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Introduciao

O papilomavirus humano (HPV) compreende um grupo de virus de DNA pertencentes
a familia Papillomaviridae, capazes de infectar células epiteliais da pele e das mucosas. Embora
grande parte das infec¢des seja transitdria, a persisténcia de gendtipos de alto risco oncogénico,
especialmente HPV-16 e HPV-18, esta associada ao desenvolvimento de diferentes neoplasias,
com particular relevancia para o cancer do colo do utero (James et al., 2025). Nesse processo,
as oncoproteinas virais E6 e E7 desempenham papel central na transformag¢ao e manutencdo do
fenotipo tumoral. E6 promove a degradacdo da proteina supressora tumoral p53, enquanto E7
interfere na fungdo da proteina do retinoblastoma (pRb), contribuindo para proliferacdo celular
desregulada, resisténcia a morte celular e instabilidade gendmica. Dessa forma, a expressao de
E6 constitui um importante pardmetro molecular para a investigag¢ao de células tumorais HPV-
positivas (Pytynia et al.; 2015).

A vacinacgdo, associada ao rastreamento e ao diagnostico precoce de lesdes precursoras,
constitui uma estratégia fundamental para reduzir a incidéncia das neoplasias relacionadas ao
HPV. Entretanto, pacientes com doenca persistente, recorrente ou avancada ainda podem
apresentar limitacdes terapéuticas, resisténcia ao tratamento e efeitos adversos associados as
abordagens convencionais. Nesse contexto, permanece relevante a investigacdo de novas
moléculas bioativas capazes de atuar sobre células tumorais e sobre mecanismos moleculares
envolvidos na carcinogénese associada ao HPV.

Entre as classes de compostos com potencial para essa finalidade estdo os sais
imidazolicos (SI). Sua elevada versatilidade estrutural permite modificacdes nas cadeias
carbonicas, nos grupos substituintes ligados ao anel imidazolico e nos contraions, influenciando
suas propriedades fisico-quimicas e biologicas (Hejazifar et al., 2016; Schrekker et al., 2016).
Diferentes SI tém demonstrado atividade antitumoral, incluindo efeitos sobre viabilidade
celular, geragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), migracdo e mecanismos de morte
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celular. Caracteristicas como comprimento da cadeia alquilica, hidrofobicidade e natureza dos
grupos substituintes podem modificar sua interagio com membranas e componentes
intracelulares, possibilitando investigar relacdes entre estrutura quimica e atividade bioldgica
(Schrekker et al. 2026).

Nesse sentido, os sais cloreto de 1-hexadecil-3-metilimidazolio (CisMImCI), cloreto de
I-metil-3-octadecilimidazolio (CisMImCl) e cloreto de 1-benzil-3-hexadecilimidazolio
(C16BnImCl) (Khe et al.; 2024), constituem um conjunto relevante para avaliagdo comparativa,
permitindo investigar preliminarmente a influéncia do comprimento da cadeia alquilica e da
presenga do grupo benzila sobre sua atividade bioldgica (Figura 1).
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Figura 1. Estruturas quimicas dos sais imidazolicos CisMImCl, Ci¢BnImCl e
CisMImCI.

Apesar das evidéncias de atividade antitumoral dos SI, seus efeitos sobre mecanismos
moleculares associados as oncoproteinas virais em células tumorais HPV-positivas
permanecem pouco explorados. Particularmente, ainda ndo esta estabelecido se diferencas
estruturais entre SI podem estar associadas, além da citotoxicidade, a modulagdo da expressao
de genes virais envolvidos na manutencao do fenotipo tumoral.

Diante desse contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
citotoxica dos SI C;sMImCI, C1sBnImCl e C;sMImCI em células de carcinoma cervical CaSki
HPV-16 positivas e investigar seus efeitos sobre a expressdo relativa do oncogene viral E6,
buscando identificar compostos promissores e possiveis relagdes entre estrutura quimica,
atividade antitumoral e modulacdo de um marcador molecular associado a carcinogénese
induzida pelo HPV-16.

Material e Métodos

Os SI cloreto de CieMImCl, CisMImC1 e C;sBnlmCl foram sintetizados conforme
procedimentos previamente descritos na literatura (Khe et al., 2024; Thomas et al., 2018),
conforme o Esquema 1.
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Esquema 1. Sinteses dos sais imidazolicos C1sMImCI, C1sBnlmCl e C1sMImCI.

A linhagem de carcinoma cervical HPV-16 positiva CaSki (ATCC CRL-1550) foi
cultivada em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Cultilab, BR)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab, BR) e 1% de penicilina (10.000
Ul/mL)/estreptomicina (10 mg/mL) (Gibco, USA), a 37 °C, em atmosfera umidificada
contendo 5% de CO..

A viabilidade celular ap6s exposi¢do aos SI foi determinada pelo ensaio de MTT. As
células foram semeadas em placas de 96 pocos (1 x 10* células/pogo) e mantidas por 24 h para
aderéncia. Em seguida, foram tratadas com CisMImCl, CisBnlmCl ou CisMImCI nas
concentragdes de 0,04; 0,08; 0,16; 0,31; 0,62; 1,25; 2,50 e 5,00 mg/mL por 24 h. Apos o
tratamento, o meio foi removido e adicionaram-se 100 pL de MTT (1 mg/mL em DMEM) por
pogo. Ap6s 30 min de incubagdo a 37 °C, o MTT foi removido e os cristais de formazan foram
solubilizados com 100 uL. de DMSO, sob agitacdo a 200 rpm por 5 min. A absorbancia foi
determinada a 572 nm, e a viabilidade celular foi expressa em relagcdo ao controle ndo tratado.
Os experimentos foram realizados em trés ensaios independentes, com trés réplicas.

Para avaliacdo da expressdao de E6 do HPV-16, células CaSki foram semeadas em placas
de 12 pogos (2 x 10° células/pogo). Apo6s 24 h, foram tratadas com CisMImCI, C16BnImCI e
C1sMImCI em concentragdes selecionadas a partir dos resultados do ensaio de MTT e incubadas
por 24 h. Células ndo tratadas e células expostas ao veiculo foram utilizadas como controles.
Apos o tratamento, as células foram tripsinizadas, lavadas duas vezes com PBS e centrifugadas
a 1000 rpm por 5 min para obtenc¢ao do pellet celular (Khamseh et al.; 2025).

O RNA total foi isolado utilizando TRIzol, e 1 ug de RNA de cada amostra foi
submetido a transcricdo reversa com o High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit,
utilizando iniciadores aleatorios. A sintese de cDNA foi realizada a 25 °C por 10 min, 37 °C
por 2 h e 85 °C por 5 min. A expressao relativa de E6 foi determinada por PCR quantitativa em
tempo real (QPCR) no sistema QuantStudio 12K Flex. A reacdo continha os seguintes
componentes: 10 pul de GoTaq Probe qPCR master mix (Promega, EUA), 0,5 uM de cada
oligonucleotideo!, 0,25 uM de sonda e 2 ul de cDNA (100 ng) e 4dgua livre de nucleases até
completar o volume de 20 pl. A ciclagem consistiu em 95 °C por 2 min, seguida de 40 ciclos
de 95 °C por 15 s e 56 °C por 1 min. A PCR em tempo real foi realizada em triplicata para cada
amostra. O nivel de expressao das amostras estudadas foi calculado com base no método delta-
delta CT, ajustado para a expressdo de RNaseP (controle enddgeno) e em relagdo ao nivel de
expressdo da amostra calibradora (controle de veiculo).
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Resultados e Discussao

Os sais imidazolicos CisMImCl e CisMImCl foram sintetizados de acordo com
procedimento descrito na literatura (Thomas et al., 2018), por reacdo de quaternizagdo do 1-
metilimidazol com o respectivo cloreto de alquila. O 1-metilimidazol (2,10 mmol; 1,00 equiv.)
e o cloreto de alquila correspondente (2,20 mmol; 1,05 equiv.) foram misturados e mantidos
sob refluxo a 135 °C por 3 h. Apds resfriamento a temperatura ambiente, o produto foi lavado
com acetato de etila. O sélido cristalino branco obtido foi isolado por filtragdo, novamente
lavado com acetato de etila e seco em estufa a vacuo. Os rendimentos obtidos foram de 85%
para CisMImCIl e 83% para CisMImCI.

O Ci6BnlmCl foi preparado empregando procedimento descrito na literatura, com
modificacdes (Khe et al.; 2024). Uma mistura de 1-hexadecilimidazol (1,00 mmol; 1,00 equiv.)
e cloreto de benzila (2,00 mmol; 2,00 equiv.) foi mantida sob refluxo a 110 °C por 24 h. Apos
o término da reacdo, o produto bruto foi recristalizado em acetato de etila, fornecendo
C16BnImCI como so6lido branco-palido, com rendimento de 76%.

A atividade dos SI foi inicialmente avaliada pelo ensaio de MTT em células de
carcinoma cervical CaSki, modelo HPV-16 positivo. Os SI C1sMImCI, C1sBnlmCl e CisMImC1
apresentaram reducdo da viabilidade celular dependente da concentracdo apds 24 h de
exposicao, sendo os efeitos mais pronunciados nas maiores concentracdes avaliadas (Figura
2). Em concentragdes menores, observou-se maior preservagdo da atividade metabolica celular.
As diferengas de resposta entre os compostos sugerem que modificagdes estruturais dos SI
influenciam sua atividade biologica.
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Figura 2. Efeito dos sais imidazdlicos CisMImCIl, C16BnIlmCl e C1sMImCI sobre a viabilidade
de células de carcinoma cervical CaSki HPV-16 positivas. A viabilidade celular foi determinada
pelo ensaio de MTT apos 24 h de exposi¢do aos compostos nas concentragdes de 0,04 a 5,00
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mg/mL. Os resultados sdo expressos como porcentagem de viabilidade em relacdo ao controle
ndo tratado e representam a média de trés experimentos independentes realizados em triplicata.

A comparacdo entre CisMImCIl, CisMImCl e Ci¢BnlmCl permite uma andlise
preliminar da relagdo entre estrutura quimica e atividade bioldgica. O aumento da cadeia
alquilica e a introducdo de diferentes grupos substituintes podem alterar propriedades fisico-
quimicas relevantes, como hidrofobicidade e interagdo com membranas celulares. Entretanto,
os resultados obtidos ndo permitem estabelecer quais propriedades sdo responsaveis pelas
diferengas de citotoxicidade observadas, sendo necessarios estudos adicionais de relagdo
estrutura-atividade.

A partir dos resultados de viabilidade celular, foram selecionadas condi¢des
experimentais que permitissem investigar o efeito dos SI sobre a expressao relativa do oncogene
E6 do HPV-16. A andlise por qPCR demonstrou reducdo da expressao relativa de E6 apos o
tratamento com Ci6BnImCl e C1sMImCI, avaliados na concentracao de 2,5 mg/mL, com maior
reducdo observada para CisBnImCl (Figura 3). Esse resultado ¢ relevante porque E6
desempenha papel central na carcinogénese associada ao HPV-16, incluindo sua participagao
na inativacdo da proteina supressora tumoral p53 e, consequentemente, na manutengdo da
sobrevivéncia e proliferagdo das células transformadas.
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Figura 3. Expressao relativa do oncogene E6 do HPV-16 em células de carcinoma cervical
CaSki apds 24 h de exposicao aos sais imidazolicos C1BnImCl e CisMImCl, na concentragao
de 2,5 mg/mL. A expressdo génica foi determinada por qPCR e calculada pelo método delta-
delta CT, ajustado para a expressdo de RNaseP (controle enddgeno) e em relagdo ao nivel de
expressdo da amostra calibradora (controle de veiculo).

Entre os compostos avaliados, CisBnIlmCl apresentou o perfil mais promissor,
associando atividade citotoxica a maior reducdo da expressao relativa de E6. Uma possivel
hipdtese para esse comportamento envolve a presenca do grupo benzila, que diferencia
Ci6BnImCl dos sais contendo apenas substituintes alquilicos e pode modificar suas
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propriedades fisico-quimicas e interagdes com componentes celulares. Essa interpretagao,
entretanto, deve ser considerada uma hipotese de relagdo estrutura-atividade, uma vez que os
dados disponiveis ndo permitem estabelecer uma relacdo causal entre a presenca do grupo
benzila ¢ a modulagao de E6.

A reducdo da expressao de E6 observada para CisBnlmCl e CisMImCI constitui uma
evidéncia inicial de modulagdo de um marcador molecular associado a carcinogénese pelo
HPV-16. Entretanto, os resultados atuais ndo permitem determinar se essa redu¢ao decorre de
uma acao especifica sobre mecanismos relacionados a expressdao de E6 ou se estd, a0 menos
parcialmente, associada as altera¢des de viabilidade e atividade metabolica induzidas pelos SI.
A avaliagdo da expressdo de E6 em condic¢des subcitotoxicas e em diferentes concentragdes e
tempos de exposi¢cdo serd importante para estabelecer a relagdo entre esses fenomenos.

Da mesma forma, a reducdo de E6 em células CaSki ndo deve ser interpretada,
isoladamente, como demonstracdo de atividade antiviral contra o HPV-16. Os resultados
indicam atividade antitumoral associada a modulacdo de um oncogene viral em um modelo
celular HPV-16 positivo, enquanto a demonstracdo de um efeito antiviral exigird abordagens
experimentais especificas. Estudos adicionais deverdo ainda avaliar a resposta em outras
linhagens HPV-positivas e HPV-negativas, bem como em células ndo tumorais, permitindo
investigar a seletividade dos compostos e a eventual dependéncia do efeito em relacdo ao status
de HPV.

Em conjunto, os resultados demonstram que CisMImCI, CisBnlmCl e CisMImCl
apresentam atividade citotoxica em células CaSki, enquanto Ci6BnImCl e CisMImCl foram
associados a reducdo da expressdo relativa de E6 nas condigdes avaliadas. O destaque
observado para CisBnImCl justifica sua priorizacdo em estudos posteriores envolvendo
diferentes condi¢des de exposicao, avaliagdo de E6/E7 e de proteinas relacionadas as suas vias
de acdo, particularmente p53 e pRb, além da investigacdo dos mecanismos de morte celular.
Esses estudos poderdo esclarecer a relagdo entre estrutura quimica, atividade antitumoral e
modulacdo de mecanismos moleculares associados a carcinogénese induzida pelo HPV-16.

Conclusoes

Os resultados demonstram que os SI C1sMImCI, CisBnlmCl e CisMImCIl apresentam
atividade citotoxica dependente da concentra¢do em células de carcinoma cervical CaSki HPV-
16 positivas. Além disso, CisBnImCl e CisMImCl promoveram reducio da expressdo relativa
do oncogene E6, destacando-se o Ci1¢BnImCl pela associacdo entre atividade citotoxica e maior
reducdo da expressdo desse marcador molecular. Esses achados constituem evidéncias
preliminares de que determinados SI, além de afetarem a viabilidade de células tumorais,
podem modular a expressao de um oncogene relevante para a carcinogénese associada ao HPV-
16. Entretanto, estudos adicionais sdo necessarios para determinar a relacdo entre a redugdo da
viabilidade celular e a modulagdo de E6, bem como para estabelecer a seletividade e os
mecanismos de agdo envolvidos. Nesse contexto, o C1sBnImCl apresenta-se como o composto
mais promissor para investigagoes posteriores do potencial antitumoral dos SI em modelos de
neoplasias HPV-positivas.



CONGRESSO "Quimica Inteligente e IA:
BRASILEIRO A Nova Férmula do Futuro

DE QUIMICA no Nosso Presente"

DE 10 A 13 DE NOVEMBRO DE 2026
NOVA PETROPOLIS - RS

Agradecimentos

Os autores agradecem a Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio Grande do
Sul (FAPERGS) pelo apoio financeiro, por meio do Edital n® 24/2551-0001744-5, e a
Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) - Codigo de
Financiamento 001.

Referéncias

HEJAZIFAR. M.et al. Ionic liquid-based microemulsions in catalysis. J Org Chem. §1(24): 12332-12339. 2016.

JAMES CD. et al. Fibroblasts regulate the transcriptional signature of human papilomavirus-positive
keratinocytes. Tumor Virus Research. 19: 200302. 2025.

KHAMSEH A, FARHADI A, JALILVAND S. et al. Analysis of HPV-16 viral load, integration status, and p16
expression in relation to EBV co-infection and cervical lesion severity. Sci Rep. 2025;15(1):8329.
doi:10.1038/s41598-025-93358-x.

KHE JM; FONG Z; LEE WL. et al. Synthesis, characterization and biological evaluation of novel bisimidazolium
mononuclear and dinuclear silver(I)-N-heterocyclic carbene complexes with long N-alkyl chains. Journal of
Organometallic Chemistry. 1009(2024): 123076.

SCHREKKER CML. et al. Multitask imidazolium salt additives for innovative poly(l-lactide) biomaterials
morphology control, Candida spp. biofilm inhibition, human mesenchymal stem cell biocompatibility, and skin
tolerance. ACS Appl Mater Interface. 8(33): 21163-21176. 2016. 10.1021/acsami.6b06005

SCHREKKER CML; BARRA T; VIEIRA MO. et al. Selective anticancer activity of imidazolium salts in prostate
cancer cells via ROS-mediated mechanisms. Bioorganic Chemistry. 181:110264. 2026. doi:
10.1016/j.bioorg.2026.110264

PYTYNIA, et al. Epidemiology of HPV-associated oropharyngeal cancer. Oral Oncol. 50(5): 380-386. 2015.

THOMAS E. et al. 1-Hexadecyl-3-methylimidazolium chloride: structure, thermal stability, and decomposition
mechanism. J Mol Liq. 249: 404-411. 2018.



