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1. INTRODUCAO

A sinvastatina ¢ um agente hipolipemiante da classe das estatinas, que inibe de forma reversivel a
enzima 3-Hidroxi-3-MetilGlutaril Coenzima-A Redutase (HMG-CoA-Redutase) presente na via do
mevalonato, responsavel por catalisar uma das etapas fundamentais da biossintese do colesterol, a
conversdo de HMG-CoA em acido mevaldnico (Brunton ef al., 2012).

As estatinas podem ser divididas entre as que sdo administradas através de preparagdes acidas
biologicamente ativas (pravastatina, rosuvastatina, entre outras) e as que sdo administradas na forma de
pro-farmaco inativo, como € o caso da sinvastatina. (Brunton, et al., 2012) Esta estatina possui um anel
lactona que precisa sofrer hidrolise enzimatica a fim de que fique na sua forma farmacologicamente ativa
(Brunton, ef al.,, 2012). Estudos realizados com as estatinas t€m demonstrado que elas possuem efeitos
pleiotropicos, desencadeados possivelmente pela redugdo de isoprendides, que diminuem as proteinas de
sinalizacdo celular (Ko et al, 2017; Campo & Carvalho, 2007). Podem ser observados efeitos
anti-inflamatorios, atividades imunomoduladoras, anticarcinogénicas, antioxidantes, efeitos
antimicrobianos em bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus) e Gram-negativas (Escherichia
coli), potencializacdo da atividade antitumoral de citocinas e agentes quimioterapicos, como a cisplatina e
a doxorrubicina (de Carvalho et al., 2021. Ko et al., 2017; Graziano et al., 2015; Bergman et al., 2011;
Campo & Carvalho, 2007), entre outros efeitos.

Entre as estatinas, a sinvastatina tem apresentado atividade antibacteriana contra diferentes tipos de
microbiota (oral, intestinal e nasofaringea), bactérias ambientais e bactérias resistentes a drogas (Ko et al.,
2017), tendo capacidade de inibir a sintese de proteinas bacterianas e a producdo de toxinas de S. aureus.
(Thangamani et al., 2015). A bactéria S. aureus ¢ um dos principais patégenos implicados em infecg¢des
nosocomiais € a sua capacidade de formar biofilmes bacterianos dificulta o seu tratamento (Graziano et
al., 2015). No entanto, ndao ha estudos comparando a sinvastatina com a sua molécula hidrolisada, em
termos de atividade antimicrobiana. Com isso, o objetivo do presente estudo ¢ avaliar se a sinvastatina em
sua forma ativa (tenivastatina) possui atividade antimicrobiana e atua na atividade da enzima HMG-CoA
redutase bacteriana de S. aureus.
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2. METODOLOGIA

O presente projeto contempla avaliar a atividade antimicrobiana da tenivastatina, através do ensaio
de concentragdo inibitéria minima (CIM), assim como avaliar a atividade enzimatica de HMG-CoA
redutase Il de S. aureus, por meio da expressdo heterdloga da enzima em E.coli e do ensaio de inibigdo
enzimatica usando o “HMG-CoA Reductase Assay Kit” (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA).

e Atividade Antimicrobiana da tenivastatina

Os ensaios de CIM foram realizados utilizando as cepas de S. aureus ATCC 33591
(meticilina-resistente) e ATCC 29213 (suscetivel a meticilina), através de dilui¢cdes seriadas feitas em
microplacas de 96 pocos, utilizando a sinvastatina acida (tenivastatina) da Sigma, nas concentragdes de
2.000 a 0,12 pg/mL em um volume final de 200 pL, segundo o protocolo da Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI — M07-A9, 2012). Foi utilizado o meio de cultura Mueller Hinton Caldo
(MHB), o indculo bacteriano foi preparado a partir de culturas de S. aureus em meio Agar Triptona de
Soja (TSA) com 24h de crescimento. Posteriormente, as colonias isoladas foram coletadas e suspendidas
no meio MHB, com densidade optica de 0,1 de em 660 nm. As placas foram incubadas por 24h, apds esse
periodo, a CIM foi verificada por leitura em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 660 nm e
por avaliagdo visual, através da coloracdo com resazurina (0,01%). As microplacas utilizadas foram
divididas nos seguintes grupos experimentais:

e Grupo teste (A, B, C e D): Tenivastatina + DMSO + Inoculo + MHB

Controle DMSO (E): MHB + Inéculo + DMSO

e Controle Positivo (F): MHB + In6culo

e Controle do Negativo (G): Apenas MHB

e Controle Branco (H): Tenivastatina + MHB

e Expressao heterdloga da proteina em E.coli.

A regido estrutural do gene mvad que codifica a proteina HMG-CoA redutase de S. aureus foi
clonada em vetor pET28a(+) nos sitios de restricado BamHI e Xhol, o que permitiu a insercao de Histag em
N-terminal possibilitando a purificagdo por cromatografia de afinidade com resina de niquel. A expressao
da HMG-CoA redutase 1II foi feita em E. coli BL21(DE3), que foi cultivado em meio LB liquido durante
24 h a 37°C, com inducao por IPTG. O gene mvaA codifica uma proteina com 425 aminoacidos € com um
peso molecular de 46.180 Da. A andlise foi realizada por SDS-PAGE e a concentragdo foi determinada por
absorbancia a 280 nm utilizando o coeficiente de extingao molar.

e Acao da tenivastatina na atividade da enzima HMG-CoA bacteriana

Os ensaios de inibicdo enzimatica foram conduzidos em triplicata utilizando o “HMG-CoA
Reductase Assay Kit”, baseando-se na seguinte reagdo: (S)-HMG-CoA + 2 NADPH + 2 H'—
(R)-mevalonato + 2 NADP" + CoASH. A atividade enzimatica foi monitorada através da oxidacao de
NADPH, por meio da leitura de absorbancia a 340 nm no espectrofotometro a 37°C durante 20 minutos
com leituras realizadas a cada 10 segundos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

e [Expressao heterologa da proteina em E.coli.

A andlise por SDS-PAGE demonstrou que houve expressao da enzima na fragdo soluvel que foi
purificada. A banda apresentada pela seta vermelha (figura 1) deve ser correspondente a enzima
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HMG-CoA redutase, visto que, possui massa molecular de aproximadamente 40 kDa. Sendo assim, ela foi

posteriormente utilizada nos ensaios cinéticos para avaliagdo da atividade da HMG-CoA redutase de S.
aureus.
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Figura 1 - Andlise do processo de expressdo das proteinas produzidas pelo clone recombinante E.coli BL21(DE3) por SDS-PAGE . M -
marcador de peso molecular em kDa. 1- fragdo antes da indugdo, 2- fra¢do soluvel do lisado celular da indug¢do a 37°C, 3- fragdo
insoluvel do lisado celular da indugdo 37°C, 4- fragdo soluvel do lisado celular da indugdo 30°C, 5- fracdo insoluvel do lisado celular da
inducdo 30°C, 6- fragdo soluvel do lisado celular da indu¢do 18°C e 7- fragdo insoluvel do lisado celular da inducdo 18°C. A seta

vermelha indica a regido correspondente a proteina de interesse.

e Atividade Antimicrobiana da tenivastatina

O valor de CIM obtido para a tenivastatina foi de 1.000 pg/mL em ambas as cepas de S. aureus
(figuras 2 e 3) e nenhum efeito do DMSO (2,5%) foi observado na morte bacteriana. Nosso grupo de
pesquisa encontrou o valor de CIM para a sinvastatina em sua forma pro-farmaco de 31,25 pg/ml para a
cepa ATCC 33591 e 15,65 pg/ml para a cepa ATCC 29213 (Graziano et al., 2015), apresentando assim,
um CIM inferior ao encontrado para a tenivastatina.

Figura 2 - Avalia¢do visual com solugdo de 0,01% de resazurina para a CIM da tenivastatina com DMSO (2,5%) para S. Aureus ATCC
29213. O valor de CIM foi de 1.000 ug/mL, representado pelo primeiro pogo das linhas A, B, C e D. Ndo houve morte da cultura
bacteriana nas amostras dos pogos da linha E e F, o que demonstra que DMSO e o MHB ndo influenciaram na atividade antimicrobiana.
O mesmo confirma-se pela leitura por espectrofotometria (660 nm)
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Figura 3 - Avaliag¢do visual com solugdo de 0,01% de resazurina para a CIM da tenivastatina com DMSO (2,5%) para S. Aureus ATCC
33591. O valor de CIM foi de 1.000 ug/mL, representado pelo primeiro pogo das linhas A, B, C e D. Ndo houve morte da cultura
bacteriana nas amostras dos pogos da linha E e F, o que demonstra que DMSO e o MHB ndo influenciaram na atividade antimicrobiana.
O mesmo confirma-se pela leitura por espectrofotometria (660 nm,).

Tais resultados corroboram com a revisao de Climent e colaboradores (2021), na qual foi
demonstrado que a sinvastatina ¢ um pro-farmaco predominantemente lipofilico e por isso, entra de forma
mais facil nas células e interage com as membranas através de seu precursor hidrofilico acido e
hidrossoluvel (Climent, Benaiges & Pedro-Botet, 2021). Desta forma, a sinvastatina possui um efeito mais
eficaz contra a S. aureus do que as estatinas ja presentes em sua forma acida (Graziano et al., 2015).

Portanto, a tenivastatina pode ter apresentado menor efeito antimicrobiano contra as cepas de S.
aureus em comparagdo com a sinvastatina, por ndo conseguir atravessar de forma eficiente a barreira
hidrofobica da bactéria por se tratar de uma molécula ionizada que possui mais afinidade pela parte
hidrofilica da parede celular bacteriana.

® Acao da tenivastatina na atividade da enzima HMG-CoA bacteriana

Por meio da curva da atividade da HMGCR de S. aureus, medida pelo decaimento da absorbancia
por 340 nm (figura 4), foi possivel observar uma diferenga estatistica significativa entre a atividade e os
grupos com tenivastatina apds 5 minutos de reagdo (p<0,05, Two-Way ANOVA, pos-teste Tukey), através
da medicdo da oxidagdo do NADPH a NADP". Entretanto, ndo foi possivel observar diferenca estatistica
significativa entre as amostras com diferentes concentragdes de tenivastina (p>0,05, Two-Way ANOVA,
pos-teste Tukey).
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Figura 4 - Curva da atividade da HMGR de S. aureus, medida pelo decaimento no valor de absorbancia a 340 nm e sua inibi¢do quando
adicionado tenivastatina. Todas as amostras foram realizadas em triplicatas e descontado o valor do branco (sem enzima), sendo o controle
das amostras sem enzima: branco e branco com tenivastatina (30, 10, 3 e 1 uM). Apés 5 minutos da corrida cinética, o teste estatistico ndo
demonstrou diferenca estatistica significativa entre os grupos com tenivastatina, mas houve diferenca entre eles e a atividade. (p<0,05,
Two-Way ANOVA, pos-teste Tukey).
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O NADPH apresenta absorbancia a 340 nm, enquanto sua forma oxidada (NAD") ndo apresenta
absorbancia significativa nesse mesmo comprimento de onda (Nelson & Cox, 2019). Desta forma, ¢
possivel verificar a atividade da HMG-CoA redutase medindo a oxidagdo de NADPH a NADP", visto que,
a reducao de HMG-CoA em mevalonato consome duas moléculas de NADPH, que ao doar dois elétrons ¢
convertido em duas moléculas de NADP", sendo portanto, o principal ponto de regulagdo da via do
colesterol (Nelson & Cox, 2019). Nesse caso, € esperado uma queda na curva de absorbancia pelo tempo a
340 nm para a atividade enzimatica sem o inibidor (figura 4).

Por outro lado, ¢ esperado que a atividade da enzima bacteriana diminua quando adicionado o
inibidor da enzima, que nesse caso, pela nossa hipotese seria a tenivastatina, ja que as estatinas,sdo
inibidores competitivos da atividade da HMG-CoA redutase humana. Como resultado, foi observada
atividade da enzima, porém pouca variacdo entre as curvas medidas para as diferentes concentragdes de
tenivastatina, apesar disso, ainda assim a curva da atividade quando comparada a inibi¢ao apresentou
diferenca significativa. Essa pouca variagdo da absorbancia a 340 nm no teste realizado, pode indicar
pouca oxida¢do de NADPH em NADP’, podendo estar associado ao fato de ndo estar havendo a
conversdo de HMG-CoA em mevalonato, o que seria um indicativo de inibicao.

4. CONCLUSAO

A tenivastatina possui efeito antimicrobiano contra S. aureus, porém inferior a sinvastatina,
devido a lipofilicidade da molécula. A enzima HMG-CoA redutase foi devidamente purificada para
utilizacdo nos ensaios cinéticos, em que houve diferenca significativa na absorbancia em 340 nm entre
a atividade e a tenivastatina indicando assim que pode ter ocorrido inibi¢do na via do mevalonato pela
tenivastatina.
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