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A pesquisa destaca a viabilidade do emprego de enzimas que atuam em 

biofilmes, abrindo caminho para que sejam desenvolvidos coquetéis enzimáticos 

eficazes em erradicar biofilmes multiespécie. Apesar dos desafios, a biodiversidade e 

os avanços biotecnológicos tornam isso viável. O problema além de afetar a área da 

saúde, impacta na indústria, o que pode impulsionar a concepção de soluções 

inovadoras. 

 

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH 

 

The research highlights the feasibility of using enzymes that act on biofilms, 

paving the way for the development of enzymatic cocktails effective in eradicating 

multispecies biofilms. Despite the challenges, biodiversity and biotechnological 

advances make this possible. The issue affects not only healthcare but also industry, 

which may drive the conception of innovative solutions. 
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RESUMO 

 

Staphylococcus aureus é um dos principais patógenos humanos a nível global, em 

grande parte devido à sua alta capacidade de estabelecer infecções resistentes aos 

tratamentos convencionais, principalmente por sua habilidade em formar biofilmes. 

Biofilmes são comunidades microbianas envoltas por uma matriz extracelular 

polimérica (MEP), composta por diversas biomoléculas, especialmente 

polissacarídeos. Esta MEP confere proteção aos microrganismos contra fatores 

externos, incluindo agentes antimicrobianos. Portanto, a busca por estratégias que 

visem erradicar ou prevenir a formação de biofilmes é essencial para permitir o 

tratamento eficaz de infecções com os antimicrobianos disponíveis atualmente. Uma 

abordagem promissora é o uso de enzimas da classe das hidrolases de glicosídeos 

(GH), capazes de degradar os polissacarídeos presentes nas MEPs dos biofilmes 

bacterianos. O objetivo deste estudo foi avaliar a eficácia de três enzimas da família 

GH20 na ação sobre o biofilme de uma linhagem de S. aureus. As enzimas AaGH20, 

ApGH20 e ChGH20 demonstraram capacidade tanto de inibir a formação de biofilme 

da linhagem S. aureus 03, quanto de degradar biofilmes previamente formados, como 

foi observado ao se utilizar a técnica de coloração com cristal violeta para quantificar 

a biomassa do biofilme. O pré-tratamento com essas enzimas no biofilme de S. aureus 

03 foi capaz de restaurar a atividade antimicrobiana da gentamicina e de aprimorar a 

eficácia da Terapia Fotodinâmica com Azul de Metileno, como observado nos testes 

de viabilidade celular utilizando resazurina. Estes resultados promissores abrem 

caminho para investigações mais profundas, visando a avaliação de diversas enzimas 

sobre diferentes biofilmes. O objetivo futuro é o desenvolvimento de um coquetel 

enzimático que possa atuar de forma abrangente em biofilmes multiespécie, os mais 

frequentemente associados a infecções. 

 

Palavras-chave: Staphylococcus aureus; biofilmes; enzimas; fotoquimioterapia. 

 

 

 

 

 

 



    
  

 

ABSTRACT 

Staphylococcus aureus is one of the leading human pathogens worldwide, largely due 

to its high ability to establish infections that are resistant to conventional treatments, 

primarily by forming biofilms. Biofilms are microbial communities enclosed by an 

extracellular polymeric matrix (EPM), composed of various biomolecules, especially 

polysaccharides. This EPM provides protection to microorganisms against external 

factors, including antimicrobial agents. Therefore, the search for strategies to eradicate 

or prevent biofilm formation is crucial for enabling the effective treatment of infections 

with available antimicrobial agents. A promising approach is the use of glycoside 

hydrolase enzymes capable of degrading the polysaccharides present in bacterial 

biofilm EPMs. The objective of this study was to evaluate the effectiveness of three 

GH20 family enzymes in acting on S. aureus biofilms. The enzymes AaGH20, 

ApGH20, and ChGH20 were able to both inhibit biofilm formation by the S. aureus 03 

strain and degrade pre-formed biofilms, as observed with crystal violet staining to 

measure the biofilm biomass. Pre-treatment with these enzymes on S. aureus 03 

biofilms restored the antimicrobial activity of gentamicin and improved the 

effectiveness of Photodynamic Therapy with Methylene Blue, as observed measuring 

the cell viability with resazurin. These promising results pave the way for further 

investigations aimed at evaluating different enzymes on various biofilms. The future 

goal is to develop an enzymatic cocktail that can act comprehensively on multispecies 

biofilms, which are most commonly associated with infections. 

 

Keywords: Staphylococcus aureus; biofilms; enzymes; photochemotherapy.  
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1 INTRODUÇÃO 

Staphylococcus aureus está entre as bactérias mais isoladas de infecções 

em humanos no mundo todo. Além disso, está associada com uma alta taxa de 

mortalidade, chegando a mais de 1 milhão das 13,7 milhões de mortes relacionadas 

a infecções em 2019. (Ikuta et al., 2022) As infecções causadas por S. aureus incluem 

aquelas que atingem o trato respiratório, o sistema cardiovascular, próteses 

articulares, bacteremia nosocomial, entre outras. (Cheung et al., 2021) 

O sucesso desse patógeno pode ser atribuído a sua vasta gama de fatores 

de virulência, os quais auxiliam na evasão da fagocitose, na invasão tecidual e na 

persistência nos sítios de infecção. (Cheung et al., 2021) Dentre tais mecanismos, a 

formação de biofilme tem um papel importante, já que essa estrutura complexa 

protege as células microbianas dos ambientes hostis, como quando na presença do 

sistema imune humano. (François et al., 2023)   

Biofilmes são comunidades de microrganismos embebidas em uma 

substância extracelular polimérica que garante proteção contra diversas ameaças 

ambientais, como os antimicrobianos, por exemplo, deixando as células 

extremamente resistentes, quando comparadas às suas versões planctônicas. 

(Hobley et al., 2015) 

Estima-se que até 80% de toda a população de microrganismos do planeta 

viva sob a forma de biofilmes, que podem ser encontrados tanto em superfícies 

abióticas, como próteses e cateteres utilizados em tratamentos médicos, quanto em 

superfícies bióticas, como dentes (placa bacteriana) e tecidos (feridas infectadas, por 

exemplo), além dos mais diversos habitats sem importância médica. (Penesyan et al., 

2021) Assim, os biofilmes bacterianos são de grande preocupação, e diversos 

esforços estão sendo realizados na tentativa de se encontrar terapias capazes de 

erradicar, ou mesmo inibir a formação de tais comunidades. (Uruén et al., 2020) 

A substância extracelular polimérica que compõe a matriz dos biofilmes 

bacterianos é normalmente composta por proteínas, DNA extracelular e 

polissacarídeos, sendo este último o mais abundante na maioria dos casos. Os 

polissacarídeos extracelulares têm função no estabelecimento, crescimento e 

persistência dos biofilmes, fornecendo desde estabilidade estrutural e defesa química 

e física contra agentes externos e o sistema imune do hospedeiro, até adesão e 

agregação das células microbianas e tolerância à dessecação. (Hobley et al., 2015) 
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Além disso, os polissacarídeos extracelulares podem funcionar como fonte de 

nutrientes para as células microbianas em épocas de escassez. (Karygianni et al., 

2020) 

Recentemente, várias estratégias vem sendo estudadas objetivando a 

degradação dos biofilmes bacterianos, sendo que uma das mais promissoras consiste 

no emprego de enzimas do grupo das hidrolases de glicosídeos (GH). (Redman et al., 

2020)  Esta estratégia é particularmente eficaz devido à alta especificidade das 

enzimas. Em outras palavras, com tanto que o principal componente da matriz 

extracelular de um determinado biofilme seja um polissacarídeo e que sua natureza 

química seja conhecida, a GH mais adequada pode ser escolhida para degradá-lo. As 

GHs compoem uma das classes de CAZymes (enzimas ativas sobre carboidratos), 

sendo que atualmente existem mais de 170 famílias caracterizadas. Dentre essas 

famílias, destaca-se a família GH20, que engloba β-hexosaminidases (EC 3.2.1.52); 

lacto-N-biosidases (EC 3.2.1.140); β-1,6-N-acetilglucosaminidases (EC 3.2.1.-) e β-6-

SO3-N-acetilglucosaminidases (EC 3.2.1.-). (Drula et al., 2022)  

A Dispersina B (Figura 1), uma β-1,6-N-acetilglucosaminidase de 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans foi a primeira enzima com atividade 

demonstrada contra biofilmes cuja matriz seja composta primariamente pelo 

biopolímero de β-1,6-N-acetil-D-glucosamina (PNAG).(Kaplan et al., 2003) Em seu 

estudo, os autores analisaram mutantes de A. actinomycetemcomitans (conhecida por 

produzir biofilmes robustos),  produzidos por inserção de transposons, e observaram 

que um dos mutantes era incapaz de destacar suas células do biofilme para formar 

novas colônias. Eles então encontraram que o transposon daquele mutante, em 

específico, estava inserido em um gene inédito, a que eles chamaram dspB, e que 

codificava uma N-acetilglucosaminidase.  Hoje, pelo menos 32 ortólogos do gene 

dspB já foram identificados em bactérias, normalmente entre as famílias 

Pasteurellaceae e Neisseriaceae. (Kaplan, Sukhishvili, et al., 2024) Dispersina B de 

A. actinomycetemcomitans e de Actinobacillus pleuropneumoniae já foram descritas 

como sendo capazes de degradar biofilmes pré-formados de A. 

actinomycetemcomitans, A. pleuropneumoniae, e Staphylococcus epidermidis, já que 

esses organismos compartilham do mesmo componente primário em suas matrizes 

extracelulares, PNAG, a qual Dispersina B tem como alvo específico. (Kaplan et al., 

2003; Kaplan, Ragunath, et al., 2004; Kaplan, Velliyagounder, et al., 2004) 
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Biofilmes ricos em PNAG são produzidos por bactérias gram-positivas que 

possuem o operon ica, que é composto por quatro genes, como é o caso de algumas 

linhagens de Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, e por bactérias 

gram-negativas que possuem o operon pgaABCD, como linhagens de Escherichia 

coli, Acinetobacter baumannii e Burkholderia sp.. (François et al., 2023; Kaplan, 

Velliyagounder, et al., 2004; Roux et al., 2015) Recentemente foi descrito que muitos 

outros microrganismos, inclusive eucariotos, são capazes de sintetizar PNAG, embora 

ainda não tenham sido identificados genes homólogos àqueles dos operons ica e pga 

em todos os casos. (Kaplan, Velliyagounder, et al., 2004; Roux et al., 2015)  

 

Figura 1 – Estrutura cristalográfica da Dispersina B (PDB:1YHT), evidenciando a topologia 

típica de barril TIM 

 

Fonte: RCSB Protein Data Bank (PDB ID: 1YHT). (Berman et al., 2000) 
 

 
A fim de justificar a execução do presente trabalho, é importante destacar 

o panorama atual das infecções causadas por microrganismos resistentes. 

Conforme os anos se passam, novas linhagens de bactérias resistentes 

aos antimicrobianos vão surgindo, colocando em cheque a melhora na expectativa de 

vida da população mundial conquistada graças ao surgimento dos antibióticos. 

Estima-se que casos de morte por infecções causadas por microrganismos resistentes 

ao antimicrobianos possam ultrapassar 700 mil por ano, além de proporcionarem 

internações prolongadas (e custosas), sendo que, caso a situação não seja 

controlada, esses números podem alcançar o patamar de 10 milhões de mortes por 

ano até 2050, gerando um custo de cerca de 100 trilhões de dólares. (O’Neill, 2016) 



16 
 

 

Recentemente, foi reportado que dentre os microrganismos mais 

frequentemente isolados de infecções de adultos, S. aureus, E. coli, Klebsiella spp. e 

Pseudomonas aeruginosa são os mais associados à resistência. (Weiner-Lastinger et 

al., 2020)  

Muitos são os mecanismos de resistência aos antimicrobianos 

desenvolvidos pelas bactérias, como é o caso de mutações, aquisição de genes 

através de transferência horizontal, além da formação de biofilmes, como uma forma 

da bactéria se defender de ambientes inóspitos gerados pela presença de diversos 

fatores, dentre eles os antimicrobianos. (Algburi et al., 2017a; Li et al., 2020) Além 

disso, gradientes de concentração de antibióticos acabam sendo formados dentro das 

camadas do biofilme, sendo que parte das células bacterianas são expostas a níveis 

abaixo das concentrações inibitórias, potencialmente promovendo o desenvolvimento 

de resistência. (Algburi et al., 2017a) É possível afirmar que a formação de biofilmes 

bacterianos confere aumento de resistência a agentes antimicrobianos em cerca de 

10 a 1000 vezes. (de la Fuente-Núñez et al., 2013) 

A estratégia mencionada acima de erradicar biofilmes bacterianos com o 

uso de hidrolases de glicosídeos, embora promissora, foca apenas na degradação da 

matriz extracelular do mesmo, não tendo nenhum efeito sobre as células bacterianas 

que o compõem. Assim, a dispersão repentina de biofilmes poderia vir a sobrecarregar 

o sistema imune do hospedeiro possivelmente levando a uma disseminação da 

infecção e septicemia. (Fleming & Rumbaugh, 2018) Por isso, é importante sempre 

prever o emprego combinado de uma enzima dispersora de biofilme com agentes 

antimicrobianos, de modo a proteger o hospedeiro de uma possível septicemia. 

Gentamicina (Figura 2) é um antimicrobiano de amplo-espectro 

pertencente à classe dos aminoglicosídeos. Seu mecanismo de ação baseia-se na 

ligação da molécula ao sítio A do 16S rRNA, o que promove a interrupção da síntese 

proteica, e, diferentemente de outros inibidores de síntese proteica, resulta em uma 

rápida ação bactericida. Sua atividade é concentração-dependente, ou seja, quanto 

maior a dose, maior o efeito antibacteriano, porém, a gentamicina é pouco utilizada 

como monoterapia para tratar infecções causadas por bactérias gram-positivas. 

Normalmente associa-se seu uso a um inibidor de síntese de parede que facilite a 

entrada do aminoglicosídeo na célula gram-positiva, onde a molécula possa então 

desempenhar sua função. (Dabul et al., 2020) 
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Figura 2 – Estrutura química da gentamicina 

 

Fonte: Elaborada pela autora (2025). 

 

Tendo em vista o constante desenvolvimento de resistência aos 

antimicrobianos, principalmente no que diz respeito aos biofilmes, (Algburi et al., 2017) 

o que leva à escassez de opções terapêuticas, somado à facilidade de produção da 

gentamicina e vasto conhecimento sobre sua biodisponibilidade e toxicidade, 

(Karimzadeh et al., 2023; Xu et al., 2024) a possibilidade de colocá-la em uso para 

tratamentos de infecções causadas por biofilmes de S. aureus mostra-se como uma 

alternativa interessante. Sendo assim, é de grande interesse avaliar a atividade 

antimicrobiana da gentamicina sobre biofilmes de S. aureus após terem sidos 

submetidos a pré-tratamento enzimático.  

Uma alternativa moderna e não-invasiva às drogas antimicrobianas 

convencionais é a Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana (TFDa). Seu mecanismo 

envolve a ativação de um fotossensibilizador utilizando luz de um comprimento de 

onda específico na presença de oxigênio. O fotossensibilizador ativado é elevado do 

seu estado fundamental para o estado excitado, e pode então percorrer dois caminhos 

diferentes, a depender de sua natureza química: transferir elétrons ou hidrogênio para 

moléculas vizinhas, levando à formação de radicais livres (Reação do Tipo I), ou 

transferir energia para o oxigênio molecular, levando à produção de oxigênio singleto 

(Reação do Tipo II). Em ambos os casos tais espécies reativas de oxigênio (EROs) 

causam estresse oxidativo nas células microbianas, levando à morte (Figura 3). (de 

Aquino Júnior et al., 2023) O Azul de Metileno (AM) é um fotossensibilizador que vem 

sendo amplamente utilizado devido a sua eficácia (alta capacidade de ligação à 

superfície negativamente carregada de bactérias e fungos), baixo custo e segurança. 

(Cabral et al., 2023) Apesar de ótimos resultados terem sido observados com a 

aplicação da TFDa com AM sobre S. aureus, a forma de biofilme sempre se apresenta 

como um obstáculo, com resultados menos evidentes.(Chan et al., 2023; Spesia & 
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Durantini, 2023) O emprego combinado de TFDa após pré-tratamento enzimático do 

biofilme pode vir a ser uma solução elegante para tal problemática. 

Figura 3 – Ilustração do mecanismo de ação da Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana

Fonte: Elaborada pela autora (2025). 

Assim, é de fundamental importância a busca por maneiras de evitar a 

formação, ou mesmo degradar os biofilmes já formados, para facilitar a ação de 

terapias antimicrobianas, dessa maneira evitando que fiquemos sem opções 

terapêuticas para tratar mesmo as infecções mais banais. 
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5 CONCLUSÃO 

Dada a limitada eficácia da maioria dos antibióticos em tratar infecções 

causadas por biofilmes bacterianos, o uso de hidrolases de glicosídeos oferece uma 

alternativa promissora para restabelecer sua efetividade. Essa estratégia é 

particularmente útil no atual cenário, onde vivenciamos investimentos insuficientes no 

desenvolvimento de novos antimicrobianos. 

As hidrolases de glicosídeos estudadas no presente trabalho, AaGH20, 

ApGH20 e ChGH20, foram efetivas tanto em inibir a formação quanto em degradar 

biofilme pré-formado de uma linhagem de S. aureus isolada de infecção humana (S. 

aureus 03). Esse efeito foi observado devido ao fato de que a matriz extracelular do 

biofilme de S. aureus 03 é primariamente composta por polissacarídeos, como 

observado nas imagens de MCVL, e tal polissacarídeo refere-se à PNAG, como 

confirmado na análise genômica do operon ica da linhagem, que inclusive mostrou um 

defeito no seu repressor, o que leva a uma produção mais abundante do biopolímero. 

Essa especificidade é uma característica-chave das enzimas e enfatiza a importância 

da escolha da enzima mais apropriada para degradar um determinado biofilme, a 

depender da sua composição e da espécie bacteriana envolvida, ou mesmo linhagem 

de uma determinada espécie. 

É fato bem estabelecido que as infecções causadas por biofilmes, sejam 

em humanos ou em animais, muitas vezes são multiespécie. Esse é um fator a ser 

considerado em investigações futuras, que possam requerer o emprego de coquetéis 

enzimáticos para atacar os biofilmes do mundo real. 

Apesar dessas considerações, os achados do presente estudo podem ser 

considerados de importância significativa. Eles destacam uma abordagem alternativa 

para tratar infecções causadas por biofilmes estafilocócicos. Notavelmente, a 

Concentração de Erradicação de Biofilme Mínima para gentamicina após o tratamento 

enzimático fez com que o interesse neste antimicrobiano fosse reavivado. Apesar de 

raramente ser utilizado para tratar esse tipo de infecções, trata-se de um 

antimicrobiano de fácil produção, além de possuir mecanismo de ação e toxicidade 

bem estabelecidos.  

Além de melhorar a eficácia de um antibiótico, a adição das enzimas 

previamente à Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana com azul de metileno foi capaz 
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de torná-la também mais eficaz em diminuir a viabilidade das células de S. aureus 03 

na forma de biofilme. 

Enquanto pesquisas mais aprofundadas são necessárias para identificar 

combinações ótimas de enzimas e terapias antimicrobianas para casos específicos, 

os presentes esforços se mostram importantes dados os desafios que estão sendo 

impostos pelas doenças infecciosas. 

Os resultados dessa pesquisa abrem perspectivas promissoras para o 

avanço de novas investigações nesta área da ciência. É essencial obter dados sobre 

outras enzimas que atuam em biofilmes de diferentes microrganismos, a fim de 

ampliar nosso conhecimento e, assim, possibilitar o desenvolvimento de misturas, 

como coquetéis enzimáticos, com uma ação mais eficaz contra biofilmes microbianos, 

que frequentemente são de natureza multiespécie. 

Embora essa tarefa não seja simples, pois cada enzima possui uma faixa 

específica de temperatura e pH para sua atividade ótima, ela não é impossível. A vasta 

biodiversidade disponível para a descoberta de novas enzimas e o significativo 

conhecimento biotecnológico adquirido até hoje oferecem as condições necessárias 

para modificar enzimas e adaptá-las a perfis específicos de ação. 

Trata-se de um trabalho extremamente laborioso, devido à grande 

quantidade de variáveis a serem consideradas, mas que se faz absolutamente 

necessário, especialmente diante da escassez de opções de tratamento para algumas 

infecções. 

Além de seu apelo médico, os biofilmes também representam um desafio 

significativo em várias indústrias, afetando tubulações, caixas d'água e equipamentos, 

entre outras superfícies. Dessa forma, investimentos de setores além da área da 

saúde podem acelerar o desenvolvimento de soluções inovadoras para o controle de 

biofilmes, como é o caso da erradicação por enzimas. 
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