2017). 

 Em estudos realizados por Peric et al. (2011) foram feitos ensaios para avaliar a 

toxicidade de diferentes LIPs de cadeia curta, são eles: formiato de 2-hidroxietanolamina (2-

HEAF), propionato de 2-hidroxidietanolamina (2-HDEAPr) e pentanoato de 2-

hidroxitrietanolamina  (2-HTEAPe); considerando o efeito sobre a emergência de plântulas e 

crescimento inicial de três plantas terrestres: Allium cepa (cebola), Lolium perenne (grama) e 

Raphanus sativus (rabanete); o ensaio de transformação do carbono e do nitrogênio no solo; e 

o perfil biodegradável. Dos LIPs analisados, apenas o 2-HTEAPe mostrou toxicidade à R. 

sativus (EC50 = 826 mg/kg) enquanto que os outros LIPs não apresentaram toxicidade à 

nenhuma planta, com EC50 acima de 1000 mg/kg. Os três LIPs se mostraram não tóxicos em 

termos de toxicidade crônica para as plantas nos ciclos de carbono e nitrogênio e, também, 

foram considerados biodegradáveis no solo a partir do ensaio respirométrico e quantificação de 

poluentes no solo. Então, os autores concluíram que, no geral, compostos com estruturas mais 

complexas têm uma maior tendência de causar inibição nos organismos testados do que aqueles 

que apresentam uma estrutura mais simples e menor. 

 Como há inúmeras possibilidades de combinações entre cátions e ânions para a síntese 

de LIs, Peric et al. (2015) utilizaram os estudos QSAR para predizer a ecotoxicidade de possíveis 

LIs e os já existentes baseando-se nos ensaios de medição da luminescência da bactéria V. 

fischeri; inibição do crescimento da alga P. subcapitata e da planta aquática Lemna 

minor; inibição da acetilcolinesterase e citotoxicidade utilizando células leucêmicas de ratos 

IPC-81. Foram analisados 55 LIs, dentre eles próticos e apróticos e foi observado que o 

macrófito L. minor foi mais sensível aos LIPs do que aos LIAs, devido à hidrofilicidade dos 
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primeiros. O estudo QSAR se mostrou eficiente em predizer a toxicidade dos LIs confirmando 

que o grupo catiônico dos LIAs tem maior influência pelo aumento da cadeia alquílica. Já para 

os LIPs, tanto o grupo catiônico quanto o aniônico influenciaram na ecotoxicidade dos 

compostos e foi com o aumento da cadeia carbônica do ácido no grupo aniônico que foi 

observada maior influência em três dos cinco ensaios de ecotoxicidade. 

 Ghanem et al. (2017) também utilizaram os estudos QSAR, pelo modelo de Regressão 

Linear Múltipla, para avaliar a toxicidade de 110 LIs frente a bactéria bioluminescente V. 

fischeri, sendo este o organismo mais estudado para avaliar a toxicidade de LIs em meio 

aquático. Foi constatado que o comprimento da cadeia alquílica influencia no aumento da 

toxicidade. Além disso, o modelo foi capaz de distinguir entre o menor e o maior efeito dos 

ânions hidrofílicos e hidrofóbicos, respectivamente. 

Há alguns estudos na literatura que demonstraram que a maioria dos LIPs que são 

classificados como biodegradáveis, são aqueles sintetizados a partir de análogos da colina que 

é um cátion orgânico, nutriente essencial que faz parte do complexo B de vitaminas. Então, a 

sua baixa toxicidade e apropriada biodegradabilidade ainda diz respeito a um número limitado 

de compostos químicos, mas que, no geral, combinando suas propriedades e vantagens, são 

alternativas benéficas ambientais considerando essa classe de LIs (PERIC et al., 2013; 

JORDAN, GATHERGOOD, 2015; OLIVEIRA et al., 2016). 

 Oliveira et al. (2016) avaliaram quatro LIPs, acetato de N-metil-2-hidroxietilamônio (m-

2-HEAA), propionato de N-metil-2-hidroxietilamônio (m-2-HEAPr), butirato de N-metil-2-

hidroxietilamônio (m-2-HEAB) e pentanoato de N-metil-2-hidroxietilamônio (m-2-HEAP), em 

relação à atividade contra fungos e bactérias (E. coli, S. aureus, Fusarium sp. e Candida 

albicans); à inibição de luminescência da bactéria V. fischeri; à fitotoxicidade de sementes de 

alface (Lactuta sativa); e à sua biodegradabilidade pela demanda química e bioquímica de 

oxigênio (DQO e DBO, respectivamente). Foi constatado que, no geral, o alongamento da 

cadeia alquílica dos LIPs aumentou o impacto negativo destes compostos para os vários 

microrganismos testados. Foi verificado, também, a baixa toxicidade dos LIPs testados na 

bactéria marinha (V. fischeri), e este mesmo efeito não foi verificado para todos os 

microrganismos estudados, em particular para levedura e fungo (C. albicans e Fusarium sp.), 

cujo efeito de alguns LIPs foi ainda mais pronunciado que o efeito promovido pelo antibiótico 

utilizado como controle positivo. A partir dos resultados, foi possível concluir que o m-2-

HEAPr e o m-2-HEAP representaram os LIPs menos tóxicos e quanto à sua biodegradabilidade, 

os quatro LIs testados apresentaram baixa biodegradabilidade.  
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Sardar et al. (2018) avaliaram indiretamente o impacto da ecotoxicidade de quatro LIPs 

canforsulfonados com diferentes cátions (2-metil-imidazólio – [2MeimPS][CS], 2-etil-

imidazólio – [2EteimPS][CS], 2-fenil-imidazólio – [2PhimPS][CS] e 2-benzil-imidazólio – 

[BnzimPS][CS]) pela atividade antimicrobiana frente a cepas de E. coli, S. aureus e A. 

hydrophilla através do método de concentração inibitória mínima (MIC). Todos os LIPs 

indicaram atividade antimicrobiana nos microrganismos testados. Os LIPs de maior cadeia 

carbônica apresentaram maior efeito antibacteriano, seguindo esta ordem: [BnzimPS][CS] > 

[2PhimPS][CS] > [2EteimPS][CS] > [2MeimPS][CS]. 

 Os estudos aqui apresentados mostraram informações úteis sobre a ecotoxicidade de 

alguns LIs, porém devido ao grande número de combinações possíveis entre cátions e ânions e 

propriedades distintas, é necessária a realização de mais ensaios toxicológicos para poder 

estabelecer comparações entre os LIs convencionais e os recentemente desenvolvidos, a fim de 

encontrar aqueles que sejam capazes de gerar menor impacto ambiental e humano.  

 

2.3 LÍQUIDOS IÔNICOS E A SEGURANÇA AOS SERES HUMANOS  

 

Como já mencionado anteriormente, alguns trabalhos foram desenvolvidos relacionados 

à toxicidade dos LIs no meio ambiente, porém os potenciais efeitos tóxicos à saúde humana 

foram pouco investigados, contendo apenas algumas referências na literatura. Dada a grande 

diversidade de LIs, cabe esperar que eles apresentem comportamentos ambientais e 

toxicológicos distintos, a depender de sua natureza, tornando necessária a condução de estudos 

específicos. A atividade biológica das substâncias pode ser alterada em função das suas 

características, como o tamanho da cadeia alquílica que apresentam (PERIC et al., 2011; 

EGOROVA, ANANIKOV, 2014). 

Um mecanismo importante para avaliar a toxicidade de um composto é pela inibição 

enzimática. Neste contexto, existem alguns estudos na literatura sobre a inibição da 

acetilcolinesterase pelos LIs (MATZKE et al., 2007; RANKE et al., 2007; TORRECILLA et 

al., 2009; ZAMFIR, ROTARIU, BALA, 2013; CHO, YUN, 2016; KUMAR, KUMAR, 2020, 

LI et al., 2022), adenosina desaminase (SKLADANOWSKI et al., 2005, MASOOMEH, 

DAVOOD, MARYAM, 2011; AJLOO et al., 2013) e no sistema enzimático antioxidante de 

fígado de camundongo (YU et al., 2008).  

A enzima acetilcolinesterase atua na resposta e função nervosa, além de catalisar a 

hidrólise de ésteres da colina com especificidade relativa para acetilcolina, que é um 

neurotransmissor comum em muitas sinapses do sistema nervoso dos mamíferos 
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(MASSOULIÉ et al., 1993; FULTON, KEY, 2001). Portanto, a inibição desta enzima acarreta 

em vários efeitos adversos nos processos neurais e, até mesmo, doenças cardíacas ou miastenia 

em humanos (CHEMNITIUS et al., 1999; POPE, KARANTH, LIU, 2005). 

Ranke et al. (2007) avaliaram a inibição da acetilcolinesterase de uma grande variedade 

de LIs, 292 compostos. Foi constatado que o grupo catiônico foi o responsável pela inibição 

enzimática, principalmente, daqueles LIs que continham cátions piridínio e, também, causaram 

maior efeito inibitório do que os LIs formados por cátions imidazólio. Os LIs contendo cátions 

de fosfônio apresentaram menor efeito inibitório. Já o grupo aniônico não causou a inibição 

enzimática pois as interações com o sítio ativo desta enzima são limitadas.  

A adenosina desaminase é uma enzima envolvida no metabolismo das purinas para 

produção do ácido úrico. Em humanos, esta enzima é encontrada em altos níveis, 

principalmente, em órgãos linfoides, tais como baço, timo e linfonodos.  Como ela é essencial 

para a manutenção de linfócitos saudáveis, a sua inibição provoca um mal funcionamento do 

sistema imunológico (SILVA et al., 2016). Skladanowski et al. (2005) avaliaram a inibição 

desta enzima por alguns LIs contendo o cátion imidazólio. Os resultados demonstraram que os 

cátions imidazólio associados com os ânions PF6
-, BF4

-, p-toluenossulfonato e Cl- causaram 

inibição da atividade enzimática de forma dose-dependente e os LIs contendo fluoreto 

apresentaram maior efeito inibitório. 

 Yu et al. (2008) avaliaram o efeito inibitório das enzimas superóxido dismutase, 

catalase, glutationa peroxidase e glutationa-S-transferase de um LI contendo o cátion 

imidazólio e o ânion brometo ([C8mim]Br). Estas enzimas são importantes na manutenção do 

sistema antioxidante do organismo. Os resultados apontaram que a administração de 35,7 

mg/Kg de [C8mim]Br causou danos e modificou a atividade enzimática no fígado de 

camundongos. 

Em estudo realizado por Cunha et al. (2013) foi desenvolvido um ensaio de atividade 

carboxilesterase automatizada para predizer a toxicidade de LIs para a saúde humana. Para isso, 

foi implementado um sistema de análise de injeção sequencial (SIA) baseado na hidrólise do 

acetato de 4-metilumbeliferil pela enzima carboxilesterase para produzir o composto 

fluorescente 4-metilumbeliferona, método este fundamentado em ensaios de ação/inibição na 

qual a redução da atividade enzimática foi indicada pela diminuição da fluorescência. Foram 

analisados sete líquidos iônicos comerciais e dentre eles o mais tóxico foi metanossulfonato de 

tetrametilfosfônio (tbph[Ms]) e o menos tóxico, metanossulfonato de 1-etil-3-metilimidazólio 

(emim[Ms]). 

Costa et al. (2016) avaliaram a redução da atividade da enzima citocromo c oxidase (ou 
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complexo IV) na presença de 15 LIs com grupos catiônios, cadeias alquílicas e ânions distintos. 

Esta enzima participa da cadeia respiratória e é encontrada em membrana citoplasmática de 

bactéria e na mitocôndria de mamíferos, catalisando a transferência de elétrons do citocromo C 

para a molécula de oxigênio, promovendo energia para a célula. Foi constatado que houve 

considerável inibição da enzima pelo ânion BF4
- e pelos LIs incorporados por grupos de cátions 

pirrolidínio e tetrabutilfosfônico. Já os grupamentos colina e acetato apresentaram baixo efeito 

negativo sobre a atividade enzimática, demonstrando que a estrutura dos LIs influencia quanto 

à toxicidade, especificamente os grupos catiônicos, cadeias alquílicas laterais e ânions. 

 Os LIs também podem não danificar algumas enzimas digestivas, como foi constatado 

por Bisht e Venkatesu (2017). Em seu estudo, alguns LIs a base de colina foram sugeridos para 

utilização como estabilizadores da enzima quimotripsina, pois eles protegeram a sua estrutura 

enzimática contra a desnaturação térmica. Além disso os LIs [Chol][OAc], [Chol][Cl] e 

[Chol][H2PO4] promoveram tanto a estabilização da enzima quanto a manutenção da sua 

atividade. Em outro estudo realizado por Fan et al. (2018), LIs a base de amônio e imidazólio 

inibiram a enzima tripsina, mas essa inibição foi reversível após a remoção dos LIs e a enzima 

pôde recuperar a sua atividade. 

Outra forma de avaliar a toxicidade dos LIs é pelo estudo in vitro da citotoxicidade, 

podendo ser as primeiras evidências do seu impacto no organismo. Estes ensaios apresentam 

vantagem com relação ao tempo de ensaio e fácil manipulação quando comparados aos estudos 

in vivo em organismos multicelulares (EGOROVA, ANANIKOV, 2017). Entretanto, os efeitos 

dos LIs em diferentes culturas celulares ainda é uma área a ser mais investigada (EGOROVA, 

ANANIKOV, 2018a) e objetivo do presente estudo. 

Stepnowski et al. (2004) avaliaram a viabilidade de células epiteliais de carcinoma 

(HeLa) submetidas a tratamento com LIs compostos por cátions imidazólio pelo método 

colorimétrico de sal monossódico de 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-dissulfofenil)-2H-

tetrazolio (WST-1). Foi constatado que a toxicidade dos compostos contendo 1-n-butil-3-

metilimidazólio depende diretamente da associação com o grupo aniônico e, neste caso, os 

valores de EC50 (concentração efetiva para inviabilizar 50 % das células) do composto contendo 

BF4
- foram menores, ou seja, foi mais tóxico às células. O aumento da cadeia carbônica das 

cadeias metílicas, etílicas ou n-hexílicas não influenciou na redução dos valores de EC50, 

somente o LI com a cadeia n-decila, o de maior cadeia carbônica, teve um valor menor de EC50 

do que aquele com cadeia n-butila e, também, teve maior hidrofobicidade. Além disso, as 

concentrações efetivas das amostras analisadas em células HeLa foram menores que os valores 

obtidos para solventes convencionais como diclorometano, tolueno e xileno. 
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Ainda sobre as células HeLa, Xia et al. (2018) analisaram a toxicidade, viabilidade 

celular, genotoxicidade, estresse oxidativo e apoptose dessa linhagem celular exposta ao LI 

cloreto de 1-hexadecil-3-metilimidazólio ([C16mim]Cl). Foi verificado que a amostra inibiu ou 

diminuiu crescimento celular, bem como  induziu apoptose e causou danos ao DNA, inibiu a 

atividade da enzima superóxido dismutase, diminuiu o índice de glutationa, sendo este um 

importante antioxidante do sistema de defesa antioxidante do organismo; e aumento dos níveis 

de malondialdeído, que é um dos produto da peroxidação lipídica, nas células HeLa. Os 

resultados demonstraram que o [C16mim]Cl não pode ser classificado como solvente verde, pois 

induziu o estresse oxidativo, a genotoxicidade e apoptose nessa linhagem celular. Wan et al. 

(2018) também avaliaram esse mesmo LI frente às células HepG2, células metabolizadoras. Os 

resultados indicaram o mesmo comportamento, pois este LI promoveu a genotoxicidade, o 

estresse oxidativo e apoptose nesta linhagem celular. 

 Frade et al. (2009) avaliaram a citotoxicidade de células de câncer de cólon humano 

(CaCo-2) tratadas com mais de oitenta LIs com diferentes classes de cátions compostos por 

grupos imidazólio, guanidínio, amônio, fosfônio, piridínio e pirrolidíneo e diferentes ânions 

como Cl-, I-, BF4
-, FeCl4

-, entre outros. No geral, foi observado que a toxicidade do cátion 

aumenta quanto maior for sua cadeia alquílica. Grupos benzila demonstraram-se tóxicos, mas 

quando grupos carboxila foram introduzidos, houve grande diminuição da toxicidade. Foi 

constatado, também, que a introdução de um éter na dimetil-guanidina diminuiu a toxicidade 

desse cátion. O tipo do ânion também pode afetar diretamente a toxicidade do LI, e alguns 

apresentaram maior impacto do que outros, como os ânions bistriflimida (NTf2) e 

dicioanoamida (DCA).  

Outro estudo foi realizado por Kumar et al. (2009) em relação à toxicidade de LIs com 

aplicação em extração de metais, em linhagem de células de câncer de mama (MCF7). Os LIs 

foram baseados na combinação entre diferentes cátions (piridíneo, pirrolidíneo, piperidíneo ou 

imidazólio com tamanhos diferentes de cadeias alquílicas) e ânions como o brometo, 

bistriflimida, entre outros. Foi observado que a toxicidade depende significativamente da 

natureza dos cátions e ânions da estrutura do LI, principalmente para os cátions de cadeia 

alquílica longa. Os LIs com função específica, avaliados neste estudo, apresentaram-se menos 

tóxicos que os LIs clássicos. 

Knudsen et al. (2009) caracterizaram os efeitos de dose e via de administração do cloreto 

de 1-butil-1-metilpirrolidínio (BmPy-Cl) em ratos machos. Em suma, foi constatado que o 

BmPy-Cl é moderadamente absorvido, excretado pelos rins e eliminado pela urina como 

composto de origem independente da dose administrada, número ou via de administração, 
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indicando que pode funcionar como substrato e/ou inibidor dos transportadores de cátions 

orgânicos no organismo. 

Kaushik et al. (2012) sintetizaram LIs contendo cátions de amônio e imidazólio e os 

avaliaram em células normais e células de tumores cerebrais. Para isto, utilizaram o método 

MTT. Os resultados demonstraram potente efeito inibitório das células tumorais (T98G), 

contudo baixa toxicidade às células normais (HEK).  

Reid et al. (2015) avaliaram a mutagenicidade de 16 LIPs com ânions de cloreto e 

carboxilato e, também, cátions de amônio secundário e terciário pelo teste de Ames, que detecta 

mutações em cepas Salmonella typhimurium, como as TA98 e TA100, que restauram a síntese 

do aminoácido histidina e, consequentemente, a bactéria que sofreu mutação é identificada pela 

sua habilidade em crescer na ausência deste aminoácido essencial. Apesar de ser um teste in 

vitro, mesmo não sendo absoluta a correlação de resultados para afirmar que uma amostra é 

mutagênica e, posteriormente, carcinogênica em mamíferos, muitos compostos que são 

positivos no teste de Ames, são, também, cancerígenos em mamíferos. Dos 16 LIPs testados, 

15 apresentaram resultados negativos para o teste, não demonstrando ser mutagênicos ou 

carcinogênicos. O único LIP que não foi possível avaliar o potencial mutagênico, foi o 

octanoato de N,N-dimetiletanolamônio ([DMEtA][Oct]), pois foi tóxico para as duas cepas 

testadas. 

Larangeira et al. (2016) avaliaram a genotoxicidade, mutagenicidade e citotoxicidade 

de carotenoides extraídos de tomates pelo LI cloreto de 1-butil-3-metilimidazólio utilizando 

modelo experimental in vivo. Foram avaliados 4 grupos, o grupo controle (não tratado), o grupo 

tradado com 10 mg de carotenoides extraídos pelo LI, outro grupo tratado com 500 mg desses 

carotenoides, 10 vezes maior que a dose recomendada para humanos, e o grupo tratado somente 

com o LI. O fígado dos ratos tratados com o LI apresentou mudanças histopatológicas 

moderadas. Foram encontrados danos no DNA em células de sangue periférico e de fígado nos 

grupos tratados com 500 mg de carotenoides e com o LI. Foram detectados um aumento de 

células mononucleadas e imunopositivas 8-OhDG, evidenciando os níveis de dano oxidativo 

no DNA, nos ratos tratados com 500 mg de carotenoides. Em suma, os resultados demonstraram 

que a dose de carotenoides extraídos pelo LI recomendada para humanos (10 mg) não induziu 

a genotoxicidade, a mutagenicidade e a citotoxicidade em alguns órgãos de ratos. 

Iqbal et al. (2017) utilizaram o LI acetato de 1-metilimidazólio ([Mim]Ac) para a 

preparação de hidrogéis com colágeno e alginato para aplicação em feridas. Foram realizadas 

análises de atividade antibacteriana pelo método de disco-difusão contra a bactéria 

Streptococcus mutans, e, também, de citotoxicidade utilizando células-tronco mesenquimais de 
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rato (rMSC) pelo método do MTT. Foi observado que houveram zonas de inibição da bactéria 

S. mutans com os hidrogéis carregados com os fármacos. No ensaio de viabilidade celular não 

foi observado nenhuma alteração na capacidade de proliferação das células rMSC, indicando, 

portanto, que os hidrogéis preparados com o LI não foram tóxicos.   

 Em outro estudo realizado por Hwang et al. (2018), sete LIs (1-etil-3-metilimidazólio 

bis(trifluorometanosulfonil)imida - [EMIM][TFSI]; hexafluorofosfato de 1-etil-3-

metilimidazólio - [EMIM][PF6]; tetrafluoroborato de 1-etil-3-metilimidazólio - [EMIM][BF4]; 

dicianamido de 1-etil-3-metilimidazólio - [EMIM][DCA]; bis(trifluorometanosulfonil)imida  

de 1-butil-1-metilpirrolidina - [BMPY][TFSI]; bis(trifluorometanosulfonil)imida de 

tributilmetilamônio - [TBA][TFSI]; e di[bis(trifluorometanosulfonil)imida de zinco - 

[Zn][TFSI]2) foram avaliados quanto à citotoxicidade em queratinócitos e fibroblastos de pele 

(HaCat e Hs68) pelo ensaio do MTT. No geral, os líquidos compostos por [TFSI] apresentaram 

maior toxicidade do que o restante, e uma citotoxicidade significativa foi encontrada nos 

[EMIM][TFSI] e [BMPY][TFSI], semelhante à toxicidade do solvente xileno, utilizado para 

efeito comparativo. 

 Alguns dados recentes da literatura, como já foi constatado neste trabalho, demostraram 

que os LIs podem apresentar toxicidade. Como alternativa, estão sendo estudados alguns 

biocompostos de fontes naturais, por exemplo, colina, aminoácidos e ácidos orgânicos para a 

síntese desses líquidos, bem como substâncias com propriedades benéficas à saúde humana já 

reconhecidas, como a vitamina C (NIEMCZAK et al., 2019) e o ibuprofeno (WU et al., 2019). 

Isto demonstra que há evidências de que LIs com baixa ou nenhuma toxicidade podem ser 

sintetizados, podendo até mesmo serem utilizados em indústrias de alimentos (HIJO et al., 

2016). Portanto, alguns grupos de pesquisa já se dedicam ao desenvolvimento de LIs de baixa 

toxicidade, visando as aplicações biológicas e farmacêuticas (SARDAR et al., 2018) e, para 

esta finalidade, reconhecer os fatores que interferem neste efeito é fundamental, como é o caso 

da identificação dos grupamentos mais ou menos tóxicos que podem ser empregados. 

A análise da literatura demonstrou um baixo número de estudos sobre LIs voltados à 

toxicidade para os seres humanos. Nas poucas pesquisas encontradas, foi possível observar que 

a toxicidade dos LIs depende diretamente da natureza do cátion ou ânion da estrutura. A 

toxicologia dos LIs é uma área consideravelmente nova e esses solventes tão versáteis que 

apresentam uma grande variedade de propriedades e aplicações devem ser mais estudados 

quanto à elucidação dos riscos à saúde humana, já que apresentam inúmeras vantagens. Esta 

necessidade de estudos de base toxicológica dos LIs aumenta com os avanços nas pesquisas 

para aplicações biológicas dos mesmos, um exemplo destas aplicações é o uso como agente 
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anticâncer. Esta aplicação foi pioneiramente avaliada por Kumer et al. (2019) utilizando a 

química computacional e por Bansode et al. (2019) que detectaram efeitos em células de câncer 

de mama (MCF-7), inclusive semelhantes à doxorrubicina.  

 

3 OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Este trabalho teve como objetivo estudar a segurança de líquidos iônicos próticos aos 

seres humanos através de bioensaios in vitro visando obter mais informações a respeito da 

viabilidade em utilizá-los como substitutos aos solventes convencionalmente empregados no 

setor industrial. Também visou avaliar possíveis aplicações biológicas dos líquidos iônicos 

próticos. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Sintetizar líquidos iônicos próticos; 

 Realizar ensaios de citotoxicidade in vitro dos líquidos iônicos próticos, em diferentes 

linhagens celulares humanas; 

 Observar o comportamento da morfologia celular de linhagens humanas quando expostas 

aos líquidos iônicos próticos; 

 Realizar ensaio in vitro de irritação ocular dos líquidos iônicos próticos; 

 Realizar ensaio de cicatrização in vitro com os líquidos iônicos próticos; 

 Realizar avaliação de imagem com auxílio de software. 

 

4 METODOLOGIA 

4.1 SÍNTESE DOS LÍQUIDOS IÔNICOS PRÓTICOS 

 

Como previamente explicado neste trabalho, com base em dados da literatura, os LIPs 

tendem a ter menores chances de causar efeitos tóxicos à saúde humana em comparação aos 

LIAs, devido à menor tendência em acumular-se em adiposidades e ultrapassar barreiras 

biológicas. Portanto, foram os escolhidos para a realização deste estudo. 

Os reagentes utilizados na preparação dos LIPs foram fornecidos por Synth®, com 

qualidade de alta pureza e armazenados em condições de baixa umidade e temperatura 

constante. Todos os demais reagentes utilizados foram de grau analítico e a água empregada foi 
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destilada. 

A síntese dos LIPs se baseou na reação de Brönsted entre ácidos e bases indicados na 

Tabela 1, de acordo com a metodologia descrita por Álvarez et al. (2010a). Neste trabalho foi 

realizada a síntese de quatro LIPs (2-HDEAF, 2-HDEAOx, 2-HDEASu e 2-HDEAPr), 

enquanto que os demais foram cedidos pelo grupo de pesquisa, previamente sintetizados e 

caracterizados (ANDRADE et al, 2016; CAMARGO et al., 2016; KULHAVY et al., 2016;, 

ANDRADE, CARRERAS, IGLESIAS, 2017, ANDRADE et al. 2017; BARROS, ANDRADE, 

IGLESIAS, 2018; ZANONI et al., 2018).  

Para a síntese dos LIPs de etanolamina e dietanolamina, de teor maior que 98,0 %, estas 

foram colocadas num balão de três bocas em banho de gelo equipado com um condensador de 

refluxo, um sensor de temperatura PT- 100 e um funil de gotejamento. O ácido orgânico (> 98,0 

%) foi adicionado gota a gota, lentamente, ao balão sob agitação mecânica. A agitação foi 

continuada durante 24 h à temperatura ambiente (cerca de 28 ºC), para garantir uma reação 

completa e a fim de se obter um líquido viscoso final. As quantidades de ácido e base foram 

calculadas estequiometricamente a partir de suas estruturas químicas e massas moleculares. 

Estas reações são altamente exotérmicas, então, foi necessário realizar um resfriamento 

adequado para que a reação fosse completa. Caso contrário, o aumento da temperatura poderia 

produzir a desidratação do sal para originar a amina correspondente como no caso dos sais de 

nylon (sais de diaminas com ácidos dicarboxílicos). Após a finalização do processo de reação, 

foi realizado o processo de purificação em que os LIPs sintetizados foram submetidos a leve 

aquecimento (aproximadamente 50 ºC) para remoção do composto que não reagiu e, também, 

da umidade adquirida por serem altamente higroscópicos. O procedimento de síntese completo 

foi descrito em trabalhos anteriores (ÁLVAREZ et al., 2010a, 2010b). 
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Tabela 1. Ácidos e bases de Brönsted utilizados para a síntese dos líquidos iônicos próticos. 

Ácidos carboxílicos 
Etanolamina (E) e/ou 

Dietanolamina (DE) 

Líquido Iônico 

Prótico 

 

 

 

 

 

Ácido acético 

 

 

(E) 

Acetato de 2-

hidroxietanolamina 

(2-HEAA) 

 

 

(DE) 

Acetato de 2-

hidroxidietanolamina 

(2-HDEAA) 

 

 

 

 

 

Ácido adípico 

(E) 

Adipato de 2-

hidroxietanolamina 

(2-HEAAd) 

(DE) 

Adipato de 2-

hidroxidietanolamina 

(2-HDEAAd) 

 

 

 

 

 

Ácido fórmico 

(E) 

Formiato de 2-

hidroxietanolamina 

(2-HEAF) 

(DE) 

Formiato de 2-

hidróxidietanolamina 

(2-HDEAF) 

 

 

 

 

 

 

Ácido cítrico 

(E) 

Citrato de 2-

hidroxietanolamina 

(2-HEACi) 

(DE) 

Citrato de 2-

hidroxidietanolamina 

(2-HDEACi) 

 

 

 

 

 

 

Ácido láctico 

(E) 

Lactato de 2-

hidroxietanolamina 

(2-HEAL) 

(DE) 

Lactato de 2-

hidroxidietanolamina 

(2-HDEAL) 

 

 

 

 

 

Ácido propanóico 

(E) 

Propionato de 2-

hidroxietanolamina 

(2-HEAPr) 

(DE) 

Propionato de 2-

hidroxidietanolamina 

(2-HDEAPr) 

 

 

 

 

 

 

Ácido benzóico 

(DE) 

Benzoato de 2- 

hidroxidietanolamina 

(2-HDEABe) 
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Tabela 1. Ácidos e bases de Brönsted utilizados para a síntese dos líquidos iônicos próticos. 

Ácidos carboxílicos 
Etanolamina (E) e/ou 

Dietanolamina (DE) 

Líquido Iônico 

Prótico 

Ácido maleico 

(DE) 

Maleato de 2- 

hidroxidietanolamina 

(2-HDEAMa) 

 

 

 

 

 

 

 

Ácido oxálico 

(DE) 

Oxalato de 2-

hidroxidietanolamina 

(2-HDEAOx) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ácido salicílico 

(DE) 

Salicilato de 2-

hidroxidietanolamina 

(2-HDEASa) 

 

 

 

 

 

 

 

Ácido succínico 

(DE) 

Succinato de 2-

hidroxidietanolamina 

(2-HDEASu) 

 

Nota: E = etanolamina. DE = dietanolamina. 

 

 

4.2 ENSAIO IN VITRO DE CITOTOXICIDADE  

 

Para a avaliação da citotoxicidade dos 17 LIPs foi utilizado o ensaio do MTT, que tem 

como princípio determinar a habilidade de células vivas em reduzir justamente a molécula de  

brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazólio (MTT), formando cristais 

insolúveis de formazana. O MTT apresenta coloração amarelada, que é convertida à violeta 

após a redução por células vivas. É a formação da coloração violeta, que é medida 
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espectrofotometricamente, que indica a porcentagem de células viáveis após o tratamento com 

o composto de interesse. 

Linhagens de células humanas foram empregadas na condução deste estudo, como 

forma de atingir o objetivo proposto. Os ensaios foram realizados em células de hepatoma 

humano (HepG2) que possuem a capacidade de metabolização de xenobióticos, e em 

queratinócitos humanos (HaCat) e fibroblastos humanos primários (HDFa), ambos encontrados 

na pele, além de no caso dos fibroblastos, serem células amplamente distribuídas no corpo 

humano no tecido conjuntivo.  

As células foram cultivadas em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium) suplementado com 10 % de soro fetal bovino e antibióticos (penicilina 100 U/mL; 

estreptomicina 0,1 mg/mL). As culturas foram incubadas a 37 ± 2 °C em atmosfera de 5% de 

CO2. As células com confluência de 80 a 90 % foram tripsinizadas. A atividade da tripsina foi 

interrompida pela neutralização com DMEM adicionado de soro fetal bovino e a suspensão de 

células foi centrifugada a 1.500 rpm por 3 min. Em seguida, as células foram semeadas em 

placas de 96 poços com densidade celular de 4,0 x 105 células/mL.  

As placas foram incubadas por 24 h para a completa adesão celular. Em seguida, as 

células foram tratadas com 100 μL de controle positivo (DMSO 10 % em DMEM sem soro 

fetal bovino), controle negativo (DMEM sem soro fetal bovino) e diferentes concentrações de 

cada LIP. Após 24 h, o tratamento foi removido e os poços foram lavados com solução salina 

tamponada de fosfato (PBS) (BRUGGINSSER et al., 2002). Em seguida, foram adicionados 

100 μL de MTT (1,0 mg/mL em PBS) a cada poço. As placas foram incubadas a 37 ± 2 ºC em 

atmosfera de 5% de CO2, ao abrigo da luz, até a observação da presença dos cristais violetas 

de formazana (entre 3 a 5 h). A solução de MTT foi retirada da placa e, para a solubilização 

dos cristais de formazana, 100 μL de álcool isopropílico foram adicionados a cada poço. A 

leitura da absorbância foi realizada em espectrofotômetro (Espectrofotômetro de Microplacas 

Epoch BioTek®) a 595 nm. Foram realizados 3 experimentos independentes e, em cada 

experimento, o tratamento foi feito em triplicata.  

O cálculo da porcentagem de viabilidade celular está representado na Equação 1. O 

resultado corresponde à citotoxicidade de cada tratamento, como proposto por Zhang et al. 

(2004). 
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%𝑉𝐶 = 100 − ((
𝐴𝑏𝑠𝐶𝑁−𝐴𝑏𝑠𝐴𝑀

𝐴𝑏𝑠𝐶𝑁
) 𝑥 100)                    (Equação 1) 

onde: 

%VC – porcentagem de viabilidade celular; 

AbsCN – absorbância do controle negativo; 

AbsAM – absorbância do tratamento com a amostra. 

 

A partir dos valores de %VC, foi possível encontrar a concentração necessária para 

reduzir a viabilidade celular em 50 % de cada LIP, ou seja, os valores de CI50. 

 

4.3 AVALIAÇÃO DA MORFOLOGIA CELULAR APÓS EXPOSIÇÃO AOS LIPs 

 

Estudos de avaliação da morfologia celular utilizando microscópio invertido foram 

realizados para visualizar o comportamento da linhagem HaCat em contato com cada LIP. Para 

isso, as células foram semeadas em microplaca de 96 poços (300 µL para cada poço) e 

incubadas durante 24 h a 37 ± 2 °C em atmosfera de 5 % de CO2. Após a sua adesão, as células 

foram tratadas com os LIPs na mesma concentração dos valores de CI50 (concentração 

necessária para reduzir em 50 % a viabilidade celular) obtidos no ensaio de citotoxicidade (item 

5.2). O objetivo foi observar alterações morfológicas tanto no controle (apenas meio de cultura) 

quanto nas células tratadas com os diferentes LIPs, utilizando o microscópio invertido 

Binocular Primostar Carl Zeiss® com 40 x de aumento. As fotomicrografias foram capturadas 

durante 8 h de exposição das células aos LIPs (GEORGE et al., 2012). 

 

4.4 ENSAIO DE IRRITAÇÃO OCULAR (HET-CAM)  

 

O ensaio de irritação ocular foi realizado em membrana cório-alantoide de ovo 

embrionado de galinha (método HET-CAM, hen’s egg test chorionallantoic membrane). Os 

ovos foram incubados em posição horizontal a 37,0 ± 0,5 ºC por 10 dias. Após a incubação, 

cada ovo foi removido individualmente da incubadora e colocado em um suporte. A casca foi 

removida logo acima da linha marcada da membrana cório-alantoide (CAM). Uma vez que esta 

parte da casca foi retirada, a membrana interna que está diretamente em contato com a CAM, 

foi cuidadosamente removida utilizando uma pinça, sem causar danos nos vasos sanguíneos, 

para, assim, revelar a membrana cório-alantoide abaixo. Uma alíquota de 200 µL dos LIPs 

puros foi colocada em contato com a membrana durante 300s. Após este período, fotografias 
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foram tiradas para registrar e avaliar a ocorrência de hiperemia, hemorragia e coagulação em 

diferentes tempos (0s, 30s, 120s e 300s após a aplicação da amostra) e quaisquer efeitos foram 

comparados ao controle negativo (solução de tampão fosfato, PBS) e ao controle positivo 

(solução de hidróxido de sódio 1,0 M). Para cada solução testada foi atribuída uma pontuação, 

dependendo da intensidade das alterações visíveis (Tabelas 2 e 3), graduadas de acordo com o 

JOURNAL..., (1996). Todas as amostras foram analisadas em quadruplicata e, a partir da 

pontuação de cada replicata, foi calculada a média.  

 

Tabela 2. Escala de pontuação para as mudanças observadas na membrana cório-alantoide do 

ovo embrionado de galinha no ensaio HET-CAM. 

Efeito 
 Tempo (s)  

≤ 30 30< t ≤ 120 120 < t ≤ 300 

Hiperemia 5 3 1 

Hemorragia 7 5 3 

Coagulação/Opacidade 9 7 5 

Fonte: Adaptado de Journal Officiel de la République Française (1996). 

 

Tabela 3. Escala de pontuação quanto ao potencial de irritabilidade no ensaio HET-CAM. 

Pontuação Classificação 

0,0 a 0,9 Não irritante (NI) 

1,0 a 4,9 Irritante leve (IL) 

5,0 a 8,9 Irritante moderado (IM) 

9,0 a 21,0 Irritante severo (S) 

Fonte: Adaptado de Journal Officiel de la République Française (1996). 

 

A fim de assegurar e tornar os resultados mais detalhados e robustos, as fotografias 

foram analisadas utilizando os softwares gratuitos Photoscape versão 3.6 e ImageJ versão 1.51k 

para quantificar o dano vascular, seguindo o método descrito por McKenzie et al. (2015) com 

algumas modificações. Para isso, as imagens da CAM foram carregadas no Photoscape e 

convertidas em escala de cinza. Para quantificar a extensão de qualquer hiperemia, hemorragia 

ou coagulação, as imagens pré-tratadas foram carregas no ImageJ. Para avaliar os valores de 

escala de cinza em pixel, um quadrado de área de 25 in2 foi desenhado cuidadosamente na área 

apropriada para excluir artefatos, como a casca do ovo ou alguma possível desfocalização. O 

perfil da variação dos valores da escala de cinza ao longo da área selecionada foi obtido pelo 

comando ‘Analyse > Plot Profile’. Após, foi selecionada a opção no menu “List” e os valores 

foram exportados para o software Prism 5 versão 5.01. 
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4.5 ENSAIO IN VITRO DE MIGRAÇÃO CELULAR (SCRATCH ASSAY) 

 

Visando complementar os dados de segurança e buscando uma aplicação biológica dos 

LIPs, a capacidade destes líquidos em induzir a cicatrização foi avaliada com base no ensaio de 

migração celular descrito por Walter et al. (2010) com algumas modificações. Este ensaio tem 

o potencial de avaliar vários fatores envolvidos no processo de cicatrização, incluindo a 

formação de um novo tecido, migração e proliferação celular in vitro (FRONZA et al., 2009; 

ZUBAIR et al., 2012).  

O teste se baseia na formação de uma fenda em monocamada confluente de células e 

avaliação do comportamento de proliferação e migração celular. Neste estudo, portanto, após a 

formação da fenda na monocamada de células HDFa e o tratamento com os LIPs, foram 

realizadas capturas de imagens em diferentes tempos até o reestabelecimento do contato célula-

célula (LIANG; PARK; GUAN, 2007).  

Sendo assim, inicialmente, as células HDFa foram semeadas em placas de 24 poços com 

concentração de 1 x 106 células/mL. Após 24h de incubação a 37 ± 2 °C em atmosfera de 5 % 

de CO2, para total adesão celular, foi realizada um risco linear (fenda) na monocamada de 

células, utilizando uma ponteira de micropipeta p200. Em seguida, o meio de cultura DMEM 

foi removido (juntamente com o resíduo de células deslocadas) e os poços lavados por uma vez 

com PBS. Após, os tratamentos tanto do controle negativo (apenas DMEM) e dos LIPs 2-

HDEAPr, 2-HDEASu, 2-HDEAOx e 2-HDEAF foram adicionados e as concentrações 

utilizadas foram 31,66 mM; 55,07 mM; 19,39 mM; e 62,24 mM, respectivamente. Estas 

concentrações foram baseadas nos resultados obtidos no ensaio de citotoxicidade a fim de 

selecionar a concentração que não houve morte celular considerável, ou seja, abaixo do CI50.  

O progresso da migração celular foi monitorado a partir das fotomicrografias nos 

tempos de 0 h, 4 h, 8 h e 24 h após a realização da fenda. O tempo de análise foi estipulado para 

que compreendesse ao mesmo período do ensaio de citotoxicidade na etapa do tratamento com 

as amostras, que ocorreu durante 24h (item 4.2). As imagens foram analisadas utilizando o 

software ImageJ versão 1.51k, de modo que foi determinada a porcentagem de fechamento a 

partir de pontos pré-determinados ao longo da largura de cada risco (três linhas horizontais que 

compreenderam a parte superior, central e inferior) (COLLINS, 2007). A largura da fenda 

equivalente a 100% foi determinada no tempo 0 h (L0).  

O experimento foi realizado em quadruplicata e o valor da migração das células em 

porcentagem foi obtido através da Equação 2. 
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%𝑀𝑖𝑐 = 100 − ((
𝐿𝑛

𝐿0
) 𝑥 100)                     (Equação 2) 

onde: 

%Mic – porcentagem de migração celular; 

L0 – largura da fenda no tempo 0 h; 

Ln – largura da fenda nos tempos 4 h, 8 h ou 24 h. 

 

A fim de assegurar os resultados obtidos por observação visual e pela análise da 

porcentagem de fechamento da fenda, as fotografias do controle negativo e do LIP que 

apresentou melhor potencial de cicatrização, também foram analisadas pelo software ImageJ a 

fim de quantificar a quantidade de pixels em uma distância pré-determinada baseando-se no 

método descrito por McKenzie et al. (2015) com algumas modificações. Para isso, as 

fotografias em formato “.tif” foram convertidas em branco e preto e o seu tamanho ajustado 

para excluir da imagem artefatos, como alguma possível desfocalização e também para 

evidenciar somente a parte da fenda na monocamada celular. Neste caso, as células, na escala 

de cinza, representam a escala mais escura (valores de escala de cinza menores), enquanto que 

o risco na monocamada de células representa a escala mais clara (valores de escala de cinza 

maiores). Para avaliar o perfil da variação de escala de cinza foi utilizado o método descrito 

item 4.4, nos tempos 0h, 4h, 8h e 24h.  

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 SÍNTESE DOS LÍQUIDOS IÔNICOS PRÓTICOS 

 

Os LIPs apresentaram coloração amarela, que pode ser clara ou mais intensa (Figura 4). 

Nenhum cristal sólido, precipitação ou alteração de cor foram observados após o processo de 

purificação e posterior armazenamento por mais de 12 meses nas condições de laboratório, 

evidenciando a sua estabilidade física. 
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Figura 4. Aparência dos líquidos iônicos próticos. 

 

 

5.2 AVALIAÇÃO IN VITRO DA CITOTOXICIDADE 

 

As concentrações de todas as amostras avaliadas quanto à citotoxicidade variaram entre 

0,16 % e 7,00 % (v/v), sendo que, esses valores abrangeram as regiões de viabilidade celular 

para se ter um perfil de comportamento das células, desde 100 % de viabilidade até uma redução 

drástica deste valor. 

Após a realização dos experimentos, os valores de concentração foram transformados 

em molaridade a partir das densidades e massas molares de cada LIP, para facilitar a 

comparação de resultados de outros estudos. A Tabela 4 mostra a densidade, a massa molar e a 

molaridade dos LIPs. 
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             Tabela 4. Massa molar e densidade dos líquidos iônicos próticos. 

Líquidos iônicos próticos Massa molar (g/mol)  Densidade (g/cm3) 

2-HEAF 107,11  1,18 

2-HDEAF 151,16  1,88 

2-HEAA 121,14  1,15 

2-HDEAA 165,19  1,17 

2-HEAPr 135,16  1,09 

2-HDEAPr 179,22  1,13 

2-HEAAd 207,23  1,19 

2-HDEAAd 251,28  1,22 

2-HDEAMa 221,21  1,28 

2-HDEASa 243,26  1,20 

2-HEAL 151,16  1,21 

2-HDEAL 195,22  1,21 

2-HEACi 253,21  1,33 

2-HDEACi 297,26  1,29 

2-HDEABe 227,26  1,20 

2-HDEAOx 195,17  1,26 

2-HDEASu 223,23  1,23 

 

Como a intenção deste trabalho é avaliar à segurança aos seres humanos em utilizar os 

LIPs, células humanas foram empregadas. As linhagens celulares HaCat (queratinócitos) e 

HDFa (fibroblastos) foram escolhidas para este estudo para avaliar a citotoxicidade dos LIPs 

considerando que, em usos industriais ou mesmo no ambiente, o primeiro órgão de contato seria 

a pele. As mucosas, que poderiam ser atingidas por meio de inalação não foram consideradas, 

tendo como base a não volatilidade dos LIPs. Para isto, é válido relembrar que os queratinócitos 

são as células mais abundantes da epiderme, camada mais externa da pele (BOUKAMP et al., 

1988) e os fibroblastos, mais abundantes do tecido conjuntivo frouxo da derme. Além de ser 

encontrado na derme, os fibroblastos são amplamente distribuídos pelo corpo humano, 

justamente no tecido conjuntivo, que tem função de sustentação e preenchimento sendo 

encontrado compondo diversos órgãos e entre eles. 

A linhagem HepG2, também foi empregada. Compreende células de hepatoma humano 

amplamente empregada em estudos de citotoxicidade, pois são competentes para metabolização 

de substâncias. Desta forma, permite avaliar a citotoxicidade de possíveis metabólitos dos LIPs.  

Na Tabela 5 estão apresentados os valores de CI50 de cada amostra avaliada e também 

valores encontrados na literatura por outros estudos. 
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Tabela 5. Valores de CI50 de líquidos iônicos próticos deste trabalho e de outros estudos. 

Referência Líquido Iônico 
CI50 (mM) 

Células HepG2 Células HaCat Células HDFa 

 [C2Mim][OAc]   40,020000 - - 

 [C2Mim][Cl]   35,660000 - - 

Liu et al., 2017 [Ch][OAc] 135,530000 - - 

 [Ch][Cl] 105,970000 - - 

 [C2OHMim][Cl]   62,570000 - - 

 [P6,6,6,14]   0,000322 - - 

Ferraz et al., 

2015 

[Ch]   0,001619 - - 

[C2mim]   0,024270 - - 

 [C2OHMim]   0,000319 - - 

Zhang et al., 

2011 

[C4Mim][Cl]   0,459000 - - 

[C8Mim][Cl]   0,012000 - - 

Li et al., 2015 [C12Mim][Br]  0,009800 - - 

 EtO2C(CH2)Cl 17,200000 - - 

Messali et al., 

2015 
MeO2C(CH2)Br 32,200000 - - 

 4-NO2C6H4(CH2)Br 15,600000 - - 

 2-HEAF   91,970000 195,600000 214,730000 

 2-HEAA  142,300000 193,800000 195,870000 

 2-HEAL   66,130000 372,100000 198,770000 

 2-HEAAd   20,540000   91,520000   58,480000 

 2-HEACi   15,120000   35,670000   33,480000 

 2-HEAPr   58,790000   66,780000 106,230000 

 2-HDEAA   25,980000 178,400000 149,030000 

 2-HDEAL   41,240000   88,540000   64,220000 

Este trabalho 2-HDEAAd   28,770000   75,540000   75,220000 

 2-HDEABe   29,110000   54,480000   54,450000 

 2-HDEASa    8,910000   48,230000   28,200000 

 2-HDEACi   19,070000   36,920000   46,496670   

 2-HDEAMa   34,760000 143,800000   95,380000 

 2-HDEAPr  251,700000 124,960000 108,77000 

 2-HDEASu      69,360000 150,370000 114,10000 

 2-HDEAOx   76,220000   69,740000   48,10000 

 2-HDEAF 274,233300 284,570000 392,27000 
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A toxicidade de substâncias químicas depende de sua interação com células e tecidos, 

que se inicia pela sua permeação através da pele e de mucosas. Também é importante 

considerar o mecanismo de ação (interação com as organelas celulares, receptores e as vias em 

que são ativados), o que é estritamente relacionado à estrutura química. No caso dos LIPs, as 

forças osmóticas exercidas no meio devem ser consideradas. Portanto, alguns detalhes 

importantes devem ser ponderados para relacionar a estrutura química dos LIPs com a sua 

atividade, como a toxicidade do cátion/ânion que o compõe e a propriedade 

hidrofílica/hidrofóbica da molécula. 

No geral, os resultados demonstraram maior efeito citotóxico nas células HepG2 do que 

nas células HaCat e HDFa. A concentração dos LIPs 2-HEAF, 2-HEACi, 2-HDEABe e 2-

HDEACi para reduzir em 50 % a viabilidade das células HaCat foi duas vezes maior que a 

concentração necessária para produzir o mesmo efeito nas células HepG2. Para as amostras 2-

HEAL, 2-HEAAd, 2-HDEAA, 2-HDEAAd, 2-HDEASa e 2-HDEAMa este efeito foi mais 

acentuado, sendo que a concentração necessária para atingir o CI50 foi maior. Considerando as 

amostras 2-HEAL e 2- HDEAA, por exemplo, a concentração necessária para atingir o CI50 foi 

de, aproximadamente, seis vezes maior. O efeito citotóxico dos LIPs 2-HDEAPr, 2HDEASu, 

2-HDEAOx e 2-HDEAF nas células HDFa foi similar ao efeito causado nas células HaCat em 

relação às células HepG2. 

O maior efeito citotóxico nas células HepG2 pode ser atribuído à capacidade 

metabolizadora dessas células, o que pode gerar metabólitos dos LIPs, os quais podem ser mais 

tóxicos do que os próprios LIPs. Entretanto, é possível sugerir que se não houver permeação, 

somente ocorrerá contato com as células de pele e o índice de segurança será maior, já que a 

metabolização não aconteceria. Ainda, é importante destacar que, após contato com pele e 

mucosas, que funcionam como barreiras, não há penetração da substância em 100 %, sendo 

que este resultado é interessante, portanto, demonstrado que as células que teriam maior contato 

com os LIPs, seriam também as menos agredidas por elas.  

Além disso, para todos os LIPs avaliados, pôde ser determinada uma faixa sem efeito 

tóxico e, portanto, esta concentração não tóxica pode ser usada como referência. Em relação 

aos LIPs contendo os ácidos propanoico e fórmico, é possível observar um efeito menos 

citotóxico dos LIPs que contêm dietanolamina, sendo que o 2-HDEAPr é, aproximadamente, 

4 vezes menos citotóxico que o 2-HEAPr e o 2-HDEAF, aproximadamente, 8 vezes menos 

citotóxico. 

Os LIPs que apresentaram maior citotoxicidade foram 2-HEACi, 2- HDEACi e 2-

HDEASa, sintetizados a partir do ácido cítrico e dietanolamina ou monoetanolamina e ácido 
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salicílico e dietanolamina. O ácido cítrico é um ácido tricarboxílico com três cargas negativas, 

necessitando de três contra-íons. Supondo que eles não penetrem na célula (AKESON; 

MUNNS, 1989), a sua dissociação gera seis cargas livres no meio externo, o que pode romper 

as membranas das células, levando à redução da porcentagem de viabilidade celular e também 

à alta polaridade. Estes efeitos estão de acordo com os resultados de líquidos iônicos polares 

compostos por grupos funcionais éter, hidroxila e nitrila testados em células de leucemia em 

ratos (STOLTE et al., 2007). 

O efeito do comprimento da cadeia aniônica foi observado comparando os resultados 

de citotoxicidade dos LIPs 2-HEAAd e 2-HDEAAd (ácido adípico com seis grupos metilenos 

na cadeia alquílica) com 2-HEAA e 2-HEAL (ácidos carboxílicos de cadeia relativamente 

curta). A cadeia alquílica longa do ácido adípico com a cabeça polar nos 2-HEAAd e 2- 

HDEAAd podem ser capazes de se incorporar dentro das bicamadas lipídicas das membranas 

celulares e desestabilizá-las, levando à ruptura da membrana e morte celular. Altas 

concentrações de 2-HEAF, 2-HEAA e 2-HEAAd foram necessárias para alcançar efeito similar. 

O efeito citotóxico de líquidos iônicos de cadeia longa já foi descrito na literatura, 

principalmente relacionado aos cátions (WANG et al., 2007). 

2-HEAF, 2-HEAA, 2-HEAAd e 2-HEAPr são líquidos iônicos de tamanho pequeno, 

compostos por ácidos carboxílicos também pequenos e cátion de monoetanolamina. O ensaio 

de citotoxicidade revelou baixo efeito citotóxico, possivelmente devido à sua estrutura química. 

Mesmo que um volume menor de íon facilite a penetração nas células, a tendência atóxica de 

seus grupos moleculares requer altas concentrações para inviabilizá-las. 

Em relação à toxicidade dos compostos utilizados neste trabalho, eles foram 

selecionados por apresentarem baixa toxicidade. Em relação a parte catiônica, a estrutura 

química da monoetanolamina é similar à colina (HU et al., 2014; KLEIN et al., 2013; 

LIBERACKI et al., 1996; LIEBERT, 1986). A parte aniônica de quase todos os LIPs avaliados 

tais como citrato, lactato e propionato são normalmente sintetizados e metabolizados no 

organismo animal. Outros como formiato, salicilato, maleato, adipato e benzoato podem 

também ser metabolizados por humanos e animais (NELSON; COX, 2014). 

Finalmente, as informações sobre a citotoxicidade dos LIPs observadas neste trabalho 

utilizando o método do MTT revelaram altos valores de CI50 quando comparados aos líquidos 

iônicos derivados de imidazólio avaliados em células HeLa (WANG et al., 2007). Estes 

resultados indicam o perfil de toxicidade desses LIPs e, portanto, é possível sugerir o seu uso 

como solventes ou aditivos em produtos que sejam seguros aos humanos, de acordo com as 

predições baseadas em suas estruturas químicas. 
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Um fato muito importante que deve ser destacado é de que qualquer LIP que foi avaliado 

neste estudo demonstrou uma faixa de CI50 entre 1,25 % e 5,00 % em solução. Jaitely, Karatas 

e Florence (2008) avaliaram líquidos iônicos (sais de hexafluorofosfato) para uso farmacêutico 

e não foi observado quase nenhum impacto na toxicidade de células CaCo-2 na máxima 

concentração, que foi de 1,00 %, e eles foram considerados significantemente não tóxicos. 

Hwang et al. (2018) fizeram a comparação da citotoxicidade de solventes 

convencionais com dois LIs a base do cátion imidazólio e pirrolidínio em células HaCat. A 

Figura 5 mostra os resultados apresentados pelos autores acrescido dos resultados de 

citotoxicidade obtidos neste trabalho, evidenciando os três LIPs menos tóxicos às células 

HaCat (2-HEAL, 2-HEAF e 2-HDEAF) e o mais tóxico (2-HEACi) para efeito comparativo. 

Fonte: Adaptado de Hwang et al. 

(2018). 

Figura 5. Comparaç ão da citotoxicidade de líquidos iônicos e solventes convencionais.

Hwang et al. 

(2018) 

Este 

trabalho 
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No trabalho apresentado por Hwang et al. (2018) os solventes lauril sulfato de sódio 

(SDS) a 0,1% e xileno a 10 mM inviabilizaram mais de 90 % das células, já o etanol a 10 mM 

e o xileno a 1,0 mM mantiveram a viabilidade celular acima de 75 %. Os LIs a base do cátion 

pirrolidínio ([BMPY]) e imidazólio ([EMIM]) combinados com o ânion 

bis(trifluorometano)sulfonamida ([TFSI]) a 10 mM, inviabilizaram mais de 50 % das células. 

Comparando os resultados de Hwang et al. (2018) aos dos LIPs deste trabalho, na mesma 

concentração, é possível notar que todos mantiveram a viabilidade celular acima de 75 %, 

inclusive o 2-HEACi que foi o mais tóxico às células HaCat (Tabela 5) e nesta concentração 

de 10 mM, pode ser comparado à citotoxicidade do xileno 1,0 mM, ou seja, numa concentração 

10 vezes maior ou 10 vezes menos tóxico. As estruturas químicas representadas na Figura 5 

evidenciam o efeito do aumento da cadeia alquílica e da presença de compostos aromáticos 

que está diretamente relacionado ao aumento de toxicidade. 

Como já visto neste trabalho, existem poucas informações sobre a segurança dos LIPs 

e os dados aqui apresentados contribuem significativamente para este cenário ainda pouco 

explorado. 

5.3 AVALIAÇÃO DA MORFOLOGIA CELULAR APÓS EXPOSIÇÃO AOS LIP 

A linhagem HaCat foi escolhida para esta avaliação morfológica devido aos 

queratinócitos comporem em grande parte a epiderme, camada mais externa da pele, nos quais 

os LIPs teriam o primeiro contato, considerando uma utilização industrial ou mesmo a 

distribuição no ambiente. 

A Figura 6 mostra fotomicrografias que evidenciam a morfologia de células HaCat 

expostas às concentrações de CI50 obtidas no ensaio de citotoxicidade (Tabela 5). A 

concentração que promove 50 % de redução na viabilidade celular foi escolhida para que 

alterações pudessem ser verificadas, auxiliando na compreensão dos efeitos gerados pelos LIPs 

às células. 

No início da exposição (tempo 0 h), foi possível observar a integridade da morfologia 

celular em todas as amostras testadas. O controle (célula tratada apenas com DMEM) (Figura 

6a) demonstrou que a morfologia celular manteve sua integridade durante 8 h. Entretanto, 

alterações morfológicas foram evidenciadas nos tratamentos com os LIPs, como era esperado, 

devido ao uso de concentrações do CI50. 
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 Figura 6. Fotomicrografias de células HaCat durante 8 h de exposição aos líquidos iônicos próticos.
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Figura 6. Fotomicrografias de células HaCat durante 8 h de exposição aos líquidos iônicos próticos. 
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Figura 6. Fotomicrog rafias de células HaCat durante 8 h de exposição aos líquidos iônicos 

próticos. 
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Apesar de consistirem apenas em análises baseadas na visualização das fotomicrografias 

obtidas sequencialmente durante 8 h, é possível sugerir que o LIP 2-HDEABe é mais citotóxico 

do que o 2-HEAA, porque o primeiro causou o aparecimento de mais bolhas citoplasmáticas do 

que o segundo. Este dado se corrobora com os resultados da avaliação da citotoxicidade (Tabela 

5) nos quais foi demonstrado que o 2-HDEABe causou 50 % de morte celular com menor

concentração (54,48 mM) que o 2-HEAA, com concentração aproximadamente 4 vezes maior 

(193,60 mM). 

As mudanças na morfologia celular já mencionadas podem ser observadas na maioria 

das células expostas aos LIPs e ajudam na compreensão dos efeitos gerados pelos LIPs às 

células. No geral, ocorreu a redução do volume celular nas primeiras horas de exposição, o que 

é característico de morte celular por apoptose. Um exemplo disso pode ser encontrado quando 

as células foram expostas ao 2-HDEABe (Figura 6k2). Após 2 h de exposição (Figura 6k3), é 

provável que a membrana das células tenha perdido sua integridade, apresentado 

permeabilidade ao meio, gerando aumento de volume. Após mais 2 h (Figura 6k4) houve o 

aparecimento de bolhas citoplasmáticas, também indicativas de apoptose, e nas últimas horas 

(Figura 6k5) podem ser observados indícios de perda de integridade celular, provavelmente 

devido à concretização da apoptose em algumas células.  

Em alguns casos, como quando as células foram expostas ao 2-HEAA (Figura 6c), elas 

não sofreram redução, mas, por outro lado, aumentaram em volume ao longo do tempo; e nas 

últimas horas, foi possível observar a perda de integridade de algumas células. Apenas os LIPs 

2-HDEAF (Figura 6r), 2-HDEASa (Figura 6l) e 2-HEAL (Figura 6d) causaram mínimas 

alterações. 

A redução do volume celular observada em alguns casos pode indicar que o meio 

hipertônico, gerado pela presença dos LIPs, causou transporte osmótico de água para fora da 

célula. O mecanismo de inibição da viabilidade, portanto, pode ser comparado com qualquer 

outra substância iônica. O exemplo clássico é da solução de NaCl, que a 0,9 % é confortável 

para a pele e segura para as células. Entretanto, em concentrações maiores, inibe o crescimento 

celular e promove plasmólise (HARMS; OERTLI, 1985; HUANG; TUNNCLIFFE, 2004; 

KULTZ; CHAKRAVARTY, 2001; MUNNS, 2002). 

Schwarz e Koch (1995) também exploraram esse efeito em células gram-negativas. 

Provavelmente, o mecanismo de morte celular nestes casos é a apoptose. Friis et al. (2005) 

avaliaram fibroblastos NIH 3T3 expostos à concentração hipertônica de NaCl e sacarose. Após 

3 h de exposição, foi observado a formação de corpos apoptóticos, o que também foi verificado 

nas primeiras horas de exposição do 2-HDEABe, como já foi mencionado. Isto é evidência de 
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que a redução da viabilidade celular em exposição aos LIPs testados é derivada de forças 

osmóticas geradas no meio. 

5.4 ENSAIO DE IRRITAÇÃO OCULAR (HET-CAM) 

Durante muitos anos os ensaios de irritabilidade de diversos produtos e substâncias 

químicas de uso tópico foram realizados in vivo. Atualmente existem alternativas in vitro que 

podem substituir estes ensaios para demonstrar a segurança e a eficácia das amostras analisadas. 

O método alternativo pode ser definido como qualquer procedimento que possa ser utilizado 

para substituir, reduzir ou refinar o uso de animais em experimentação com o objetivo de 

minimizar a dor e o desconforto, conforme o princípio dos 3R’s (reduzir, reutilizar e reciclar) 

(WORTH; BALL, 2002; ABREU; PRESGRAVE; DELGADO, 2008; PRESGRAVE et al., 

2010). 

Vários métodos alternativos foram desenvolvidos nas últimas décadas e um deles, 

utilizado neste trabalho, é o ensaio HET-CAM, que apresenta estrutura vascularizada na 

membrana cório-alantoide de ovo fecundado de galinha, e características que se assemelham às 

da conjuntiva ocular, substituindo, então, ensaios realizados em coelhos (teste de irritação 

ocular de Draize). O método tem como objetivo avaliar semi-quantitativamente o potencial 

irritante de produtos solúveis, emulsões, géis e óleos (CHORILLI et al., 2009). 

Na Figura 7 estão representadas as imagens das membranas cório-alantoides tratadas 

com PBS (controle negativo), 1,0 M de NaOH (controle positivo) e os LIPs nos tempos de 0 s 

a 300s. 
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Figura 7. Sequência de fotografias ilustrando o efeito do PBS (controle negativo), NaOH 1,0M (controle 

positivo) e diferentes LIPs nas membranas cório-alantoides nos tempos 0s, 30s, 120s e 300s.
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Figura 7. Sequência de fotografias ilustrando o efeito do PBS (controle negativo), NaOH 1,0M (controle 

positivo) e diferentes LIPs nas membranas cório-alantoides nos tempos 0s, 30s, 120s e 300s. 
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Figura 7. Sequência de fotografias ilustrando o efeito do PBS (controle negativo), NaOH 1,0M (controle 

positivo) e diferentes LIPs nas membranas cório-alantoides nos tempos 0s, 30s, 120s e 300s. 
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Figura 7. Sequência de fotografias ilustrando o efeito do PBS (controle negativo), NaOH 1,0M (controle 

positivo) e diferentes LIPs nas membranas cório-alantoides nos tempos 0s, 30s, 120s e 300s. 
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Na Tabela 6 estão representadas as pontuações (baseadas nas Tabelas 2 e 3, item 4.5) 

adquiridas a partir das alterações observadas nas imagens do ensaio HET-CAM para todos os 

LIPs testados e controles negativo e positivo. 
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Tabela 6. Pontuação (média e desvio-padrão) e descrição do tipo de irritação obtidos do ensaio HET-

CAM para os líquidos iônicos próticos e controles positivo e negativo. 

Amostra Média da pontuação Desvio-padrão (±DP) Descrição 

PBS (CN) 0,00 0,00 NI 

NaOH (CP) 16,00 1,41 IS 

2-HDEACi 0,00 0,00 
NI 

2-HEACi 0,67 0,58 

2-HDEAF 1,00 0,00 

IL 2-HDEAOx 3,00 1,63 

2-HDEASu 3,67 1,15 

2-HDEASa 4,00 1,41 

IM 

2-HEAL 4,00 1,41 

2-HDEAL 4,33 1,15 

2-HEAPr 4,50 0,71 

2-HDEAPr 4,67 1,53 

2-HDEAAd 6,00 1,41 

2-HDEAA 6,50 0,71 

2-HEAAd 8,25 1,26 

2-HEAA 8,33 3,40 

2-HDEABe 8,50 2,12 

2-HEAF 9,00 1,00 
IS 

2-HDEAMa 10,00 2,00 
Nota: CN = controle negativo. CP = controle positivo. NI = não irritante. IL = irritante leve. IM = irritante 

moderado. IS = irritante severo. 

 

Apenas dois LIPs promoveram irritação severa (2-HEAF e 2-HDEAMa) enquanto dez, 

apresentaram irritação moderada; três, irritação leve; e dois, não apresentaram nenhuma 

irritação ocular. Vale ressaltar que os LIPs foram analisados sem nenhuma diluição e que, 

portanto, a utilização dos LIPs em processos industriais, por exemplo, após diluição teria ainda 

menor potencial de risco de irritação ocular. Os valores de desvio-padrão em alguns casos foram 

relativamente altos devido, provavelmente, a dois fatores: à viscosidade alta dos LIPs que, 

quando gotejados sobre a membrana cório-alantoide, ficaram concentrados em apenas um único 

ponto; e, também, pela forma de análise de dados dessa técnica que é por meio da observação 

visual. 

Tendo em conta a subjetividade deste ensaio, a alta probabilidade de o observador não 

perceber alterações leves nos vasos sanguíneos e para quantificar os resultados fotográficos, as 

imagens foram submetidas à análise do software ImageJ e PhotoScape (Figura 8). Foram feitas 

algumas modificações no método proposto por Mckenzie et al. (2015) para aprimorar a 

sensibilidade das análises. Os dados foram analisados e processados como “Gray Value – 

valores da escala de cinza”. 
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Considerando que cada ovo tem sua própria rede de vasos sanguíneos, este método é 

inconsistente para comparar amostras diferentes, entretanto, as imagens registradas durante um 

período (0s, 30s, 120s e 300s) para a mesma amostra foram analisadas, o que permitiu uma 

avaliação mais objetiva da resposta fisiológica da CAM em função do tempo quando em contato 

com cada LIP, individualmente. 

 

Figura 8. Exemplo do perfil de valores de escala de cinza utilizando o software ImageJ, 

evidenciando a correlação entre vasos sanguíneos escuros e valores de escala de cinza. 

 

A escala de cinza se relaciona ao ensaio de irritação ocular da seguinte forma: valores 

menores (portanto, linhas posicionadas inferiormente no gráfico) representam regiões de cores 

mais escuras nas imagens, ou seja, quando há hemorragia ou hiperemia, na conversão da 

imagem para escala de cinza, estas áreas apresentam-se em tonalidades mais escuras. O 

contrário acontece quando a membrana permanece saudável, ou seja, há regiões mais claras na 

imagem e, portanto, os valores de escala de cinza são maiores quando comparados às áreas 

hemorrágicas (MCKENZIE et al., 2015).  

Na Figura 9 estão representados os gráficos de valores de escala de cinza dos controles 

negativo (Figura 9A) e positivo (Figura 9B) nos tempos 0s, 30s, 120s e 300s. É possível 

observar que a aplicação de 0,2 mL de PBS à membrana saudável não produziu nenhuma 

resposta visual (pontuação 0, Tabela 6) durante o período de 300s (Figuras 7A-D e 9A), 

enquanto que o mesmo volume de NaOH 1M causou uma hemorragia severa desde os primeiros 
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30s (pontuação 16, Tabela 6). Durante todo o período da análise, o dano à membrana aumentou 

progressivamente (Figuras 7E-H e 9B), classificando esta solução como irritante ocular 

severo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na Figura 10 estão representados os perfis de escala de cinza dos LIPs 2-HDEACi (não 

irritante), 2-HDEAOx (irritante leve), 2-HEAAd (irritante moderado) e 2-HEAF (irritante 

severo). O LIP que não apresentou irritação ocular, 2-HDEACi (pontuação 0, Tabela 6) não 

apresentou alteração visual durante o período da análise, tendo uma queda na média de valores 

de escala de cinza em pixel após 120 s (Figuras 7AB-DB e 10A). O 2-HDEAOx (pontuação 3, 

Tabela 6), também não apresentação alteração visual na CAM e, mesmo apresentando uma 

pequena queda nos 30s iniciais, os valores se mantiveram altos até o final da análise, indicando 

leve irritação ocular (Figuras 7QB-TB e 10B). O LIP irritante moderado 2-HEAAd (pontuação 

8,25, Tabela 6), apresentou dano à membrana após os 120s, havendo uma queda maior da média 

de valores de escala de cinza, evidenciando a irritação ocular moderada (Figuras 7U-X e 10C). 

O LIP irritante severo, 2-HEAF (pontuação 9, Tabela 6), causou danos à membrana, havendo 

uma queda na média de valores de escala de cinza já nos primeiros 30s, se mantendo mais 

baixos até final (Figuras 7I-L e 10D). 

 

 

Figura 9. Correlação entre vasos sanguíneos escuros (hemorragia e hiperemia) e valores de escala de cinza dos 

controles negativo (A) e positivo (B) nos tempos 0s, 30s, 120s e 300s. 

A 

B 
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Figura 10. Exemplos dos perfis de escala de cinza de LIPs não irritante (2-HDEACi, A), irritante leve (2-

HDEAOx, B), irritante moderado (2-HEAAd, C) e irritante severo (2-HEAF, D). 

De acordo com as análises visuais, os LIPs 2-HEACi e 2-HDEACi (Figuras 7Y-BA e 

7AB-DB) não produziram danos relevantes à CAM, um comportamento similar ao controle 

negativo, resultando em uma pontuação de 0,67 e 0,00, respectivamente (Tabela 6), o que os 

classificaram como não irritantes. As Figuras 10A e A10 comfirmaram o esperado, no qual é 

possível notar que os valores da escala de cinza para os tempos 0s, 30s, 120s e 300s se 

sobrepõem, aproximadamente, para 2-HDEACi, indicando ausência de resposta fisiológica, e 

diminui levemente para 2-HEACi, indicando uma leve hiperemia, observada visualmente. Em 

ambos os casos é possível perceber uma ligeira coagulação em 30s em uma área específica 

A 

B 

C 
D 
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(visualmente imperceptível, mas claramente mostrada no gráfico de valores escala de cinza), 

que, conforme observado, diminui com o tempo. As alterações nos vasos sanguíneos 

geralmente começam rapidamente após uma lesão ou infecção, mas se desenvolvem em 

velocidades variadas, dependendo da natureza e gravidade do estímulo inflamatório original. 

É comum ocorrer uma leve vasoconstrição transitória antes da vasodilatação das arteríolas 

como primeira resposta fisiológica à agressão, resultando em aumento do fluxo sanguíneo e 

abertura dos leitos capilares (hiperemia) (ACTOR, 2019). 

O ácido cítrico possui ampla distribuição entre os animais, e diferente dos demais ácidos 

estudados, sua presença foi demonstrada nos fluídos intraoculares de várias espécies de 

mamíferos e aves, bem como, de alguns peixes (KRAUSE, 1938). Esse fato poderia explicar a 

menor capacidade irritante desses LIPs. 

A maioria dos LIPs analisados foi categorizada como irritante ocular moderado. Com 

pontuação 4,50 (Tabela 6) devido a uma leve hiperemia progressiva desde os primeiros 30 s 

do início do teste, sem outros efeitos associados, o 2-HEAPr (Figuras 5CA-FA e A3) 

apresentou comportamento moderadamente irritante equivalente ao 2-HEAL, o que era 

esperado, pois suas estruturas são muito semelhantes e diferem apenas pela presença de um 

grupo hidroxila no composto lactato. 

2-HEAAd e 2-HDEAAd apresentaram pontuações 8,25 e 6,00, respectivamente 

(Tabela 6). O contato da CAM com 2-HEAAd (Figuras 7U-X) resultou em uma leve hiperemia 

no primeiro contato (antes dos 30s), seguida de hemorragia observada a partir dos 300s de teste 

(Figura 10C) . Por outro lado, o 2-HDEAAd permitiu a percepção visual de um efeito 

hemorrágico no primeiro momento sem nenhum outro efeito associado (Figura 7OA-RA). 

Apesar disso, a Figura A9 revela a redução dos valores da escala de cinza a partir do tempo 

120s, indicativo de contenção da hemorragia gerada, e vasoconstrição progressiva ao longo do 

tempo. 

2-HEAF (Figuras 5I-L) e 2-HDEAMa (Figuras 5 EB-HB) foram os únicos dois LIPs 

analisados que apresentaram um perfil severamente irritante. Com pontuação 9,00 e 10,00, 

respectivamente (Tabela 6), o contato de ambos com a membrana corioalantóica resultou em 

hiperemia nos primeiros 30s, seguida de hemorragia observada entre 30s e 120s. As Figuras 

10D e A8 mostram uma tendência de diminuição progressiva dos valores da escala de cinza, 

resultado indicativo de hiperemia/hemorragia progressiva ao longo do tempo. 

Embora não haja informações disponíveis na literatura sobre o potencial de irritação 

ocular do 2-HEAF, o ácido fórmico e os sais de formato são amplamente utilizados na indústria 

cosmética como ingredientes de fragrâncias, conservantes, ajustadores de pH e conservantes 
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em produtos cosméticos, razão pela qual alguns desses produtos já tiveram seu potencial de 

irritação ocular avaliado. Para efeito comparativo, o potencial de irritação ocular do formato 

de sódio foi avaliado in vivo utilizando 6 coelhos brancos da raça Nova Zelândia (3 machos, 3 

fêmeas; pelo menos 8 semanas de idade). A irritação conjuntival transitória (moderada a grave) 

foi observada em todos os 6 coelhos, e necrose conjuntival foi observada em 4 dos 6 coelhos. 

Todas as reações desapareceram no 17º dia (JOHNSON et al., 2016). 

Em termos gerais, é importante destacar que, para um mesmo ânion, os sais de 

dietanolamina apresentaram menor potencial irritante do que os respectivos sais de 

monoetanolamina (2-HEAA > 2-HDEAA, 2-HEAAd > 2-HDEAAd e 2-HEACi > 2-

HDEACi). Trietanolamina (TEA), Dietanolamina (DEA) e Monoetanolamina (MEA) são 

aminoálcoois utilizados em formulações cosméticas como emulsificantes, espessantes, agentes 

umectantes, detergentes e agentes alcalinizantes (FINAL..., 1983), e têm sido estudados quanto 

ao seu potencial de irritação ocular em coelhos (CARPENTER, SMYTH, 1946; WEIL, 

SCALA, 1971; COMMITTED..., 1959, 1976, 1979A, 1979 B, 1980; GRIFFITH et al., 1980) 

e macacos rhesus (COMMITTED..., 1976). Em altas concentrações e com longo tempo de 

contato, TEA, DEA e MEA são irritantes ao olho do coelho em concentrações de 100 %, 50 % 

e 5 % m/m, respectivamente, ou seja, a monoetanolamina tem maior potencial irritante do que 

a dietanolamina (FINAL..., 1983). 

Para os LIPs alifáticos e monoeletrônicos é evidente que o aumento da cadeia aniônica 

diminui o potencial irritante do composto (2-HEAF > 2-HEAA > 2-HEAPr > 2-HEAL; 2-

HDEAA > 2-HDEAPr > 2-HDEAL > 2-HDEASu). O mesmo comportamento é observado 

para os LIPs aromáticos (2-HDEABe > 2-HDEASa) e multieletrônicos (2-HEAAd > 2-HEACi 

e 2-HDEAMa > 2-HDEAAd > 2-HDEACi), o que pode ser explicado pelo fato de que o 

complexo estrutural com maior efeito de impedimento estérico (altos volumes molares) 

apresentam maior resistência à passagem pelas membranas biológicas, reduzindo seu potencial 

irritante ocular (RAMOS et al., 2018).  

Dos dois métodos de análise utilizados nesta pesquisa, semiquantitativo (JOURNAL..., 

1996) e quantitativo (um método modificado de Mckenzie et al. (2015)), nenhum descreve 

completamente os efeitos de todas as soluções testadas. Portanto, a combinação dos dois 

métodos é útil para permitir uma descrição completa e precisa dos danos causados à CAM. 
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5.5 AVALIAÇÃO IN VITRO DE MIGRAÇÃO CELULAR 

 

 Esta análise foi realizada por dois motivos. O primeiro motivo consiste em obter mais 

um dado por meio de estudos in vitro que corroborem com os estudos de citotoxicidade e de 

irritação ocular, uma vez que, havendo citotoxicidade, certamente a proliferação e migração 

celular seriam prejudicadas, e poderiam ser evidenciadas por esta análise. O segundo motivo 

consiste em estimular a busca por efeitos biológicos que talvez possam ser alcançados com o 

emprego dos LIPs, vislumbrando outros possíveis usos destas substâncias inovadoras e, ainda, 

pouco estudadas para esta finalidade. 

Tendo em vista que a migração dos fibroblastos consiste em um importante evento que 

ocorre durante a cicatrização, avaliou-se os efeitos dos LIPs sobre a migração celular utilizando 

o modelo scratch assay. Para efeito ilustrativo, na Figura 11 estão representadas uma replicata 

das fotomicrografias das células em exposição aos LIPs durante 24h. 
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Nota: CN = controle negativo. 

 

 As imagens da Figura 11, no tempo 0h, demonstraram que a remoção das células foi 

feita de forma eficiente, uma vez que a fenda se apresenta bastante evidente para todas as 

amostras, com exceção da amostra 2-HDEAOx. De acordo com as observações realizadas 

durante este trabalho, notou-se que a amostra 2-HDEAOx tem como característica a 

precipitação no meio de cultura celular, o que dificultou a visibilidade da fenda. Isto pode ser 

melhor observado na Figura 12, com a imagem ampliada. Nelas, pontos de precipitação estão 

evidentes, o que tornou a área escurecida. 

 

 

Figura 11. Fotomicrografias do ensaio de migração celular durante 24h de monitoramento. 
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A partir da observação da Figura 11, é possível afirmar que os LIPs não impediram o 

processo de cicatrização já que apresentaram um perfil de migração celular semelhante ao do 

controle negativo. Isto também pode ser verificado pela análise dos dados através do software 

ImageJ, em que foi possível medir a largura da fenda e calcular a porcentagem de fechamento 

da mesma, como descrito no item 4.5. Os dados estão apresentados na Figura 13. 

Figura 12. Fotomicrografias da cultura celular sem amostra (A) e após a adição do LIP 2-

HDEAOx (B) evidenciando a precipitação.

A 
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Nota: Todos os resultados estão expressos como média de quatro experimentos ± erro padrão (M ± EP), analisados 

por One-Way ANOVA com pós-teste de Tukey (*: p ≤ 0,05, diferenças com controle negativo).  

Os gráficos apresentados na Figura 13 demonstraram que os LIPs não inibiram o 

processo de cicatrização, pois acompanharam o perfil de cicatrização do controle negativo. 

Apenas o 2-HDEASu apresentou uma diferença significativa na porcentagem de cicatrização 

em relação ao controle negativo no tempo de 8h, ficando abaixo do resultado do controle, mas 

que não se manteve no tempo de 24 h. Dentre os ácidos carboxílicos presentes na estrutura dos 

LIPs testados, o ácido succínico é o que apresenta maior cadeia alquílica em relação aos outros 

três (ácido propanóico, oxálico e fórmico). Como já descrito, o aumento da cadeia alquílica 

favorece a toxicidade às células, podendo então retardar a migração celular, porém em 24 h, a 

cicatrização se estabeleceu, não causando, então, retardo ou impedimento da cicatrização neste 

período. Estas informações cumprem o primeiro motivo de realização desta técnica, pois 

servem para reforçar os dados de segurança coletados pelo estudo de citotoxicidade e de 

irritação ocular. 

Figura 13. Migração celular (%) do controle negativo e dos líquidos iônicos próticos durante 24h.
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Um dado interessante, e que cumpre o segundo motivo de realização desta técnica, se 

baseia no aumento da proliferação e migração celular em relação ao controle negativo que pode 

ser observado pelo tratamento com o LIP 2-HDEAOx. Uma vez que esta amostra não se 

solubiliza totalmente no meio de cultura celular (Figura 12), é possível sugerir que as células 

utilizaram este LIP como substrato e proliferaram em uma maior velocidade que no controle 

negativo. Entretanto, independentemente do meio pelo qual isto ocorre, podemos notar um 

efeito biológico deste LIP, podendo ser, portanto, um indicativo de uso para tratamento de 

males que afetam o ser humano, como as deficiências de cicatrização.  

Ainda utilizando as análises de imagem do software ImageJ, na Figura 14 estão 

presentes os gráficos de escala de cinza (px) versus a distância (in) do controle negativo e do 

2-HDEAOx, para corroborar com os resultados já apresentados na avaliação do processo de 

cicatrização (Figura 12). Esta análise foi feita, pois com o fechamento da fenda, a tonalidade da 

imagem torna-se mais escurecida devido à ocupação celular. 

Nesta análise de valores de escala de cinza apresentados na Figura 14, como já 

mencionado anteriormente, a quantidade de células se relaciona aos valores de escala de cinza 

da seguinte forma: quanto mais células forem detectadas na imagem, os valores de escala de 

cinza são menores, uma vez que a imagem apresenta mais cores escuras. Então, em condições 

com menor quantidade de células, os valores de escala de cinza são maiores pois as cores são 

Figura 14. Análise da variação da escala de cinza do controle negativo e do 2-HDEAOx referente à 

migração celular. 
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mais claras. Portanto, é possível observar que o 2-HDEAOx apresentou maior quantidade de 

células do que o controle negativo, pois houve uma queda significante na média de valores de 

escala de cinza após 8h, evidenciando aumento da quantidade de células (região mais escura). 

Além disso, quando comparamos a linha do tempo 0h com a do tempo 24h, nota-se um aumento 

significativo da intensidade da cor, indicando a proliferação e migração celular para ocupar a 

fenda. Estes dados, indicam, então, possível efeito cicatrizante do LIP 2-HDEAOx obtido com 

este estudo preliminar.   

Ainda, avaliando as linhas que representam cada tempo de análise, é possível notar que 

a linha verde (24h), é a que exibiu menor valor na escala de cinza, tanto no controle negativo 

quanto no tratamento com o LIP 2-HDEAOx, indicando a adequabilidade deste recurso para 

determinar o preenchimento celular da fenda. 

 Zakrewsky et al. (2014) investigaram alguns LIs a base de colina (cátion orgânico e 

nutriente essencial que faz parte do complexo B de vitaminas) para romper o biofilme formado 

pelas bactérias Pseudomonas aeruginosa e Salmonella enterica no processo de cicatrização 

para melhor liberação do antibiótico através das camadas da pele. Estes LIs promoveram ação 

antibacteriana, toxicidade mínima para células normais do epitélio bronquial humano (NBEC) 

e a própria pele, além de aprimorar de forma eficaz a permeação para administração de 

fármacos.  

 

6 CONCLUSÕES 

 

Os estudos sobre a toxicidade dos LIs são relativamente novos, uma vez que apresentam 

vasta aplicação em processos industriais de diversas áreas, e as pesquisas os apontam como 

sendo solventes alternativos aos convencionais e inovadores, podendo fazer parte do 

desenvolvimento de novos processos mais verdes e sustentáveis, reduzindo os impactos 

causados ao meio ambiente. 

 Um aspecto essencial sobre os LIs que ainda não foi extensivamente explorado é o seu 

perfil de segurança, tanto a nível ambiental quanto humano. Os dados da literatura apresentados 

neste trabalho, demostraram um maior número de pesquisas relacionadas aos LIAs, que, 

geralmente, apresentam toxicidade elevada em relação aos LIPs, devido aos aspectos estruturais 

e seu caráter lipofílico que favorece a sua acumulação no meio ambiente e nos organismos. Já 

os LIPs, por apresentarem caráter hidrofílico, têm maior facilidade de dispersão no meio e, 

consequentemente, menores impactos ambientais e menor toxicidade.  
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Os resultados dos ensaios in vitro de citotoxicidade demonstraram que os LIPs causam 

algum efeito tóxico nas células provavelmente por pressão osmótica, aumentando ou 

diminuindo seu volume, e até mesmo promovendo a perda da integridade das células HaCat. 

Foram observados efeitos citotóxicos reduzidos dos LIPs testados em células HepG2, HaCat e 

HDFa, entre uma faixa de CI50 de 8,0 a 390,0 mM, aproximadamente, podendo atribuir uma 

maior citoxicidade aos LIPs cujo grupo aniônico apresenta maior cadeia alquílica. Entretanto, 

diferentes perfis foram observados, inclusive, com citotoxicidade menor do que a observada 

para solventes convencionais, evidenciando vantagens no emprego de alguns LIPs. 

Para representar as condições oculares in vivo, o teste HET-CAM pode ser usado para 

avaliar substâncias que podem estar associadas a lesões oculares. No caso de possíveis lesões, 

avalia-se a ocorrência de hemorragia, hiperemia e coagulação, produzindo um resultado 

qualitativo determinado pela observação do analista, que pode falhar ou não ser preciso. Assim, 

nesta pesquisa foi utilizada uma combinação de dois softwares livres, ImageJ e Photoscape, 

para obter um resultado semi-quantitativo para reforçar a análise qualitativa preliminar. Dentre 

os dezessete LIPs testados, 2-HDEACi e 2HEACi não ocasionaram nenhum efeito irritante à 

membrana, enquanto outros treze, foram classificados como irritantes leves ou moderados. 

Considerando os resultados, fica evidente que o aumento da cadeia aniônica diminui o 

potencial irritante do composto (2-HEAF > 2-HEAA > 2-HEAPr > 2-HEAL; 2-HDEAA > > 2-

HDEAPr > 2-HDEAL > 2-HDEASu). O mesmo comportamento é observado para LIPs 

aromáticos (2-HDEABe > 2-HDEASa) e multieletrônicos (2-HEAAd > 2-HEACi e 2-

HDEAMa > 2-HDEAAd > 2-HDEACi), o que pode ser explicado pelo fato de que estruturas 

complexas com maior efeito de impedimento estérico (altos volumes molares) apresentam 

maior resistência à passagem pelas membranas biológicas, reduzindo seu potencial irritante 

ocular. 

Dentre os quatro LIPs analisados no ensaio de cicatrização, observou-se comportamento 

semelhante ao controle negativo no processo de migração celular, sendo mais um fator que 

corrobora para segurança no uso dos LIPs. Ainda, o indício de um efeito biológico foi 

observado pelo LIP 2-HDEAOx, que aumentou a proliferação e migração celular, evidenciando 

um melhor resultado do que o controle negativo. 

Finalmente, os dados obtidos neste trabalho demostraram que os LIPs analisados têm 

alto potencial de utilização como alternativas aos solventes convencionais, com vantagens 

diversas, mas principalmente com menor toxicidade às células humanas. Estes efeitos, 

claramente são dependentes da molécula e da concentração empregadas, sendo que os dados 

aqui coletados são relevantes para direcionar o emprego destas substâncias.  
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8 APÊNCIDE A – Figuras suplementares 

 

  Figura A1. Variação da escala de cinza pela distância do 2-HEAA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A2. Variação da escala de cinza pela distância do 2-HDEAA. 
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Figura A3. Variação da escala de cinza pela distância do 2-HEAPr. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A4. Variação da escala de cinza pela distância do 2-HEAL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



86 

 
 

Figura A5. Variação da escala de cinza pela distância do HDEAL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A6. Variação da escala de cinza pela distância do 2-HDEABe. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



87 

 
 

Figura A7. Variação da escala de cinza pela distância do 2-HDEASa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A8. Variação da escala de cinza pela distância do 2-HDEAMa. 
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Figura A9. Variação da escala de cinza pela distância do 2-HDEAAd. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A10. Variação da escala de cinza pela distância do 2-HEACi. 
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Figura A11. Variação da escala de cinza pela distância do 2-HDEAPr. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A12. Variação da escala de cinza pela distância do 2-HDEAF. 
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Figura A13. Variação da escala de cinza pela distância do 2-HDEASu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

9 APENDICE B – Resultados adicionais 

B1. SIMULAÇÃO DE TINGIMENTO DE TECIDOS 

Como nosso grupo de pesquisa dedica-se ao estudo dos LIPs como substituintes da água 

no processo de tingimento têxtil, fez-se uma breve investigação sobre a citotoxicidade dos 

tecidos tingidos neste processo. 

A fim de se realizar a análise de citotoxicidade dos tecidos tingidos com os LIP em 

células HaCat, foi realizada uma simulação do processo de tingimento. Como já é bem 

estabelecido na literatura, os corantes apresentam uma certa toxicidade em células e, para evitar 

possíveis interferências, eles foram removidos do processo de tingimento, porém todas as etapas 

foram realizadas. 

A simulação do tingimento foi realizada com tecido 100 % algodão, cedido pelo 

Departamento de Engenharia Têxtil da Universidade Estadual de Maringá (UEM), numa razão 

de 1:20 de massa do tecido por massa do banho, e a temperatura de tingimento foi fixada em 

60 ºC, de acordo com a prática comum do processo industrial de tingimento de algodão. Os 

ensaios de tingimento foram desenvolvidos em reator de vidro com temperatura controlada 

utilizando um procedimento de contato estático direto (ROSA et al., 2015; SALA; 
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GUTIERREZ-BOUZAN, 2014). 

Inicialmente, os LIPs foram adicionados ao reator na razão previamente indicada, 

iniciando o processo de aquecimento e solubilização gradual por 15 min por agitação mecânica 

em banho termostatizado. Após, o tecido, previamente cortado em tiras retangulares, foi 

adicionado ao reator de tingimento, mantendo a agitação, e esperou-se 60 min, sendo este o 

tempo de tingimento. Cada amostra foi tingida de forma simulada utilizando um LIP específico 

e, então, os tecidos foram lavados utilizando solução detergente aquosa padrão (1 g/L) numa 

razão de 20:1 de massa de solução detergente por massa do tecido por 30 min a 60 ºC. Após a 

remoção completa do LIP no tecido, todas as amostras foram secas em temperatura ambiente 

por convecção natural e umidade constante. Para comparação, a simulação de tingimento da 

amostra controle foi feita da mesma forma, substituindo o LIP pela mesma quantidade de água.  

Os tecidos que passaram pelo processo de simulação de tingimento foram avaliados 

quanto à sua toxicidade em células HaCat. Para isso, os tecidos foram cortados em tamanhos 

iguais (4 cm2) e incubados durante 24 h a 37 ± 2 ºC com 5 mL de DMEM. Após, os tecidos 

foram removidos e a solução extratora foi avaliada como descrito no item 4.2 (ISO, 1999). 

 

B2. CITOTOXICIDADE DOS TECIDOS  

 

Todos os tecidos apresentaram sua coloração natural (branco) após o processo de 

simulação de tingimento. Em estudo realizado por Andrade et al. (2017) no qual o tecido foi 

realmente tingido, foi constatado que os LIPs utilizados como meio de tingimento melhoraram 

o rendimento tintorial, apresentando uma coloração mais forte, em relação ao tecido tingido 

em água. Além disso, alguns LIPs como 2-HEAAd e 2-HDEASa promoveram uma melhor 

inserção do corante à fibra do tecido, por alterar a estrutura da celulose. De maneira geral, os 

LIPs analisados foram eficientes no processo de tingimento, evidenciando a vantagem de 

utilizá-los neste processamento quando comparado com o processo utilizando água. 

Em relação à citotoxicidade dos tecidos, não foi possível obter os valores de CI50 pois 

nenhuma amostra promoveu 50 % de redução da viabilidade celular. Todos os tratamentos com 

LIPs mantiveram aproximadamente 100 % das células em culturas viáveis (Figura B1). 
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Este é um dado muito importante que também deve ser destacado, pois os traços de LIPs 

remanescentes ou não nos tecidos não foram tóxicos às células de pele (queratinócitos). 

Levando em consideração apenas este resultado, é possível sugerir que os tecidos tingidos 

utilizando esses LIPs específicos como meio de tingimento são seguros. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura B1. Viabilidade celular promovida pelos tecidos tratados com os LIPs. 

próticos. 
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