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RESUMO 

Introdução: A sinvastatina é um fármaco hipolipemiante associado a melhorias nas condições 

cardiovasculares de pacientes afetados por dislipidemias. Em células humanas, atua inibindo a enzima 

3-Hidroxi-3-MetilGlutaril Coenzima-A Redutase (HMG-CoA Redutase), reduzindo a síntese de 

colesterol, em uma via conhecida como “via do mevalonato”. Nos últimos anos, têm sido reportados 

vários efeitos não-lipídeo relacionados, associados à sinvastatina, os chamados efeitos pleiotrópicos 

como a atividade antimicrobiana, sendo o Staphylococcus aureus uma das bactérias mais sensíveis ao 

fármaco. Objetivo: Investigar o efeito da sinvastatina sobrea via de produção de mevalonato e 

sobre a expressão de genes relacionados à síntese de peptidoglicanos e à produção de fatores 

de virulência em resposta ao estresse de parede celular em cepas de S. aureus. Material e 

Métodos: S. aureus ATCC 29213 e ATCC 33591 foram expostos a concentrações inibitórias e 

subinibitórias de sinvastatina na presença de mevalonato exógeno em diferentes concentrações (25 µM, 

100 µM, 200 µM, 500 µM e 1 mM) e o crescimento bacteriano foi acompanhado durante 24 horas. 

Ainda, S. aureus ATCC 29213 foi submetido ao tratamento com uma concentração subinibitória de 

sinvastatina (7,8 µg / mL) durante 6 horas e ensaios de análise de expressão gênica relativa foram 

conduzidos para avaliar a influência do tratamento nos genes envolvidos na síntese de peptidoglicano 

(uppS, uppP e murG), bem como na resposta ao estresse de parede celular (vraX, sgtB e tcaA). 

Resultados: A adição de mevalonato conseguiu reverter de maneira parcial ou total a inibição causada 

pela sinvastatina em cepas de S. aureus ATCC 29213 e ATCC 33591 (p < 0,05. ANOVA 2 fatores – 

Bonferroni). Para as concentrações inibitórias de sinvastatina (31,25 µg / mL para S. aureus ATCC 

29213 e 62,5 µg / mL para ATCC 33591), as maiores concentrações de mevalonato (1 mM, 500 µM e 

200 µM na cepa 29213 e 1 mM, 500 µM, 100 µM e 25 µM para 33591) reverteram de forma parcial o 

crescimento bacteriano. Para as concentrações subinibitórias de sinvastatina (15,62 µg / mL e 7,8 µg / 

mL para ATCC 29213, e 31,25 µg / mL para ATCC 33591), a adição de menores concentrações de 

mevalonato (500 µM, 200 µM, 100 µM e 25 µM) promoveu reversão total ou parcial do crescimento 

bacteriano. A concentração de sinvastatina a 15,65 µg / mL, não promoveu efeito inibitório na cepa 

33591.  Adicionalmente, foi observado aumento de 28 vezes na expressão do gene vraX (p < 0,001. 

Teste t de student) e uma redução de 30% na expressão de murG (p < 0,05. Teste t). Foi observada, 

ainda, uma redução de 10% na expressão do gene tcaA e um aumento de 2 vezes em uppS, porém sem 

significância estatística, não havendo alteração na expressão de sgtB e uppP. Conclusão: A inibição 

causada pela sinvastatina foi revertida total ou parcialmente pela adição de diferentes concentrações de 

mevalonato. Ainda, sinvastatina promoveu aumento na expressão do gene vraX e redução em murG. Os 

resultados do presente estudo fornecem evidências adicionais para o entendimento do mecanismo de 

ação antimicrobiano da sinvastatina.  

Palavras-chave: Sinvastatina; Staphylococcus aureus; Reposicionamento de medicamentos; Agentes 

antibacterianos; Expressão gênica.  
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ABSTRACT 

Background: Simvastatin is a lipid-lowering drug associated with improvements in cardiovascular 

conditions in patients affected by dyslipidemia. In human cells, it acts by inhibiting the enzyme 3-

Hydroxy-3-MethylGlutaryl Coenzyme-A Reductase (HMG-CoA reductase), reducing cholesterol 

synthesis, in a pathway known as the “mevalonate pathway”. In recent years, several non-lipid related 

effects associated with simvastatin have been reported, the so-called pleiotropic effects such as 

antimicrobial activity, with Staphylococcus aureus being one of the most sensitive bacteria to the drug. 

Objective: To investigate the effect of simvastatin on the mevalonate pathway and on the expression of 

genes related to peptidoglycan synthesis and the production of virulence factors in response to cell wall 

stress in S. aureus strains. Material and Methods: S. aureus ATCC 29213 and ATCC 33591 were 

exposed to inhibitory and subinhibitory concentrations of simvastatin in the presence of exogenous 

mevalonate at different concentrations (25 µM, 100 µM, 200 µM, 500 µM and 1 mM) and growth 

bacterial was followed for 24 hours. Furthermore, S. aureus ATCC 29213 was subjected to treatment 

with a sub-inhibitory concentration of simvastatin (7.8 µg / mL) for 6 hours and relative gene expression 

analysis assays were conducted to evaluate the influence of the treatment on genes involved in the 

synthesis of peptidoglycan (uppS, uppP and murG) as well as in response to cell wall stress (vraX, sgtB 

and tcaA). Results: The addition of mevalonate was able to partially or completely reverse the inhibition 

caused by simvastatin in S. aureus ATCC 29213 and ATCC 33591 strains (p < 0.05. 2-way ANOVA – 

Bonferroni). For inhibitory concentrations of simvastatin (31.25 µg / mL for S. aureus ATCC 29213 

and 62.5 µg / mL for ATCC 33591), the highest concentrations of mevalonate (1 mM, 500 µM and 200 

µM in strain 29213 and 1 mM, 500 µM, 100 µM and 25 µM for 33591) partially reversed bacterial 

growth. For subinhibitory concentrations of simvastatin (15.62 µg / mL and 7.8 µg / mL for ATCC 

29213, and 31.25 µg / mL for ATCC 33591), the addition of lower concentrations of mevalonate (500 

µM, 200 µM, 100 µM and 25 µM) promoted total or partial reversion of bacterial growth. Simvastatin 

concentration at 15.65 µg / mL did not promote an inhibitory effect on strain 33591. Additionally, a 28-

fold increase in vraX gene expression was observed (p < 0.001. Student t test, unpaired, two-tailed) and 

a 30% reduction in murG expression (p < 0.05. t-test). It was also observed a 10% reduction in tcaA 

gene expression and a 2-fold increase in uppS, but without statistical significance, with no change in 

sgtB and uppP expression. Conclusion: The inhibition caused by simvastatin was totally or partially 

reversed by the addition of different concentrations of mevalonate. Furthermore, simvastatin promoted 

an increase in the expression of the vraX gene and a reduction in murG. The results of the present study 

provide additional evidence for understanding simvastatin's antimicrobial mechanism of action. 

Key-words: Simvastatin; Staphylococcus aureus; Drug repositioning; Anti-bacterial agents. Gene 

expression.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

As estatinas constituem um grupo de fármacos hipolipemiantes relacionados com a 

diminuição da morbidade e mortalidade cardiovascular (Davidson, 2002; Cziraky et al., 2008; 

Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2017). Atuam nas células eucarióticas como inibidores 

competitivos da enzima 3-Hidroxi-3-MetilGlutaril Coenzima-A Redutase (HMG-CoA 

Redutase), reduzindo a síntese de colesterol, em uma via conhecida como “via do mevalonato” 

(Endo et al., 1976; Goldstein e Brown, 1990; Endo, 2004). Como consequência desta inibição, 

promovem a redução dos níveis da lipoproteína de baixa densidade (do inglês, Low Density 

Lipoprotein, LDL), além de uma discreta redução nos níveis de triglicérides plasmáticos e um 

pequeno aumento nos níveis de lipoproteínas de alta densidade (do inglês, High Density 

Lipoprotein, HDL) (Isley et al., 2006; Miller et al., 2006; Sociedade Brasileira de Cardiologia, 

2017). 

Além de seus efeitos clínicos cardiovasculares (Isley et al., 2006; Miller et al., 

2006), as estatinas têm sido associadas a outros efeitos, não lipídeos-relacionados, chamados 

de efeitos pleiotrópicos, como atividade antioxidante (Matalka et al., 2013), anticarcinogênica 

(Park et al., 2013; Yu X et al., 2013; Iannelli et al., 2018), antimicrobiana (Jerwood et al., 2008; 

Bergman et al., 2011; Graziano et al., 2015; Thangamani et al., 2015), entre outros. 

Apesar de vários estudos relatarem o potencial antimicrobiano das estatinas, seu 

mecanismo de ação antimicrobiano ainda permanece desconhecido e parece ser tanto estatina-

específica, visto que nem todas as estatinas apresentam potencial de inibição bacteriana, como 

espécie-específica, visto que bactérias como Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa 

apresentam-se resistentes a estes fármacos enquanto Staphylococcus aureus, Streptococcus 

pneumoniae, Bacillus anthracis e Moraxella catarrhalis, entre outros, são sensíveis (Bergman 

et al., 2011; Graziano et al., 2015; Jerwood et al., 2008; Thangamani et al., 2015). 

Dentre as estatinas, a sinvastatina tem disso relatada como o fármaco da classe com 

maior potencial antibacteriano, atuando como fármaco bacteriostático ou bactericida, de acordo 

com a concentração, com capacidade inibitória tanto em células planctônicas quanto em 

biofilmes (Jerwood et al., 2008; Bergman et al., 2011; Thangamani et al., 2015; Graziano, et 

al., 2015). 

Staphylococcus aureus, bactéria aeróbica Gram-positiva presente na pele de 

indivíduos saudáveis, mas também relacionada a infecções hospitalares, comunitárias e à 
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crescente capacidade de resistência a antimicrobianos (Lakhundi e Zhang, 2018), já demonstrou 

ser sensível à ação da sinvastatina em concentrações em torno de 15,65µg/mL e 31,25 µg/mL, 

a depender da cepa (Graziano et al., 2015). Um importante ponto que diferencia algumas 

bactérias sensíveis das resistentes à ação da sinvastatina é a forma de obtenção de isoprenoides, 

substâncias fundamentais para a formação da parede celular bacteriana. Os isoprenóides são 

essenciais para síntese do peptidoglicano devido à obrigatoriedade da incorporação do 

isoprenoide undecaprenil fosfato no início da via metabólica de formação de peptidoglicano 

ainda em níveis citoplasmáticos (Matsumoto et al., 2016). Segundo esses autores, cepas de S. 

aureus mutantes para o gene mvaA, responsável pela produção do mevalonato, tiveram 

alterações na formação da parede celular (Matsumoto et al., 2016).  

Bactérias como S. aureus possuem a via do mevalonato para obtenção desses 

isoprenoides, via considerada comum a espécies de eucariotos, algumas bactérias e arqueias. 

No entanto, bactérias como E. coli, resistente à sinvastatina, possuem a via alternativa do 

metileritritol-fosfato (MEP) para obtenção desses isoprenoides, evolutivamente considerada 

uma via metabólica mais recente (Hammond e White, 1970; Wilding et al., 2000; Balibar et al., 

2009; Lombard e Moreira, 2011; Heuston et al., 2012; Perez-Gil e Rodríguez-Concepción, 

2013; Matsumoto et al., 2016). 

Além das diferentes vias para obtenção de isoprenoides de parede celular (Lombard 

e Moreira, 2011), foi sugerida uma outra possível razão para as diferentes susceptibilidades 

bacterianas às estatinas, como por exemplo a constituição da parede celular, sugerindo que 

bactérias Gram-positivas seriam sensíveis enquanto as Gram-negativas apresentar-se-iam 

resistentes (Thangamani et al., 2015). No entanto, estudos mostraram a capacidade inibitória da 

sinvastatina contra espécies de Porphyromonas gingivalis e Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans, bactérias Gram-negativas (Emani et al., 2014; Ko et al., 2017; 

Kaminska et al., 2019; Carvalho, 2019). 

As evidências de atividade antimicrobiana da sinvastatina (Jerwood et al., 2008; 

Bergman et al., 2011; Thangamani et al., 2015; Graziano et al; 2015; Ko et al., 2017) tem 

possibilitado a discussão sobre o reposicionamento deste fármaco no tratamento de infecções. 

O reposicionamento de fármacos é uma estratégia para identificar novos usos, não descritos na 

bula, para medicamentos já aprovados por agências reguladoras (Ashburn e Thor, 2004; 

Pushpakom et al., 2019) e tem sido cada vez mais estimulado em virtude na redução na 

descoberta de novas moléculas com atividade antimicrobiana, bem como em virtude do tempo 
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e da quantidade de recursos necessários para que uma nova droga seja lançada no mercado 

(Konreddy et al., 2019).  

Ainda a realização de estudos relacionados ao reposicionamento da sinvastatina 

contra S. aureus pode ajudar, além do entendimento de seu mecanismo de ação antimicrobiano 

e seu possível uso terapêutico para este fim, no melhor entendimento dos mecanismos de 

virulência e adaptação de S. aureus, bem como no risco de resistência antimicrobiana pelo uso 

contínuo da sinvastatina.  

Diante disto, partindo do pressuposto de que a sinvastatina possa interferir na via 

do mevalonato bacteriano de maneira semelhante a seu mecanismo de ação relatado para os 

seres humanos (Endo et al., 1976; Goldstein e Brown, 1990; Endo, 2004; Isley et al., 2006; 

Miller et al., 2006), resultando em redução ou interrupção da produção de mevalonato, essencial 

para a síntese de isoprenoides de parede celular em S. aureus (Matsumoto et al., 2016), este 

estudo buscou investigar o efeito da sinvastatina sobre a via do mevalonato bacteriano através 

da avaliação do efeito da adição de mevalonato em bactérias tratadas com sinvastatina. Ainda, 

sabendo que bactérias como S. aureus respondem à situações que comprometam a homeostase 

celular (Gao et al., 2007), buscou-se avaliar também possíveis influências do tratamento com 

sinvastatina sobre a expressão de genes relacionados à produção (uppS, uppP e murG) e 

resposta de S. aureus ao estresse de parede celular (vraX, sgtB e tcaA) (Kuroda et al., 2003; 

Balibar et al., 2006; Scherl et al., 2006; McCallum et al., 2011; Heuston et al., 2012; Matsumoto 

et al., 2016; Kawakami e Fujisaki, 2018) uma vez que a via do mevalonato em S. aureus está 

relacionada à síntese de peptidoglicano (Matsumoto et al., 2016).  

A hipótese desse estudo é de que a sinvastatina atue interferindo na via do 

mevalonato bacteriano e que esta interferência resulte em alterações na expressão de genes 

relacionados à formação da parede celular, bem como na regulação positiva de genes de 

resposta ao estresse de parede. Ainda, hipotetizamos que a capacidade inibitória da sinvastatina 

sobre S. aureus possa ser revertida pela adição de mevalonato no meio de cultura contendo 

bactérias tratadas com o fármaco.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA  

 

2.1 As estatinas e o uso terapêutico no controle do colesterol humano 

As estatinas constituem um grupo de fármacos hipolipemiantes, relacionados com 

a diminuição da morbidade e mortalidade cardiovascular (Davidson, 2002; Cziraky et al., 

2008). Atualmente, fazem parte deste grupo a lovastatina, sinvastatina, pravastatina, 

fluvastatina, atorvastatina, rosuvastatina e pitavastatina (Hennessy et al., 2016; Sociedade 

Brasileira de Cardiologia, 2017; FDA, 2021; ANVISA, 2021). Nas células eucarióticas, esses 

fármacos atuam como inibidores competitivos da enzima 3-Hidroxi-3-MetilGlutaril Coenzima-

A Redutase (HMG-CoA Redutase), uma enzima-chave para a síntese de colesterol, dentre 

outros produtos, presente em uma via metabólica conhecida como “via do mevalonato I” 

(Goldstein e Brown, 1990; Endo et al., 1976; Endo, 2004).  

Estruturalmente, as estatinas assemelham-se a um intermediário meio-reduzido, o 

Hidroxi-Metil-Glutaril (HMG), da Hidroxi-Metil-Glutaril Coenzima-A (HMG-CoA), 

competindo com este produto pela ligação com a enzima HMG-CoA Redutase. Por serem 

inibidores competitivos, em teoria, a ligação das estatinas com a HMG-CoA Redutase pode ser 

revertida com o aumento da concentração do substrato natural HMG, porém a afinidade das 

estatinas com a HMG-CoA Redutase é cerca de 105 vezes maior que a do substrato natural, 

tendo efeito em escala nanomolar enquanto o substrato natural desempenha função nas células 

em escala micromolar, possuindo baixo potencial para deslocar as estatinas ligadas à HMG-

CoA Redutase (Endo et al., 1976; Corsini et al., 1995; Endo, 2004). 

Historicamente, a mevastatina (também conhecida por compactina) foi a primeira 

droga inibidora da HMG-CoA Redutase, descoberta no início da década de 70 e extraída do 

fungo Penicillium citrinum (Endo et al, 1976; Endo, 2004), porém sem indicação de uso em 

pacientes atualmente (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2017; ANVISA, 2021; FDA, 2021). 

A lovastatina foi descoberta em seguida, sendo uma substância natural derivada do fungo 

Aspergillus terreus (Endo, 2004). A sinvastatina surgiu depois baseada na lovastatina, 

diferenciando-se pela adição de um grupo metil, tornando o fármaco mais lipofílico e potente 

(Sirtori, 1990), sendo, portanto, um composto semi-sintético (Endo, 2004). Tanto a lovastatina 

quanto a sinvastatina possuem uma estrutura química que as classificam como pró-drogas, 

necessitando de metabolismo prévio para tornarem-se ativas e desempenharem o efeito 

terapêutico esperado (ambas possuem um anel lactona fechado na estrutura de ligação com a 
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HMG-CoA Redutase, que precisa estar aberto, sendo necessária sua clivagem no fígado ou no 

trato gastrointestinal) (Endo, 2004; Bersot, 2012; Sirtori, 2014).  

Já a pravastatina, uma droga também semi-sintética como a sinvastatina, possui em 

sua estrutura o anel lactona aberto e, portanto, já é ativa sem necessidade de metabolismo prévio 

para seu efeito terapêutico, assim como os representantes sintéticos (tipo 2) do grupo 

(fluvastatina, atorvastatina, rosuvastatina e pitavastatina), que vieram em seguida (Endo et al., 

1976; Corsini et al., 1995; Endo, 2004; Bersot, 2012; Sirtori, 2014; Iannelli et al., 2018).  

Como principais efeitos terapêuticos das estatinas, tem-se a redução do colesterol 

intracelular e, consequentemente, da biossíntese da lipoproteína de baixa densidade (LDL-

colesterol) (Isley et al., 2006; Miller et al., 2006), cujo principal componente é o colesterol 

(Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2017). O excesso de LDL-colesterol aumenta o risco de 

aterosclerose, doença associada com a epidemiologia de doenças cardiovasculares como infarto 

agudo do miocárdio, angina de peito, morte súbita, insuficiência cardíaca e acidente vascular 

encefálico (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2017). Adicionalmente, promovem em menor 

extensão a redução dos triglicerídios plasmáticos e aumento da lipoproteína de alta densidade 

(HDL-colesterol) (Isley et al., 2006; Miller et al., 2006; Sociedade Brasileira de Cardiologia, 

2017).  

Terapeuticamente, estes fármacos hipolipemiantes são associados também a 

medidas não-farmacológicas para o tratamento das dislipidemias, tais como: controle da dieta, 

perda de peso, cessação do tabagismo e alcoolismo, bem como prática de atividade física 

(Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2017). 

 

2.2 O colesterol e a via do mevalonato humana 

Clinicamente, existem quatro tipos principais de lipídeos no organismo humano: o 

colesterol, precursor de vitamina D, ácidos biliares, hormônios esteroides e constituinte de 

membranas celulares; os triglicérides, relacionados ao armazenamento de energia e formados a 

partir de ácidos graxos e glicerol; os fosfolipídeos, constituintes das membranas celulares; e os 

ácidos graxos, que podem ser saturados, monoinsaturados e polinsaturados (Guyton e Hall, 

2011; Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2017). 

O colesterol, em especial, pode ser obtido tanto da dieta (via exógena), quanto das 

células do fígado, principalmente (via endógena) (Magalhães, 2010) e circula pelo corpo, 

através do sangue, associados a proteínas denominadas apolipoproteínas, formando as 

lipoproteínas. Existem quatro tipos principais de lipoproteínas: as lipoproteínas de densidade 

muito baixa (do inglês, VLDL); as de densidade intermediária (IDL); as de baixa densidade 
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(LDL); e as de alta densidade (HDL) (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2017). O colesterol 

é comumente ligado às LDLs, responsáveis por seu transporte para os tecidos, ou às HDLs, 

responsáveis pelo chamado “transporte reverso do colesterol”, que resulta na captura do 

colesterol dos tecidos periféricos e o transporta de volta para o fígado (Sociedade Brasileira de 

Cardiologia, 2017).  

A via endógena de produção de colesterol (figura 1) é resultado de uma série de 

reações enzimáticas presentes na chamada “via do mevalonato I” (Goldstein et al., 1990; 

Iannelli et al., 2018). Nos eucariotos, a via inicia-se com a ligação do Acetil-CoA com 

Acetoacetil-CoA pela ação da enzima HMG-CoA sintetase dando origem à HMG-CoA 

(Goldstein e Brown, 1990), que por sua vez sofre redução pela enzima HMG-CoA Redutase 

dando origem ao mevalonato. O mevalonato sofre fosforilação e é transformado em mevalonato 

5-fosfato (mevalonato-P) pela mevalonato kinase (MK). Em seguida, a fosfomevalonato kinase 

(PMK) transforma o mevalonato-P em mevalonato 5-difosfato (mevalonato PP). O mevalonato 

PP é transformado em isopentenil pirofosfato (IPP), o primeiro isoprenoide da via, pela enzima 

difosfo-mevalonato decarboxilase. Então, o IPP é convertido em dimetilalil pirofosfato 

(DMAPP) pela enzima isopentenil pirofosfato isomerase (IPP-isomerase). O DMAPP é 

condensado com IPP formando geranil-PP e com outro IPP para formar farnesil-PP, pela 

enzima farnesil pirofosfato sintase (FPPS). Por fim, a enzima escaleno sintetase (SS) converte 

o farnesil-PP em escaleno, que sofre 19 sucessivas reações até formar colesterol (Goldstein et 

al., 1990; Iannelli et al., 2018). Ainda, a via do mevalonato dá origem a outros subprodutos 

relacionados, por exemplo, com o processo de carcinogênese e resposta imune (Thurnher et al., 

2013; Ianneli et al., 2018). 

Conforme apresentado anteriormente, as estatinas atuam como inibidores 

competitivos da enzima HMG-CoA Redutase na via do mevalonato das células eucarióticas, 

reduzindo os níveis de colesterol (Goldstein e Brown, 1990; Endo et al., 1976; Endo, 2004; 

Isley et al., 2006; Miller et al., 2006). A redução do colesterol intracelular provoca duas 

respostas fisiológicas importantes: (a) um aumento na síntese de HMG-CoA e HMG-CoA 

Redutase, resultado de mecanismos de feedback (Brown e Goldstein, 1980; Goldstein e Brown, 

1990); e (b) um aumento de receptores hepáticos de LDL (Bilheimer et al., 1983; Sociedade 

Brasileira de Cardiologia, 2017). O aumento da síntese de HMG-CoA e HMG-CoA Redutase, 

no entanto, não é suficiente para compensar a inibição provocada pelo uso constante das 

estatinas. Ainda, o aumento dos receptores hepáticos de LDL aumenta a captação hepática e 

consequentemente o metabolismo do colesterol (Bilheimer et al., 1983; Sociedade Brasileira de 

Cardiologia, 2017). A via do mevalonato humana é apresentada na figura 1. 
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Figura 1: Representação da via do mevalonato humana (caixas em azul), bacteriana (caixas em laranja) e via do 

MEP bacteriana (caixas em verde), com suas respectivas enzimas até a formação de IPP e DMAPP. A enzima 

HMG-CoA Redutase é identificada em um círculo vermelho. Caixas vermelhas representam substratos comuns às 

três vias metabólicas representadas. Reações sequenciais para formação de colesterol ou peptidoglicano foram 

omitidas. Na via do mevalonato humana, outras substâncias são formadas além das representadas na figura. 

Legendas: HMG-CoA= Hidroxi-Metil-Glutaril Coenzima-A; DOXP= 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate; MEP= 

2C-methyl-D-erythritol4-phosphate; CDP-ME= 4-Diphosphocytidyl-2Cmethyl-D-erythritol; CDP-MEP= 4-

diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol-2-phosphate; MEcPP= 2C-methyl-D-erythritol 2,4-

cyclopyrophosphate; HMB-PP= 1-hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl 4-diphosphate; IPP= isopentyl diphosphate; 

DMAPP= dimethylallyl diphosphate. Esta figura foi feita com base nos estudos de Lombard & Moreira (2011), 

Heuston et al., (2011) e Iannelli et al., (2018). 
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2.3 A sinvastatina 

A sinvastatina é uma droga semi-sintética que surgiu após a lovastatina, como 

modificação da estrutura desta, diferenciando-se em sua estrutura química apenas na adição de 

um grupo metil (Sirtori, 1990), tornando-se mais lipofílica e uma inibidora mais potente da 

HMG-CoA Redutase (Sirtori, 2014).  

Atualmente, é indicada principalmente para casos de hipercolesterolemia familiar, 

hipertrigliceridemia e redução de eventos cardiovasculares. A dose recomendada varia de 10 a 

80 mg por dia, administrada por via oral no período da noite, sendo a dose ajustada de acordo 

com a meta de nível de LDL, bem como interações com outras drogas e fatores de risco 

cardiovasculares, como hipertensão, síndrome metabólica, tabagismo, histórico familiar de 

doença coronariana, entre outros (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2017; Talreja et al., 

2020). Terapeuticamente, são recomendados 10 mg de sinvastatina para redução menor que 

30% de LDL, 20 a 40 mg para redução de 30-50% de LDL e 40 mg com 10 mg de ezetimiba 

para redução de acima de 50% de LDL (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2017). 

Como características farmacocinéticas, possui boa absorção intestinal (60-85%), 

porém sofre intenso metabolismo hepático pelo sistema CYP450 (redução de até 80%), 

apresentando biodisponibilidade abaixo de 5% da dose administrada. No entanto, a dose 

necessária para inibição da HMG-CoA Redutase é cerca de 1-2 nM de seu metabólito ativo 

(IC50 HMG-CoA Redutase), dose menor que a necessária para lovastatina, pravastatina e 

fluvastatina (Sirtori, 2014). 

Dentre os efeitos colaterais mais graves das estatinas de maneira geral, porém raros, 

estão anormalidades hepáticas como hepatite colestática e insuficiência hepática, eventos 

cardiovasculares como fibrilação atrial, bem como alterações musculoesqueléticas como 

miopatias e rabdomiólise. Estas últimas mais relacionadas com altas doses do fármaco e por 

período prologado de uso (80 mg nos primeiros 12 meses, idosos, associação com outros 

fármacos, bem como em situações predisponentes à rabdomiólise) (Forcadell-Peris e Diego-

Cabanes, 2014; Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2017; Talreja et al., 2020). 

Além da redução dos níveis de LDL-colesterol e triglicérides, a sinvastatina 

também tem sido associada à efeitos como melhorias na função endotelial mediada por óxido 

nítrico, promovendo relaxamento e consequentemente melhorias no fluxo sanguíneo (Koh et 

al., 2002; Landmesser et al., 2004; Jones e Davidson, 2005; Guven et al., 2006; Jensen et al., 

2006) e na musculatura lisa, reduzindo níveis de fatores de crescimento endotelial, associados 

a estabilização de placas ateromatosas (Giurgea et al., 2006; Rung et al., 2006). Ainda, 

recentemente foram demonstrados outros efeitos das estatinas, não lipídeo-relacionados, como 
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a capacidade antimicrobiana de alguns fármacos do grupo (Jerwood e Cohen, 2008; Bergman 

et al., 2011; Farmer et al., 2013; Thangamani et al., 2015; Graziano et al., 2015), em especial 

da sinvastatina que mostrou potencial de inibição bacteriana superior às outras drogas do grupo 

para determinadas espécies bacterianas (Graziano et al., 2015; Thangamani et al., 2015). 

 

2.4 Os efeitos pleiotrópicos e a atividade antimicrobiana 

Além da capacidade de reduzir o colesterol, as estatinas apresentam efeitos que não 

podem ser associados apenas às reduções lipídicas, os chamados efeitos não-lipídeo-

relacionados ou efeitos pleiotrópicos, como atividade antioxidante (Matalka et al., 2013), ação 

anticarcinogênica (Yu X et al., 2013; Park et al., 2013), efeito anti-agregante plaquetário (Luzak 

et al., 2012), antiviral (Kishta et al, 2016), antimicrobiano (Jerwood e Cohen, 2008; Bergman 

et al., 2011; Thangamani et al., 2015; Graziano et al., 2015), entre outros.  

Com relação à ação antimicrobiana, têm sido relatado um efeito protetor do uso 

contínuo de estatinas contra bacteremias (Kruger et al., 2006; Thomsen et al., 2006; Nseir et 

al., 2012), pneumonias e até mesmo sepse, muitas delas relacionadas a infecções por S. aureus 

(Liappis et al., 2001; Janda et al., 2010; McDowell et al., 2011; López-Cortés et al., 2013; Khan 

et al., 2013). Ainda, estudos em humanos e em modelos animais têm reportado alterações na 

microbiota intestinal pelo uso de estatinas, utilizadas por via oral. Um estudo observacional 

mostrou associação do uso de estatinas à uma redução na prevalência de disbiose intestinal 

(Vieira-Silva et al., 2020) e modelos animais, utilizando camundongos, mostraram alterações 

na proporção bacteriana de espécies do filo Firmucutes, ao qual pertence S. aureus, reduzindo 

sua população pelo uso de atorvastatina (Zimmermann et al., 2020) e sinvastatina (Zhang et al., 

2020), com aumento na proporção de bactérias do filo Bacterioidetes (Zimmermann et al., 

2020; Zhang et al., 2020). O filo Firmicutes é constituído predominantemente de espécies 

Gram-positivas, enquanto o Bacteroidetes Gram-negativas (Jandhyala et al., 2015; Schade e 

Weindenmaier, 2016; Seong et al., 2018) 

Estudos in vitro mostraram que as estatinas, em especial a sinvastatina, apresentam 

atividade antimicrobiana contra diversas espécies bacterianas, como S. aureus, espécies de 

Enterococcus, Bacillus anthracis, Listeria monocytogenes, Streptococcus pneumoniae e 

Moraxella catarrhalis (Jerwood e Cohen., 2008; Bergman et al., 2011; Thangamani et al., 

2015). No estudo de Thangamani e colaboradores (2015), todas as bactérias Gram-positivas 

testadas, sejam elas aeróbias ou anaeróbias, foram inibidas pela ação das estatinas. No entanto, 

bactérias Gram-negativas, como Pseudomonas aeruginosa, não foram sensíveis a nenhum dos 
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fármacos, sugerindo que a diferença de sensibilidade estava correlacionada ao tipo de parede 

celular (Thangamani et al., 2015). 

No entanto, apesar da hipótese de que as estatinas, incluindo a sinvastatina, 

atuassem apenas em bactérias Gram-positivas e que a composição da parede celular bacterina 

Gram-negativa pudesse oferecer resistência à inibição das estatinas (Thangamani et al., 2015), 

estudos mostraram que bactérias Gram-negativas como Porphyromonas gingivalis, 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Enterobacter aerogenes apresentaram-se 

susceptíveis (Emani et al., 2014; Ko et al., 2017; Kaminska et al., 2019; Carvalho, 2019). Foi 

observado que contra bactérias Gram-positivas, a sinvastatina tem demonstrado maior atividade 

inibitória e para as Gram-negativas a atorvastatina tem tido atividade similar ou até mesmo 

superior à sinvastatina (Ko et al., 2017).  

Bergman e colaboradores (2011) testaram os efeitos de estatinas contra cepas de S. 

pneumoniae, M. catarrhalis e H. influenzae. Neste ensaio, a sinvastatina teve efeito 

bacteriostático para S. pneumoniae, M. catarrhalis na concentração de 15,6µg/mL. Já outras 

estatinas como a pravastatina e fluvastatina obtiveram atividade antimicrobiana 

significativamente inferior. Para H. influenzae, porém, nenhuma estatina teve efeito até 

concentrações de 250 µg/mL (Bergman et al., 2011). 

O nosso grupo de pesquisa avaliou o efeito da atorvastatina, pravastatina e 

sinvastatina sobre o crescimento e viabilidade de espécies de S. aureus, P. aeruginosa, E. coli 

e Enterococcus faecalis na forma planctônica e em biofilme (Graziano et al., 2015). Dentre as 

estatinas, a sinvastatina apresentou melhor atividade antimicrobiana, sendo capaz de inibir o 

crescimento de células bacterianas na forma planctônica, inibir a formação do biofilme 

bacteriano bem como matar o biofilme já formado, apresentando perfil de atividade semelhante 

à vancomicina e gentamicina e tendo como microrganismo mais sensível S. aureus (Graziano 

et al., 2015).  

Algumas diferenças podem ser listadas entre as bactérias sensíveis e resistentes à 

ação da sinvastatina, como por exemplo a via de obtenção de isoprenoides. Estudos 

filogenéticos propuseram que a principal via de obtenção de isoprenoides, substâncias 

fundamentais à fisiologia celular de eucariotos, bactérias e arqueias, seja a via do mevalonato, 

considerada a via ancestral comum para esses domínios de vida (Lombard e Moreira, 2011). 

No entanto, no decorrer da evolução, em algumas bactérias, teria surgido uma via alternativa 

para obtenção dessas substâncias, a via do Metileritritol-4-Fosfato (MEP) (Lombard e Moreira, 

2011; Perez-Gil et al., 2013) (Figura 1). Em bactérias como S. aureus, relatadas como sensíveis 
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à sinvastatina (Graziano et al., 2015), a via para obtenção de isoprenoides é a via metabólica do 

mevalonato (Matsumoto et al., 2016). Nas células bacterianas, essa via é chamada de “via do 

mevalonato bacteriana” ou “via do mevalonato II”, que a diferencia da “via do mevalonato I” 

presente, por exemplo, nas células humanas (Matsumoto et al., 2016). Bactérias como E. coli e 

P. aeruginosa, relatadas como resistentes à sinvastatina, não possuem a via do mevalonato e 

produzem isoprenóides pela via do MEP (Perez-Gil et al., 2013; Graziano et al., 2015; 

Thangamani et al., 2015). Sendo assim, substâncias que tenham ação sobre a via do mevalonato 

das bactérias (ex.: os inibidores da HMGCoa Redutase – as estatinas) teriam ação 

antimicrobiana específica sobre espécies bacterianas que possuem a via do mevalonato, não 

tendo ação sobre espécies que utilizam a via alternativa do MEP. No entanto, bactérias como a 

E. coli se mostraram sensíveis aos efeitos da sinvastatina após serem submetidas a doses 

subinibitórias de colistina (Thangamani et al., 2015), o que sugere que a ação das estatinas sobre 

a viabilidade bacteriana possa se dar por outras vias metabólicas. 

Diante desses achados, a atividade antimicrobiana das estatinas parece ser tanto 

espécie-específica quanto estatina-específica, já que nem todas as estatinas apresentam perfis 

semelhantes de atividade bacteriostática e/ou bactericida, bem como espécies como H. 

influenzae, Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e 

Escherichia coli apresentaram-se resistentes aos efeitos da sinvastatina, o que dificulta o 

entendimento de seu possível mecanismo de ação antimicrobiano (Bergman et al., 2011; 

Graziano et al., 2015).  

 

2.5 Staphylococcus aureus e a via do mevalonato bacteriana 

S. aureus é uma bactéria aeróbica, Gram-positiva e comumente presente de forma 

comensal e assintomática em seres humanos saudáveis, principalmente na pele e em regiões 

mucosas como a mucosa nasal (Gould e Chamberlaine, 1995; Wertheim et al., 2005; Lakhundi 

e Zhang, 2018). No entanto, é também uma das causas mais comuns de infecções em humanos, 

estando associado a infecções hospitalares e comunitárias (Diekema et al., 2001; Boucher e 

Corey, 2008; Smidt et al., 2015; Lakhundi e Zhang, 2018; He e Wunderink, 2020), além de 

infecções de pele (Krishna e Miller, 2012; Iwamoto et al., 2019), do trato respiratório (He e 

Wunderink, 2020), endocardite (Galar et al., 2019; Horino e Hori, 2020), entre outras. 

Descoberto por volta dos anos 1880 (Ogston, 1881; Ogston, 1882; Cowan et al., 1954), tem 

demonstrado uma alta capacidade de desenvolvimento de resistência à antibióticos, como o 

aparecimento de cepas resistentes às penicilinas e à vancomicina (Rammelkamp e Maxon, 
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1942; Kirby, 1944; Lindsay e Holden, 2004; Schito, 2006; Boucher e Corey, 2008; Cameron et 

al., 2011; Pourmand et al., 2017; Lakhundi e Zhang, 2018). 

Como já mencionado em tópicos anteriores, vários domínios de vida produzem 

isoprenoides para diversas funções celulares, incluindo as bactérias (Goldstein et al., 1990; 

Balibar et al., 2009; Lombard e Moreira, 2011; Heuston et al., 2021; Matsumoto et al., 2016; 

Iannelli et al., 2018). No caso específico de S. aureus, esta bactéria utiliza estritamente a via do 

mevalonato para obtenção desses isoprenoides, fundamentais na síntese de peptidoglicano de 

parede celular (Hammond e White, 1970; Wilding et al., 2000; Heuston et al., 2013; Matsumoto 

et al., 2016). 

Na via de mevalonato bacteriana para a biossíntese de isoprenoides, moléculas de 

Acetil-CoA são transformadas em Acetoacetil-CoA pela enzima acetiltransferase (gene atoB), 

sendo posteriormente transformado em 3-hidroxi-3-metilglutarylCoA (HMG-CoA) pela HMG-

CoA sintase (gene mvaS). Este derivado de CoA é então reduzido a mevalonato pela HMG-

CoA Redutase (gene mvaA). No próximo passo da via, o mevalonato é fosforilado duas vezes 

(fosfo-mevalonato e difosfo-mevalonato), pela ação das enzimas mevalonato kinase (gene 

mvaK1) e fosfomevalonato kinase (gene mvaK2), respectivamente, e posteriormente é formado 

um precurssor de 5 carbonos, isopentil difosfato (IPP) ou então seu isômero, dimetilalil 

difosfato (DMAPP), pela ação da difosfomevalonato decarboxylase (gene mdp). A reação entre 

IPP e DMAPP é uma reação reversível que é catalisada pela IPP isomerase (gene ipi) (Bochar 

et al., 1999; Balibar et al., 2009; Heuston et al., 2012). O IPP dá origem ao farnesil difosfato 

(FPP), que forma então undecaprenil difosfato (UPP) pela ação da enzima UPP sintase (gene 

uppS). Posteriormente, UPP é desfosforilado à undecaprenil fosfato (UP) pela ação da enzima 

UPP difosfatase (gene uppP) (Shimizu et al., 1998; Koyama, 1999; Kawakami e Fujisaki, 

2018).  

Em S. aureus, UP participa da formação do lipídio I, quando se liga ao 

pentapeptídeo do ácido N-acetil murâmico de difosfato de uridina (pentapeptídeo UDP-

MurNAc) para formar N-acetilmuramil-(pentapeptídeo)-difosforil UOH (lipídio I) com a 

participação da enzima MraY. Depois, lipídio I reage com difosfato de uridina N-acetil 

glucosamina (UDP-GlcNAc) para formar N-acetilglucosaminil-N-acetilmuramil- 

(pentapeptídeo)-difosforil UOH (lipídio II) e uridina difosfato (UDP) pela ação de MurG 

(Mengin-Lecreulx et al., 1991; Bugg et al., 2006; Kawakami e Fujisaki, 2018). Lipídio II é um 

precursor de peptidoglicano da parede celular, um hetepolissacarídeo essencial na estrutura da 

mesma (Matsumoto et al., 2016; Kawakami e Fujisaki, 2018).  
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A figura 2 apresenta os passos da via do mevalonato bacteriana e sua importância 

na formação de peptidoglicano de S. aureus. Os genes apresentados na figura se referem 

especificamente aos genes de S. aureus.  

 

 

Figura 2: A via do mevalonato e a produção de peptidoglicano de S. aureus. Em parênteses e 

após estão apresentados os genes de S. aureus responsáveis pela produção das respectivas enzimas. (A) A via do 
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mevalonato bacteriana. (B) Produção de Undecaprenil fosfato em bactérias a partir do Isopentenil difosfato (IPP). 

(C) A participação do Undecaprenil fosfato na síntese de peptidoglicano. A figura C foi adaptada de Matsumoto 

et al., 2016, que possui licença de reprodução Creative Commons. 

 

2.6 A produção de peptidoglicano e a resposta de S. aureus ao estresse de parede celular 

Conforme apresentado no item anterior, o isoprenoide undecaprenil fosfato participa 

da formação de lipídeo 1 (figura 2), necessário para a formação de peptidoglicano de parede 

celular de S. aureus (Matsumoto et al., 2016). Além dos genes envolvidos na síntese de 

peptidoglicano, S. aureus também responde ao estresse causados na parede celular através de 

alterações na expressão de genes associados ou não à formação de parede celular. A exposição 

a antibióticos que atuam na parede celular ou que causam depleção de enzimas essenciais de 

síntese de parede celular desencadeia uma série de reações que visa a manutenção da viabilidade 

bacteriana, tais como a indução de genes e produção de proteínas de estresse (Kuroda et al, 

2003).  

Um dos principais fatores de resposta ao estresse em parede celular é a ativação do 

sistema sensor-transdutor de dois ou três componentes (VraSR ou VraTSR) (Utaida et al, 2003; 

Belcheva e Golemi-Kotra, 2008; Dengler et al, 2011; Dengler et al, 2016). Um sistema de dois 

componentes consiste em um grupo de proteínas transdutoras de sinais que respondem a 

alterações nas condições ambientais de um ser vivo (Stock et al., 2000; Groisman, 2016), 

estando relacionados à resposta adaptativa à estímulos do hospedeiro ou ambientais. 

Geralmente são formadas por proteínas transmembrana que sofrem autofosforilação na 

presença de um estímulo e emite um sinal para proteínas intracelulares regulatórias que, uma 

vez ativadas, se ligam a regiões regulatórias promovendo expressão de genes necessários à 

adaptação fisiológica (Stock et al., 2000; Gao e Stock, 2009; Capra e Laub, 2012) 

O sistema VraSR controla a transcrição de até 50 genes, conhecidos coletivamente como 

genes de “estímulo de estresse da parede celular” (do inglês, Cell Wall Stress Stimulon,  CWSS) 

(Utaida et al, 2003; Belcheva e Golemi-Kotra, 2008; Dengler et al, 2011; Dengler et al, 2016). 

O mais sensível indicador da ativação de CWSS em S. aureus é o gene sas016 (vraX), produzido 

como resultado de diversas reações a partir da ativação do sistema VraSR (figura 3), porém 

com funções ainda não completamente esclarecidas (Dengler, et al, 2012). 

 Tais CWSS podem ser induzidos pela redução de genes relacionados à biossíntese da 

parede celular, como MurA, MurZ, MurB, MurF e PBP2 ou alterações na via do mevalonato 
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bacteriano (Gardete et al, 2006; Sobral et al, 2007; Blake et al, 2009), além de danos diretos na 

parede celular como pelo uso de antibióticos glicopeptídeos, beta-lactâmicos e bacitracina 

(Kuroda et al., 2003). O sistema também pode ser ativado pela depleção de proteínas envolvidas 

na divisão celular, como proteínas LCP (LytR-CpsA-Psr) (Dengler et al., 2012) e tem mostrado 

forte relação com a resistência de cepas S. aureus, como as cepas resistentes à vancomicina e 

aos beta-lactâmicos, participando da resposta primária bacteriana ao estresse de parede (Kuroda 

et al, 2003). Acredita-se que a transcrição dos genes CWSS proteja a bactéria contra os danos 

na parede celular, uma vez que podem estar relacionadas com a codificação de proteínas 

associadas à síntese da parece celular como a SgtB (Wang et al 2001; Sengupta et al, 2012), 

MurZ (Blake et al, 2009; Sengupta et al, 2012), PBP2 (Pinho et al, 2001; Sengupta et al, 2012), 

FmtA (Fan et al, 2007), entre outros.  

Kuroda e colaboradores (2003) mostraram que a exposição de S. aureus a antibióticos 

de parede celular resultou no aumento da expressão dos genes vraS, vraR, pbp2, sgtB, fmtA, 

saeS e coa genes após 10 minutos de tratamento. Ainda, o mesmo estudo mostrou que o sistema 

VraSR parece coordenar importantes passos da biossíntese de parede celular, como a produção 

do monômero precursor da síntese de Mureína (MurZ) e polimerização de peptidoglicano 

(PBP2 e SgtB). Ainda, Balibar e colaboradores (2009) mostraram que interferências na 

produção de enzimas participantes da via do mevalonato de S. aureus, como a HMG-CoA 

Redutase, resultaram em aumento da expressão de genes como sgtB e tcaA, entre outros.  

As proteínas VraS são tipicamente proteínas quinases transmembrana com múltiplos 

domínios sensitivos que detectam estímulos específicos (Gao et al., 2007; Belcheva e Golemi-

Kotra, 2008; Tajbakhsh e Golemi-Kotra, 2019). Uma vez estimuladas, provocam fosforilação 

e consequente ativação da proteína VraR que posteriormente sofre dimerização e induz a 

expressão de vraX e dos genes CWSS (Scherl et al 2006; Belcheva e Golemi-Kotra, 2008; 

Eldholm et al., 2010; McCallum et al, 2011; Belcheva et al., 2012; Leonard et al, 2013; Malin 

et al 2017). A VraR também é uma proteína multidomínio, com um domínio N-terminal 

relacionado à sua fosforilação (domínio regulador) e domínio C-terminal que se liga ao DNA 

(domínio efetor). A VraS é ativada em um tempo médio de 10 min a partir de fatores que 

interfiram e causem estresse em parede celular de S. aureus e, uma vez ativada, causa 

fosforilação imediata da VraR (aproximadamente 10 segundos) (Belcheva e Golemi-Kotra, 

2008; Dengler et al., 2011; Tajbakhsh e Golemi-Kotra, 2019). 

A figura 3 apresenta as reações envolvidas na estimulação do sistema VraSR.  
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Figura 3: O VraSR percebe interferências na parede celular e induz a produção de CWSS. VraSR, do 

inglês, Vancomicin resistance associated sensor/regulator. Esta figura foi feita, em parte, utilizando a ferramenta 

Biorender (app.biorender.com). 
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3 PROPOSIÇÃO 

 

Objetivo Geral: 

 

O objetivo deste estudo foi investigar o efeito da sinvastatina na via de produção de 

mevalonato e na expressão de genes relacionados à síntese de peptidoglicanos e à produção de 

fatores de virulência em resposta ao estresse de parede celular em cepas de S. aureus. 

 

 

Objetivos Específicos: 

 

- Verificar se o efeito antimicrobiano da sinvastatina é reduzido ou revertido com a 

adição de mevalonato. 

- Verificar alterações na expressão de genes relacionados à síntese de 

peptidoglicanos de parede celular. 

- Verificar a expressão de genes de virulência de S. aureus em resposta ao estresse 

de parede celular. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Microrganismos utilizados e condições de cultivo  

 Staphylococcus aureus ATCC 29213 e ATCC 33591 (meticilina-resistente) 

foram utilizados para os ensaios do efeito da adição de mevalonato na inibição bacteriana 

induzida pela sinvastatina. Para a análise da expressão gênica na síntese de parede celular e 

fatores de virulência foi utilizado S. aureus ATCC 29213. Os organismos foram estocados em 

freezer -80°C, em Brain Heart Infusion (BHI) (KASVI, Itália) contendo 20% de glicerol 

(Dinâmica Química Contemporânea ®, Indaiatuba, SP, BR), até serem usados nos ensaios. 

Todos os microrganismos testados foram reativados em Tryptic Soy Agar (TSA) (Difco ™, 

Sparks, MD, USA) durante 24 horas (h), a 37 °C em estufa de aerobiose (Novatecnica, 

Piracicaba, SP, BR). Os inóculos bacterianos foram preparados em Mueller Hinton Broth 

(MHB) (Difco ™, Sparks, MD, USA) na absorbância de 0.1 (1-2x108 células) medida em 

espectrofotômetro de tubos (660 nm) (Único, Princeton, NJ, USA). Para os ensaios envolvendo 

mevalonato exógeno, o inóculo foi ajustado para 1-2 x 105 (diluição de 1000 vezes em MHB), 

de acordo com as normas do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012).  

4.2 Substâncias testadas  

 A sinvastatina (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA, PHR1438) foi a 

substância usada em todos os ensaios. Para o ensaio do mevalonato, foi utilizado (RS)-

mevalonato (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA, 90469), com base no estudo de 

Matsumoto e colaboradores (2016). A sinvastatina foi diluída em dimetilsulfóxido 100% 

(DMSO, Êxodo científica, Sumaré, SP, BR) e o mevalonato em água destilada estéril. Para 

todos os experimentos, a concentração máxima final de DMSO foi de 2,5%. 

 As concentrações de sinvastatina utilizadas como valor de concentração 

inibitória mínima (CIM) foram baseadas no estudo de Graziano e colaboradores (Graziano et 

al., 2015) sendo as seguintes: 

 - Para S. aureus ATCC 29213: 15,65 µg/mL. 

 - Para S. aureus ATCC 33591: 31,25 µg/mL. 
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4.3. Ensaio do efeito do mevalonato exógeno na inibição bacteriana induzida pela 

sinvastatina 

4.3.1 Concentrações das substâncias e grupos testados 

Três concentrações de sinvastatina foram escolhidas (1xCIM, 2xCIM e 1/2xCIM), 

de acordo com as CIM (Graziano et al., 2015). As concentrações de mevalonato foram 

determinadas com base em estudos prévios que avaliaram o efeito da adição de mevalonato 

para compensar inibições na via do mevalonato de S. aureus. Várias concentrações de 

mevalonato foram sugeridas como suficientes para reverter a ausência de mevalonato endógeno 

bacteriano, tais como: 80 µM (Matsumoto et al., 2016), 200 µM (Balibar et al., 2009), 500 µM 

(Reichert et al., 2018) e 960 µM (Yu W et al., 2013). Diante disso, optou-se por avaliar uma 

ampla faixa de concentrações de mevalonato, partindo de 25 µM a 1 mM (25 µM, 100 µM, 200 

µM, 500 µM e 1 mM). O ensaio foi realizado em placas de 96 poços. 

Os grupos testados foram, para cada cepa bacteriana estudada: 

- Grupo teste sinvastatina (SNV): MHB + inóculo bacteriano + sinvastatina nas 3 

concentrações estabelecidas. 

- Grupo teste mevalonato (MVL): MHB + inóculo bacteriano + sinvastatina nas 3 

concentrações estabelecidas + mevalonato nas 5 concentrações estabelecidas. 

- Grupo controle de inóculo bacteriano (Controle): MHB + inóculo. 

- Grupo controle de veículo: MHB + inóculo + DMSO nas respectivas 

concentrações encontradas na utilização da sinvastatina. 

- Grupo controle de contaminação: somente MHB. 

- Grupo controle de turbidez dos reagentes utilizados: SNV + MVL. 

Os experimentos foram realizados em quintuplicata para cada concentração de 

sinvastatina e de mevalonato testadas, em dois momentos diferentes. A diluição da sinvastatina 

foi realizada de maneira seriada para reduzir o risco de precipitação do fármaco, de acordo com 

as recomendações do CLSI (CLSI, 2012). As diferentes concentrações de mevalonato foram 

adicionadas à concentração de sinvastatina desejada. A figura 4 apresenta o desenho geral das 

placas de 96 poços usadas. Para cada ensaio, levando em consideração as diferentes 

concentrações de mevalonato requeridas, foram utilizadas 3 placas diferentes para cada cepa 

bacteriana testada. As placas foram incubadas em estufa de aerobiose, a 37°C, durante 24 h.  O 
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crescimento bacteriano foi avaliado através de leitor de microplacas (660nm) (Biochrom Ltd, 

Cambrigde, CB, England) nos tempos: 0 h, 4 h, 8 h, 16 h e 24 h. 

Figura 4: Desenho geral da placa utilizada no ensaio do mevalonato.  

 

4.4 Avaliação da expressão de genes relacionados com a formação de peptidoglicano e de 

genes associados à resposta ao estresse de parede celular em S. aureus. 

 Com base no estudo de Heuston e colaboradores (2012) e Matsumoto e 

colaboradores (2016), que descrevem a cadeia de reações enzimáticas relacionadas à formação 

de parede celular bacteriana a partir da formação dos primeiros isoprenoides da via do 

mevalonato bacteriano (figura 2), foram selecionados os seguintes genes: 

 - uppS: responsável pela produção da enzima UPP sintase, que catalisa a reação 

de farnesil difosfato (FPP) para undecaprenil difosfato (UPP) (Kawakami e Fujisaki, 2018). 

 - uppP:  responsável pela produção da enzima Upp difosfatase, que catalisa a 

reação de undecaprenil difosfato (UPP) para undecaprenil fosfato (UP) (Kawakami e Fujisaki, 

2018). 

 - murG: que participa da formação de lipídeo 2, precursor de outros lipídeos 

envolvidos na formação de peptidoglicano (Matsumoto et al., 2016).  
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Ainda, com a finalidade de avaliar indiretamente a ação da sinvastatina sobre a 

formação da parede celular bacteriana ou até mesmo de um possível dano na parede celular por 

outras vias metabólicas ou na própria parede diretamente, avaliamos a expressão de genes 

relacionados à resposta de S. aureus ao estresse de parede celular. Para isso, três genes foram 

escolhidos: 

- vraX: expresso em resposta a danos na parede celular, bem como à depleção de 

enzimas essenciais para formação da parede celular ou até mesmo alterações na via do 

mevalonato bacteriano (Scherl et al., 2006; Balibar et al., 2006; McCallum et al., 2011).  

- sgtB: expresso em resposta a antibióticos que atuam em parede celular, como as 

penicilinas e associado à síntese de peptidoglicano (Kuroda et al, 2003; Balibar et al., 2009). 

- tcaA: expresso como resposta e resistência a glicopeptídeos (Balibar et al., 2009). 

 

4.4.1 Substâncias utilizadas e grupos testados 

 As bactérias (S. aureus ATCC 29213) foram crescidas em tubos vidro com 10 

mL de meio MHB e foram expostas a concentração subinibitória de sinvastatina (1/2xCIM) 

para permitir mínimo crescimento bacteriano em exposição à estatina utilizada, necessário para 

gerar quantidades de células suficientes para os procedimentos seguintes. 

 Os grupos testados foram, em quintuplicata: 

 - Grupo teste (MHB + inóculo + sinvastatina 1/2xCIM) 

 - Grupo controle (MBH + inóculo) 

 - Grupo controle negativo (MHB, somente) 

 O inóculo bacteriano foi ajustado em 0.1 (660 nm), conforme explicado no item 

4.1 e as bactérias foram crescidas em quintuplicata em estufa de aerobiose, a 37 °C, durante 6 

h, até que o grupo controle atingisse absorbância de 0.5 (660 nm), avaliada em 

espectrofotômetro de tubos. A concentração de DMSO neste ensaio foi de 0,1%. 

4.4.2 Construção dos primers 

 Para a análise da expressão gênica, a sequência de nucleotídeos dos genes 

pretendidos foi consultada na base de dados do National Center for Biotechnology Information 

(NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/). A partir das sequências, os primers foram 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/
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desenhados utilizando o software Primer3 Plus (https://primer3plus.com/). As sequências de 

nucleotídeos dos primers foram verificadas quanto à homologia aos genes de S. aureus por meio 

da ferramenta BLAST Nucleotide (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e os primers foram 

confeccionados na empresa Thermofisher Scientific® (Thermofisher Scientific, Invitrogen, 

Waltham, MA, EUA). O quadro 1 apresenta a sequência de nucleotídeos dos primers 

desenhados.  

Quadro 1- Sequência de nucleotídeos dos primers desenhados. Legenda: pb = pares 

de bases.  

 

Gene 

 

Sequências Forward e Reverse. 

Tamanho do 

produto 

esperado 

Temperatura 

de 

anelamento 

 

Referência 

uppS 

 

5' TTC GTC AAA GTC AGG 

CCA TA 3' 

 

245 pb 

 

59,3 °C 

 

Desenhado 

nesse estudo 3' ATG GTG GCA GAG CAG 

AAC TT 5' 

 

59,9 °C 

uppP 

 

5' GGG TCG TCG AAG GAT 

TAA CA 3' 

 

154 pb 

 

59,9 °C 

 

Desenhado 

nesse estudo 3' GCT GCA AAG ACG GAT 

CCT AA 5' 

 

60,4 °C 

murG 

 

5' TGG GTG GAA GCT TAG 

GAA GT 3' 

 

221 pb 

 

58,8 °C 

 

Desenhado 

nesse estudo 3' AAT CGC ATT TGA TCC AGC 

TC 5' 

 

60,2 °C 

vraX 5’ ATG AAG GCG CAC CAG 

TTT AT 3’ 

 

174 pb 

 

59,6 °C 

 

Desenhado 

nesse estudo 3’ AAA TTC TGG ATT ATT 

GGA ACG A 5’ 

 

57,6 °C 

sgtB 5’ ACA CGC GAT AAT GTG 

GAT GA 3’ 

 

196 pb 

 

60,0 °C 

 

Desenhado 

nesse estudo 3’ CAC CTT GCA CAT CTC TGT 

CG 5’ 

 

60,5 °C 

tcaA 5’ GCA CCT ACC AAG CAA 

CCA AT 3’ 

 

178 pb 

 

60,0 °C 

 

Desenhado 

nesse estudo 3’ CTG CAA AAT CAC CGT 

TCT CA 5’ 

 

59,8 °C 

https://primer3plus.com/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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gyrB 5’ GGT GCT GGG CAA ATA 

CAA GT 3’ 

 

219 pb 

 

60,0 °C 

 

Desenhado 

nesse estudo 3’ TGG GAT ACC ACG TCC 

GTT AT 5’ 

 

60,1 °C 

 

 Como gene de referência (controle endógeno), foi selecionado o gene gyrB 

(Sihto et al., 2014). Foi verificado se as condições experimentais não interferiam na expressão 

desse gene, requisito para que este seja considerado um controle endógeno (Applied 

Biosystems, 2008).  

 

4.4.3 Extração de RNA e transcrição reversa 

 Após o crescimento bacteriano, as amostras foram colhidas por centrifugação 

(5.000g x 10 minutos) utilizando centrífuga de tubos de 15 mL (Hettich ®, Kirchlengern, NW, 

Alemanha). O processo de extração do RNA foi realizado pelo método de coluna em sílica 

(Pure link RNA mini Kit, Life Technologies®, Carlsbad, CA, EUA), de acordo com as 

instruções contidas no manual fornecido pelo fabricante, com adição de um passo no processo 

de lise celular, que foi a utilização de beads de zircônia para disrupção mecânica usando o Mini 

BeadBeater (Biospec Products, Bartlesville, OK, USA) (dois ciclos de 30 segundos, com 

intervalo de 1 minutos em gelo entre cada ciclo). A concentração / pureza (A260 / 280) do RNA 

extraído foi analisada por espectrofotômetro (Nanodrop 2000, Thermo Scientific, Wilmington, 

DE, EUA).  O RNA foi então tratado com DNAse (DNase I, Invitrogen®, Waltham, MA, EUA) 

e sua concentração / pureza (A260 / 280) foi novamente analisada por espectrofotômetro. O 

valor de pureza considerado satisfatório foi: A260 / 280 ~ 2,0. A transcrição reversa para 

formação de cDNA foi realizada usando primers randômicos do kit “SuperScript IV First-

Strand Synthesis System” (Invitrogen ®, Waltham, MA, EUA) e um termociclador (Techne, 

São Paulo, SP, BR). Controles foram adicionados nos passos de tratamento com DNAse e 

transcrição reversa para avaliar possíveis contaminações. 

 

4.4.4 Análise da expressão gênica 

A análise da expressão gênica foi avaliada através de reação em cadeia da 

polimerase mediada por transcrição reversa em tempo real (RT-qPCR) pelo método do Cq 
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comparativo (ΔΔCq) (Applied Biosystems, 2008). Para tal, procedimentos prévios para validar 

o método foram realizados, como a curva-padrão para avaliar a eficiência dos primes de todos 

os genes testados, bem como do gene de referência. A eficiência (E) dos primers é obtida 

utilizando o valor da inclinação (slope) da reta formada no gráfico obtido pela relação entre as 

concentrações de cDNA e os respetivos valores de Cq (E=10-1/slope) e deve ser próxima entre os 

genes teste e o gene referência (Applied Biosystems, 2008). Para este estudo, foram 

considerados os genes com valores de eficiência entre 80% e 120%. A curva-padrão foi 

realizada com amostras de cDNA do grupo controle nas seguintes concentrações: 2 ng/µL, 0,4 

ng/µL, 0,08 ng/µL, 0,016 ng/µL e 0,0032 ng/µL.  

A reação de RT-qPCR foi, então, realizada usando o equipamento StepOne™ Real-

Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), em placas de 48 poços 

(MicroAmp™ Fast Optical 48-Well Reaction Plate, Applied Biosystems, Waltham, 

MA, EUA), usando o kit PowerUp SYBR Gren Master Mix (Applied Biosystems, Waltham, 

MA, EUA). As condições do ciclo térmico foram: Ativação inicial (95°C - 10 min); 40 ciclos 

de denaturação (95°C - 15 s) e anelamento/extensão (60°C - 1 min), seguidos da curva de 

dissociação (curvas de melting) (95°C - 15 s; 60 °C - 1 min; 95°C - 15 s), conforme instruções 

do fabricante do Sybr Green. A concentração de primers usada foi de 300 nM (foward e reverse) 

e a concentração de cDNA das amostras foi de 2 ng/µL. Cada unidade amostral foi avaliada em 

triplicata, sendo utilizado como dados os valores finais de Cq (quantification cycle). Controles 

negativos foram inseridos em todas as reações de RT-qPCR. As curvas de melting foram 

utilizadas para avaliar presença de DNA contaminante ou dímeros de primers. Grupos tratados 

com ½ CIM de sinvastatina e controle (sem tratamento) para um mesmo gene, bem como 

controle negativo usando água ao invés de cDNA (NTC, no template control) e controle RT 

negativo usando amostras de RNA extraído sem realizar a transcrição reversa para formação de 

cDNA foram avaliados ao mesmo tempo e em uma mesma placa de 48 poços para reduzir risco 

de alterações de Cq em virtude de ensaios em tempos diferentes.  

A expressão relativa de cada gene alvo foi realizada usando o método do Cq 

comparativo (2-ΔΔCq) (Applied Biosystems, 2008) e a nomenclatura para os termos utilizados 

neste ensaio foram padronizados de acordo com o The MIQE Guidelines (Bustin et al., 2009). 

4.4.5 O método do Cq comparativo  

 O método do Cq comparativo, ou “método do ΔΔCq”, trata-se de uma 

quantificação relativa na qual é calculada a razão da expressão gênica de uma amostra (grupo 
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tratamento) em relação ao grupo controle (não tratado), utilizando os valores de Cq. A fórmula 

para o cálculo é apresentada na figura 5. No presente experimento, o grupo tratamento é o grupo 

tratado com 1/2xMIC de sinvastatina enquanto o grupo controle é a bactéria sem nenhum 

tratamento. 

Utiliza-se também para esse cálculo a expressão do gene alvo comparada ao gene 

referência (gyrB) (Sihto et al., 2014). Para o grupo controle, durante o cálculo do ΔΔCq, ocorre 

subtração do ΔCq do grupo controle pelo ΔCq dele mesmo, resultando em um ΔΔCq = zero. 

Ao elevar 2 ao número zero, tem-se o resultado de 1. Portanto, o grupo controle sempre é 

considerado de valor 1 e os valores apresentados pelo grupo teste se relacionam com o valor do 

controle para mais ou para menos. 

 

Figura 5: Cálculo para análise de expressão gênica relativa. Legenda: ΔCq1 = ΔCq do grupo tratado; 

ΔCq2 = ΔCq do grupo controle; �̅�𝐶𝑞𝑎 = média de Cq do gene alvo do grupo tratado; �̅�𝐶𝑞𝑟1 = média de Cq do gene 

referência do grupo tratado; �̅�𝐶𝑞𝑏 = média de Cq do gene alvo do grupo controle; �̅�𝐶𝑞𝑟2 = média de Cq do gene 

referência do grupo controle; DP = Desvio-padrão. 

4.5 Análise Estatística 

Os resultados representam média e desvio padrão de dois experimentos diferentes. 

Os dados foram avaliados quanto à normalidade (Shapiro-Wilks) e homoscedasticidade 

(Fisher). ANOVA dois fatores seguida de pós teste de Bonferroni foi aplicada para o ensaio do 

efeito da adição de mevalonato na inibição bacteriana promovida pela sinvastatina, e Test-t não 

pareado bicaudal foi aplicado para os resultados da RT-qPCR. A estatística foi realizada no 

programa GraphPad 5.0 (GraphPad Prim Software, San Diego, CA, USA). O nível de 

significância adotado foi de 5%. 
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5. RESULTADOS 

5.1 A adição de mevalonato conseguiu reverter de maneira parcial ou total a inibição 

causada pela sinvastatina em cepas de S. aureus ATCC 29213 e ATCC 33591.  

Para avaliar o efeito da adição de mevalonato sobre a ação inibitória da sinvastatina, 

cepas de S. aureus ATCC 29213 e 33591 foram concomitantemente expostas à sinvastatina (em 

concentrações 1xCIM, 2xCIM e 1/2xCIM, com base no estudo de Graziano e colaboradores, 

2015) e mevalonato (em concentrações de 25 µM a 1 mM).  

Para S. aureus ATCC 29213, a concentração de 31,25 µg / mL de SNV inibiu 

significativamente o crescimento bacteriano durante o período de 24 h em relação ao grupo 

controle (p <0,001, ANOVA, tempos 8 h, 16 h e 24 h). Para as concentrações de 15,65 µg / mL 

e 7,8 µg / mL, notou-se uma inibição do crescimento microbiano do grupo SNV (p <0,001, 

ANOVA, tempos de 8 h, 16 h e 24 h), porém inferior à concentração de 31,25 µg / mL. A figura 

6 mostra o padrão de crescimento de S. aureus ATCC 29213 nos diferentes grupos teste e 

controle, bem como a comparação estatística dos grupos suplementados com mevalonato em 

relação às concentrações de sinvastatina e ao controle.  

 Para S. aureus 33591, a concentração de 62,5 µg / mL de SNV promoveu 

inibição bacteriana durante todo o período do ensaio (24 h, p < 0,001, ANOVA). Para a 

concentração 31,25 µg / mL, observou-se efeito inibitório mais sutil comparada a 62,5 µg / mL 

de SNV após 8 h, porém ainda promovendo redução do crescimento bacteriano quando 

comparada ao controle (p <0,001, ANOVA, tempos 8h, 16h e 24h). Já a concentração de 15,65 

µg / mL de SNV inibiu o crescimento bacteriano total apenas até o período de 4 h, apresentando 

diferença estatística com o grupo controle apenas até o tempo de 8 h (p <0,001, ANOVA), ou 

seja, nos tempos 4 h, 16 h e 24 h não houve inibição do crescimento bacteriano e 

consequentemente não houve diferença com o controle (p>0,05, ANOVA). A figura 7 mostra 

o crescimento de S. aureus ATCC 33591 nos diferentes grupos teste e controle, bem como a 

comparação estatística dos grupos suplementados com mevalonato em relação às concentrações 

de sinvastatina e ao controle. 

Nenhuma contaminação foi observada, a concentração de DMSO não foi capaz de 

interferir no crescimento bacteriano, bem como a adição de sinvastatina e/ou mevalonato não 

interferiram no grau de turbidez das amostras (dados não mostrados), o que tornou possível a 

avaliação do crescimento bacteriano através de espectrofotometria (660 nm).  



39 
 

 

 

Figura 6: Ensaio de time-kill de S. aureus ATCC 29213, com adição de sinvastina (SNV), 

sinvastatina + mevalonato (SNV + MLV) e grupo controle. Pontos da curva representam valores médios de 

absorbâncias e barras verticais representam o desvio padrão. (A) Time-kill para o grupo 31,25 µg / mL de SNV. 

A adição das maiores concentrações de MLV (1 mM, 500µM e 200 µM) reverteram de forma parcial a inibição 

provocada pela SNV no tempo 24 h (p < 0,01, ANOVA). Todas as concentrações de MLV apresentaram 

crescimento inferior quando comparadas ao grupo controle nos tempos 8 h, 16 h e 24 h (p < 0,001, ANOVA); (B) 

Time-kill para o grupo 15,62 µg / mL de SNV. Foi observada uma redução da atividade da sinvastatina a partir de 
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t= 8 h. Somente as menores concentrações de MLV (100 µM e 25 µM) foram capazes aumentar o crescimento em 

relação ao grupo SNV t=24 h (p < 0,05, ANOVA), não apresentando diferença em relação ao controle neste mesmo 

período (p > 0,05, ANOVA); (C) Time-kill para o grupo 7,8 µg / mL de SNV. A adição de mevalonato nas 

concentrações de 200 µM, 100 µM e 25 µM em 16 h promoveu crescimento superior ao grupo teste da sinvastatina 

(p < 0,05, ANOVA), bem como de 500 µM, 200 µM, 100 µM e 25 µM no tempo de 24 h (p < 0,001, ANOVA). 

O crescimento observado nestes grupos contendo mevalonato foi capaz de promover um crescimento superior ao 

grupo controle no tempo 24 h (p < 0,01, ANOVA).  

 

Figura 7: Ensaio de time-kill de S. aureus ATCC 33591, com adição de SNV, SNV + MVL) e 

grupo controle. Pontos da curva representam valores médios de absorbâncias e barras verticais representam o 

desvio padrão. (A) Time-kill para o grupo 62,5 µg / mL de SNV. As concentrações de 1 mM, 500 µM, 100 µM e 
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25 µM de MVL na presença de SNV promoveram crescimento bacteriano significativamente maior que o grupo 

tratado somente com SNV (p < 0,05, ANOVA 2 fatores - Bonferroni), porém menores que o grupo controle (p < 

0,001, ANOVA); (B) Time-kill para o grupo 31,25 µg / mL de SNV. Apenas as concentrações 500 µM e 100 µM 

e 25 µM de MVL promoveram crescimento maior que o grupo tratado com SNV em 16h (p < 0,05, ANOVA) e 

500 µM e 200 µM de MVL em 24 h (p < 0,001, ANOVA). Todos os grupos foram diferentes do controle (p < 

0,001, ANOVA); (C) Time-kill para o grupo 15,62 µg / mL de SNV. No tempo de 24 h, não houve diferença 

estatística entre os grupos teste (SNV + MVL) e controle (p > 0,05, ANOVA). 

 

5.2 A sinvastatina promoveu alterações na expressão dos genes vraX e murG em S. 

aureus ATCC 29213.  

Para avaliar a expressão de genes de virulência relacionados à resposta de estresse 

à parede celular de S. aureus (vraX, sgtB e tcaA) e de genes relacionados à formação de parede 

celular a partir de isoprenoides produzidos na via do mevalonato bacteriano (uppS, uppP e 

murG) em S. aureus ATCC 29213, as bactérias foram tratadas com uma concentração 

subinibitória de sinvastatina (7,8 µg / mL). Durante o período de exposição ao fármaco (6 h), 

as bactérias tratadas conseguiram crescer até uma absorbância média de 0.2 (660 nm), enquanto 

o grupo controle atingiu 0.5 de absorbância (660 nm), evidenciando que, apesar do crescimento 

bacteriano não ter sido completamente interrompido, a concentração de sinvastatina usada 

interferiu no metabolismo bacteriano.   

Para uso do método do Cq comparativo (Applied Biossystems, 2008), os primers 

confeccionados foram testados quanto à eficiência e apresentaram eficiência entre 81% e 112 

%. Os controles negativos introduzidos não amplificaram durante a RT-qPCR ou amplificaram 

nos últimos ciclos da reação. As curvas de dissociação (melting), necessárias quando se utiliza 

o sistema Sybr Green ®, apresentaram um único pico, representando a presença de um único 

amplicon.  

A tabela 1 apresenta os resultados da expressão relativa dos genes avaliados, bem 

como a análise estatística aplicada. Diferenças na expressão gênica foram observadas para os 

genes vraX, (p < 0,001, Teste t de student, não pareado, bicaudal) e murG (p < 0,05, Teste t). 

Não houve diferença para os genes sgtB, tcaA, uppS (p > 0,05, Teste t) e uppP (p > 0,05, Teste 

t, correção de welch). N.s. = diferença estatística não significante, p>0.05. 
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Tabela 1: Expressão relativa dos genes de virulência e genes relacionados à síntese de parede celular 

de S. aureus ATCC 29213.  

 Gene ΔCq 2-ΔΔCq Test T 

 

Genes de 

resposta ao 

estresse de 

parede 

celular 

vraX  SNV 7,8 µg / mL 0,31 28,18  

p < 0.001 Controle 5,13 1 

sgtB SNV 7,8 µg / mL 2,41 0,99  

n.s Controle 2,39 1 

tcaA SNV 7,8 µg / mL 4,13 0,90  

n.s. Controle 3,98 1 

 

Genes de 

síntese de 

parede 

celular 

uppS SNV 7,8 µg / mL 0,91 2  

n.s. Controle  1,91 1 

uppP SNV 7,8 µg / mL 4,37 1  

n.s.  Controle 4,38 1 

murG SNV 7,8 µg / mL 3,13 0,73  

p < 0,05 Controle 2,67 1 
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6. DISCUSSÃO 

Nos últimos anos, muitos estudos têm reportado o efeito antibacteriano das 

estatinas, em especial da sinvastatina (Jerwood e Cohen, 2008; Bergman et al., 2011; Emani et 

al., 2014; Thangamani et al., 2015; Graziano et al., 2015; Ko et al., 2017; Kaminska et al., 

2019). No entanto, seu mecanismo de ação antimicrobiano permanece desconhecido e as razões 

pelas quais algumas bactérias são sensíveis à sinvastatina, enquanto outras são resistentes, ainda 

representam uma lacuna na literatura. Neste estudo, mostramos evidências de que a sinvastatina 

possui efeito na via do mevalonato bacteriana e na expressão de genes de síntese de 

peptidoglicano e de virulência em resposta ao estresse de parede celular, dados até então não 

reportados na literatura e que podem contribuir para o entendimento do mecanismo de ação 

antimicrobiano da sinvastatina e para estudos futuros acerca do reposicionamento deste 

fármaco.   

Nos humanos, as estatinas atuam inibindo a enzima HMG-CoA Redutase, enzima-

chave para produção de colesterol, presente na via do mevalonato humana (Endo et al., 1976; 

Goldstein e Brown, 1990; Corsini et al., 1995; Endo, 2004). Espécies bacterianas, como S. 

aureus, também possuem a via do mevalonato, porém resultando na síntese de isoprenoides, 

como o isopentenil difosfato, precursor do undecaprenil fosfato, relacionado à síntese de 

peptidoglicano de parede celular (Balibar et al., 2009; Heuston et al., 2012; Matsumoto et al., 

2016; Kawakami e Fujisaki, 2018). Partindo da hipótese de que a sinvastatina pudesse interferir 

na via do mevalonato bacteriano, reduzindo a síntese de mevalonato necessário para produção 

de peptidoglicano em S. aureus e, assim, desempenhar seu efeito bacteriostático, mostramos 

que a adição de mevalonato às culturas bacterianas tratadas com diferentes concentrações 

inibitórias de sinvastatina conseguiu reverter total ou parcialmente o crescimento bacteriano no 

período de 24 h.  

Para ambas as cepas S. aureus testadas, observou-se uma variação de 1 

concentração para inibição total de crescimento durante o período de 24 h quando comparada 

com os valores de CIM do estudo de Graziano e colaboradores (2015). No nosso estudo, a 

concentração inibitória mínima (CIM) foi na faixa de 31,25 µg/mL para S. aureus ATCC 29213 

e de 62,5 µg/mL para S. aureus ATCC 33591. Isto pode ser devido à variabilidade de ensaios, 

bem como pelo fato de que a concentração inibitória mínima pelo método da microdiluição em 

caldo (CLSI, 2012) representa, na verdade, uma faixa de concentração inibitória e não um valor 

único. Por esta razão, foi testada uma ampla faixa de concentrações de 2xCIM, 1xCIM e 
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1/2xCIM, com base nas concentrações encontradas no estudo de Graziano e colaboradores 

(2015).  

Para as concentrações inibitórias de sinvastatina, as maiores concentrações de 

mevalonato promoveram reversão parcial do crescimento bacteriano. No entanto, para as 

concentrações subinibitórias, apenas as menores concentrações de mevalonato foram capazes 

de reverter total ou parcialmente o crescimento das bactérias.  

Sabendo que a via do mevalonato humana responde ao aumento ou diminuição de 

produtos desta via, como o mevalonato, por mecanismos de feedback (Brown e Goldstein, 1980; 

Goldstein e Brown, 1990; Thurnher et al., 2013), hipotetizamos que em bactérias tratadas com 

concentrações subinibitórias de sinvastatina possa ter ocorrido acúmulo de mevalonato quando 

adicionado em concentrações mais elevadas, interferindo de maneira negativa no crescimento 

bacteriano. Isso pode justificar o porquê da maior concentração de mevalonato adicionada (1 

mM) promover uma redução no crescimento bacteriano, enquanto menores concentrações 

foram responsáveis por aumento significativo no crescimento de S. aureus quando comparado 

com o grupo que foi tratado somente com a sinvastatina. Porém, esta hipótese necessita de 

comprovação.  

Outros estudos também avaliaram os efeitos da adição de mevalonato na inibição 

bacteriana causada pela sinvastatina, porém com resultados diferentes dos obtidos neste estudo 

(Bergman et al., 2011; Thangamani et al., 2015). Bergman e colaboradores (2011) testaram o 

efeito da adição de mevalonato (ácido mevalônico) em Streptococcus pneumoniae, bactéria 

Gram-positiva que possui a via do mevalonato (Wilding et al., 2000; Heuston et al., 2012), 

quando submetida a um tratamento com sinvastatina. Neste estudo, nenhuma das concentrações 

de mevalonato testadas (0,6 mM - 10 mM) foi capaz de promover reversão do crescimento 

bacteriano (Bergman et al., 2011). No entanto, o tempo de tratamento dos microrganismos com 

as substâncias testadas foi de apenas 4 h. No nosso estudo, o crescimento de S. aureus foi 

acompanhado por 24 h, sendo que durante o período de 4 h também não foram observados 

efeitos benéficos da adição de mevalonato. Já o estudo de Thangamani e colaboradores (2015) 

observou que a adição de mevalonato (0,1 mM e 1 mM) em S. aureus tratados com sinvastatina 

não reduziu a inibição bacteriana. No entanto, os dados não foram mostrados para que fosse 

possível avaliar se diferenças metodológicas poderiam justificar os diferentes resultados. 

Além dos efeitos da adição de mevalonato, buscamos avaliar possíveis alterações 

nos genes envolvidos na síntese de peptidoglicano de S. aureus a partir da formação dos 
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primeiros isoprenoides da via. Foram avaliados os genes uppS, uppP e murG, sendo observada 

alteração significativa apenas na expressão do gene murG (uma redução de aproximadamente 

30%). Para os genes uppP e uppS não foi observada alteração significativa na expressão). Em 

relação aos genes de estresse de parece celular, foi observado um aumento significativo na 

expressão do gene vraX (razão de 28 vezes), além de uma redução de 10% na expressão de 

tcaA, porém este sem diferença estatística observada. Para o gene sgtB, no entanto, não foi 

observada alteração em sua expressão.  

Tais resultados corroboram, em parte, com o estudo de Balibar e colaboradores 

(2009) que mostrou que alterações na via do mevalonato de S. aureus resultavam em regulação 

positiva de fatores de virulência, como observado para o gene vraX, porém com pouca 

expressão compensatória nos genes relacionados à biossíntese de isoprenoides, como observado 

para o uppS e uppP (Balibar et al., 2009). 

Diferente dos dados encontrados em nosso estudo, Balibar e colaboradores (2009) 

encontraram aumento de 7-11 vezes para o fator de virulência sgtB e de 6-9 vezes para o tcaA 

em resposta a interferências na via do mevalonato de S. aureus (ausência de genes codificadores 

de enzimas-chave para a síntese de isoprenoides (mvaS, mvaA e mvaK1)). No entanto, no estudo 

de Balibar e colaboradores (2009) houve interrupção completa da produção de mevalonato e 

outros substratos presentes na via do mevalonato, enquanto no nosso estudo as bactérias foram 

tratadas com concentrações subinibitórias de sinvastatina, permitindo ainda crescimento 

bacteriano, o que pode significar que não houve interrupção completa de vias metabólicas 

necessárias ao crescimento e formação de parede celular.  Tais diferenças metodológicas podem 

estar associadas às diferenças na expressão dos genes tcaA e sgtB encontradas em nosso estudo. 

Em S. aureus, a exposição a antibióticos que atuam na parede celular ou que causam 

depleção de enzimas essenciais para a síntese de parede celular, bem como da via do 

mevalonato, desencadeia uma série de reações que visa a manutenção da viabilidade bacteriana, 

tais como a indução de genes e produção de proteínas de estresse (Gardete et al., 2006; Sobral 

et al., 2007; Balibar et al., 2009; Blake et al., 2009; Dengler et al, 2011). Um dos principais 

sistemas de resposta ao estresse de parede celular é o sistema sensor-transdutor de dois 

componentes VraSR (Belcheva e Golemi-Kotra, 2008), ou de três componentes VraTSR, 

segundo alguns autores (Dengler et al, 2016), que controla a transcrição de até 50 genes, 

conhecidos coletivamente como genes de resposta a “estímulos de estresse da parede celular” 

(do inglês, Cell Wall Stress Stimulon,  CWSS) (Utaida et al, 2003; Dengler et al, 2011). Um 

dos mais sensíveis indicadores de alterações na parede celular em S. aureus é o gene vraX, 
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porém com funções ainda não completamente esclarecidas (Dengler et al, 2012). Sabe-se, no 

entanto, que codifica uma proteína de 55 aminoácidos, sendo regulado positivamente diante de 

alterações ou danos em parede celular (Sherl et al., 2006; McCallum et al., 2011; Malin et al., 

2017). Este gene é resultado da ativação de sistemas reguladores (VraS e VraR) (Belcheva e 

Golemi-Kotra, 2008; Eldholm et al., 2010; Belcheva et al., 2012; Tajbakhsh e Golemi-Kotra, 

2019) e tem sido altamente expresso em resposta ao tratamento com antibióticos que atuam em 

parede celular (Scherl et al 2006; McCallum et al, 2011; Malin et al 2017).  

Apesar dos resultados deste estudo mostrarem a influência da sinvastatina na via do 

mevalonato e na parede celular de S. aureus, as evidências ainda não são suficientes para 

determinar precisamente seu mecanismo de ação antibacteriano. Estudos como o de 

Thangamani e colaboradores (2015) mostraram possíveis influências do tratamento de 

concentrações subinibitórias de sinvastatina na inibição da síntese de DNA, RNA, proteínas e 

lipídeos, além de inibição da síntese de parede celular na CIM, através da avaliação da 

incorporação de precursores de parede celular radiomarcados. Ainda, alterações no proteoma 

relacionadas à resposta bacteriana ao estresse, não necessariamente ao estresse de parede 

celular, somadas à inibição de toxinas e de citocinas inflamatórias pelo tratamento com 

sinvastatina, sugerem que a sinvastatina atue em diversas vias celulares, resultando em 

diminuição ou perda da homeostasia celular, levando à inibição bacteriana (Thangamani et al., 

2015). 

Porém, existem evidências de que alterações na via do mevalonato em S. aureus 

não afetem apenas a síntese de isoprenoides para produção de peptidoglicano de parede celular, 

mas também outras funções na célula, tais como a capacidade metabólica da bactéria e 

alterações em sua capacidade fermentativa, tudo isso sendo resultado de complexos 

mecanismos de feedback (Balibar et al., 2009). Portanto, é possível que alterações na via do 

mevalonato possam contribuir para as alterações globais observadas em S. aureus, resultando 

em ativação e/ou inibição de diversas vias bacterianas. 

Muitas hipóteses foram formuladas para explicar, além do mecanismo de ação 

antimicrobiano, a seletividade das estatinas aos microrganismos. Apesar de suposições de que 

as estatinas, incluindo a sinvastatina, atuassem apenas em bactérias Gram-positivas e que a 

composição da parede celular bacterina Gram-negativa pudesse oferecer resistência à inibição 

das estatinas (Thangamani et al., 2015), estudos mostraram que bactérias Gram-negativas como 

Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Enterobacter aerogenes 

apresentaram-se susceptíveis (Emani et al., 2014; Ko et al., 2017; Kaminska et al., 2019, 
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Carvalho, 2019). No entanto, foi observado que contra bactérias Gram-positivas a sinvastatina 

tem demonstrado maior atividade inibitória e para as Gram-negativas a atorvastatina tem tido 

atividade similar ou até mesmo superior à sinvastatina (Ko et al., 2017).  

Do ponto de vista de estrutura-atividade, tem sido proposto que a estrutura química 

das estatinas, como a presença de grupos metil arranjados em uma geometria molecular 

tetraédrica, poderia estar relacionada com a ligação do fármaco a estruturas na parede celular 

de bactérias Gram-positivas e negativas e interferir diretamente na parede celular bacteriana 

(Ko et al., 2017). Com base nessas informações quanto ao tipo de parede celular e da atividade 

antimicrobiana de diferentes estatinas, é improvável associar somente a constituição da parede 

celular bacteriana ou a origem da estatina (natural, sintética ou semi-sintética) à sua atividade 

antimicrobiana, bem como é difícil determinar ainda quais características estruturais podem 

contribuir para o efeito bactericida ou bacteriostático (Carvalho, 2019).  

Outro ponto a ser considerado no entendimento do mecanismo de ação da 

sinvastatina é que nas células humanas a sinvastatina precisa ser metabolizada para tornar-se 

ativa (Endo, 2004; Sirtori, 2014). No entanto a atividade antimicrobiana observada no nosso 

estudo acontece mesmo sem metabolismo prévio, ou seja, com a possível estrutura de ligação 

da sinvastatina à HMG-CoA Redutase na forma de anel lactona. 

Foi demonstrado, inclusive, que estatinas com estrutura de anel lactona foram mais 

eficazes na inibição de S. aureus do que estatinas já na forma ácida (Graziano et al., 2015). Para 

S. pneumoniae, a forma lactona da sinvastatina promoveu inibição, enquanto a forma ácida 

deste mesmo fármaco não teve nenhuma atividade inibitória em concentrações equimolares 

(Bergman et al., 2011). Isso sugere que, ou a atividade antimicrobiana da sinvastatina acontece 

por outra via, diferente da via do mevalonato, ou a estrutura química da enzima HMG-CoA 

Redutase seja diferente, permitindo sua inibição mesmo com a forma lactona da sinvastatina.  

Existem evidências de que a enzima HMG-CoA Redutase I (humana) e II 

(bacteriana) sejam diferentes, tendo a enzima bacteriana menor afinidade com a estrutura das 

estatinas (Wilding et al., 2000; Friesen e Rodwell, 2004), sendo sugerido que o mecanismo de 

ação das estatinas não esteja relacionado à ação conhecida para redução do colesterol humano 

(Jerwood e Cohen, 2008). No entanto, apesar de uma reduzida afinidade (Wilding et al., 2000; 

Friesen e Rodwell, 2004), a capacidade de inibição da HMG-CoA Redutase pelas estatinas, a 

depender da bactéria e da estatina utilizada, ainda deve ser considerada parte importante no 
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entendimento do mecanismo de ação antimicrobiano e investigada com mais detalhes em S. 

aureus. 

Como perspectivas futuras, a sinvastatina tem demonstrado potencial para seu 

reposicionamento devido sua atividade antimicrobiana. No entanto, algumas questões ainda 

precisam ser discutidas e estudadas, como a via de administração do fármaco para o tratamento 

de infecções. O uso oral da sinvastatina para esta finalidade não parece ser o mais adequado 

pois as concentrações nas quais se observa atividade antimicrobiana in vitro (Graziano et al., 

2015; Thangamani et al., 2015) são bem superiores às concentrações sanguíneas encontradas 

pelo uso de sinvastatina (Pentikainen et al., 1992; Björkhem-Bergman et al., 2011; Sirtori, 

2014). Apesar das evidências quanto aos níveis sanguíneos da sinvastatina e de outras estatinas 

serem, em sua maioria, obtidas de ensaios em indivíduos saudáveis e após poucas doses do 

fármaco, a dose por via oral para alcançar os níveis sanguíneos necessários para a atividade 

antimicrobiana seria demasiada alta, podendo resultar em aumento de efeitos colaterais.  

Com base nessas informações, foi postulado que o efeito protetor do ponto de vista 

microbiano observado pelo uso de estatinas (Liappis et al., 2001; Kruger et al., 2006; Thomsen 

et al., 2006; Janda et al., 2010; McDowell et al., 2011; Nseir et al., 2012; López-Cortés et al., 

2013; Khan et al., 2013) possa estar relacionado ao acúmulo do fármaco no organismo de 

indivíduos em uso contínuo das estatinas, pacientes idosos (devido a alterações no metabolismo 

do fármaco) ou a outros efeitos pleiotrópicos, como atividade imunomoduladora (Jerwood e 

Cohen, 2008). No entanto, é real a capacidade da sinvastatina de promover inibição e morte 

bacteriana mesmo sem a influência do sistema imune do hospedeiro, o que torna seu uso tópico 

viável e promissor. 

Como limitações deste estudo, destacam-se a ausência de investigações na 

expressão de genes de S. aureus ATCC 33591. Por se tratar de uma cepa resistente à meticilina 

(fármaco beta-lactâmico), é possível que expresse mais funções de manutenção da homeostase 

de parede celular. Uma vez que o próprio sistema VraSR está associado ao aumento da 

resistência de S. aureus à beta-lactâmicos e à vancomicina (Kuroda et al., 2003), investigações 

adicionais em espécies resistentes podem contribuir para uma maior compreensão do 

mecanismo de ação da sinvastatina. Ainda, alterações nas concentrações de sinvastatina usadas 

para as análises de expressão gênica, como a utilização de concentrações mais altas (inibitórias 

e suprainibitórias), poderiam evidenciar alterações maiores na expressão dos genes testados.  
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Importante ressaltar que este é ainda um estudo inicial para o entendimento do 

mecanismo de ação antimicrobiano da sinvastatina. Outros ensaios, como avaliação da 

integridade de parede celular e análise da capacidade inibitória da sinvastatina sobre a HMG-

CoA Redutase de S. aureus, ainda são necessários. 
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7. CONCLUSÃO 

Em conclusão, os resultados do presente estudo demonstram que a sinvastatina 

parece inibir a via do mevalonato bacteriana, além de interferir na expressão de genes 

relacionados à produção e estresse de parede celular.  Esses achados fornecem indícios de que 

a sinvastatina possa desempenhar seu efeito antimicrobiano através de alterações na parede 

celular de S. aureus associados à via do mevalonato. Entretanto, estudos adicionais são 

necessários para confirmar esta hipótese.  
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ANEXO 1 – RELATÓRIO DE SIMILARIDADE 

 

Efeitos da sinvastatina na via do mevalonato e na expressão de genes da síntese 

e da resposta ao estresse de parede celular em Staphylococcus aureus 

 

 


