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Resumo 

A resistência aos antimicrobianos (RAM) é considerada um dos maiores desafios globais de 

saúde pública, sendo responsável por mais de 4 milhões de mortes em 2021 e por projeções 

alarmantes de 10 milhões para 2050. Klebsiella pneumoniae, uma bactéria gram-negativa 

oportunista frequentemente associada a infecções nosocomiais, destaca-se entre os patógenos 

prioritários para o desenvolvimento de novas terapias da OMS. Diante desse cenário, terapias 

baseadas em peptídeos antimicrobianos têm se mostrado promissoras no enfrentamento da 

RAM. Este estudo teve como objetivo induzir e caracterizar o perfil de resistência de K. 

pneumoniae ATCC 13883 ao peptídeo BotrAMP 14 por meio de trajetória evolutiva de 24 

rodadas. Surpreendentemente, em apenas seis rodadas de exposição já puderam  ser observadas 

5 das 10 linhagens, nomeadas KpG 1 a 10, induzidas com sucesso à resistência, e dessas, duas, 

KpG 1 e 4, demonstraram notável capacidade adaptativa sob pressão seletiva, atingindo níveis 

de resistência estáveis de até 16 vezes superiores à concentração inibitória mínima (CIM) inicial 

de 4 µM da cepa parental. As linhagens induzidas apresentaram resistência colateral, com 

alterações nos perfis de resistência da linhagem parental à colistina, à amicacina e às 

fluoroquinolonas, e a resistência colateral não foi estável após dez dias sem exposição ao agente 

seletivo. Além disso, foi avaliado o aumento do custo metabólico nas linhagens mais resistentes 

KpG 1 e 4, como sua taxa crescimento (T.C) por hora que foi retardada em até 16%, sua taxa 

de duplicação (T.D) aumentada em até 20% e com isso uma diminuição do crescimento máximo 

das bactérias em até 5% na fase log. Esses achados podem contribuir para um melhor 

entendimento do agente patogênico K. pneumoniae e para novas estratégias na batalha frente a 

resistência aos antimicrobianos. 

Palavras-chave: resistência antimicrobiana; Klebsiella pneumoniae; BotrAMP14; terapias 

alternativas. 
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Abstract 

Antimicrobial resistance (AMR) is recognized as one of the greatest global public health 

challenges, accounting for more than 4 million deaths in 2021 and projected to cause up to 10 

million deaths annually by 2050. Klebsiella pneumoniae, an opportunistic Gram-negative 

bacterium frequently associated with nosocomial infections, is among the priority pathogens 

identified by the World Health Organization for the development of new therapeutic strategies. 

In this context, therapies based on antimicrobial peptides have emerged as promising 

approaches to combat AMR. The present study aimed to induce and characterize the resistance 

profile of K. pneumoniae ATCC 13883 to the antimicrobial peptide BotrAMP 14 through an 

evolutionary trajectory comprising 24 sequential passages. Remarkably, after only six rounds 

of exposure, 5 out of 10 lineages (designated KpG 1–10) were successfully induced to 

resistance. Among these, lineages KpG 1 and KpG 4 exhibited a pronounced adaptive capacity 

under selective pressure, achieving stable resistance levels up to 16-fold higher than the initial 

minimum inhibitory concentration (MIC) of 4 µM observed in the parental strain. The induced 

lineages displayed collateral resistance, with altered susceptibility profiles to colistin, amikacin, 

and fluoroquinolones relative to the parental strain. However, this collateral resistance was not 

stable after ten days in the absence of selective pressure. Additionally, an increase in metabolic 

cost was observed in the most resistant lineages (KpG 1 and KpG 4), as evidenced by a 

reduction in growth rate (up to 16% decrease per hour), an increase in doubling time (up to 

20%), and a consequent reduction of up to 5% in maximum bacterial growth during the 

logarithmic phase. These findings contribute to a deeper understanding of the pathogenic 

behavior of K. pneumoniae and may inform the development of novel strategies to address 

antimicrobial resistance. 

Keywords: antimicrobial peptide; antimicrobial resistance; Klebsiella pneumoniae; BotrAMP 

14; alternative therapies.  
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1. Introdução 

1.1 Antimicrobianos e resistência a antimicrobianos 

 Os antimicrobianos foram introduzidos como a grande descoberta no início do século 

20 e com eles, além de tratar doenças infecciosas, também foram possíveis procedimentos 

invasivos que exigem imunossupressão como tratamentos de câncer, transplantes de órgãos e 

grandes cirurgias (Hutchings et al., 2019; Stennett et al., 2022). No entanto, o uso inadequado 

e excessivo de agentes antimicrobianos faz com que esses recursos percam a eficácia e por sua 

vez, diminuam as opções de tratamento, sendo comparado à “tragédia dos comuns”, na qual 

indivíduos de uma comunidade esgotam recursos limitados (WHO, 2017). 

Por outro lado, a resistência aos antimicrobianos (RAM), que pode ser desenvolvida a 

partir da exposição das bactérias à agentes antimicrobianos, podendo desencadear mutações em 

resposta antimicrobianos, tornando infecções bacterianas mais difíceis de tratar e aumentando 

o risco de disseminação e mortalidade (WHO, 2023). A resistência é definida como a 

capacidade das bactérias de sobreviver aos efeitos de antimicrobianos em concentrações 

terapêuticas (Murray et al., 2022). Esse fenômeno é um problema crescente em todo o mundo, 

ameaçando a eficácia de tratamentos de doenças infecciosas para as quais os antimicrobianos 

foram originalmente desenvolvidos (Figura 1) (Stennett et al., 2022; Volkov, 2024).  
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Figura 1. Linha do tempo mostrando 38 classes de antimicrobianos, com o tempo de 

desenvolvimento (laranja) e o tempo até o surgimento do primeiro caso clínico resistente (azul). 

Imagem adaptada de (Stennett et al., 2022). 
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A OMS alertou que a humanidade está ficando sem opções, diante do aumento global 

de infecções relacionadas à assistência à saúde (IRAS) e da disseminação de mecanismos de 

resistência (Ugwu et al., 2020; Zhu et al., 2022). 

Assim, infecções antes tratáveis, como pneumonia e tuberculose, estão se dirigindo para 

um futuro em que deixarão de ser tratáveis (Ahmed et al., 2024). A perspectiva de uma era pós-

antibiótica, em que infecções comuns ou ferimentos leves podem, novamente, levar à morte, é 

real (WHO, 2023). Desde a descoberta da penicilina por Alexander Fleming em 1929 (Letek, 

1928), a resistência vem crescendo rapidamente (Naghavi et al., 2024).  

 

Em 2021, estimou-se que 4,71 milhões de mortes estiveram associadas à resistência 

bacteriana aos antimicrobianos, das quais 1,14 milhões foram diretamente atribuíveis a este 

fator. Entre 1990 e 2021, observou-se mundialmente uma queda superior a 50% na mortalidade 

por resistência entre crianças menores de 5 anos, enquanto adultos com 70 anos ou mais 

apresentaram aumento superior a 80% (Naghavi et al., 2024). A bactéria Klebsiella pneumoniae 

resistente a carbapenêmicos, é membro do grupo de bactérias com mais alto risco nomeado 

ESKAPEE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 

Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp e Escherichia coli) pela 

OMS e está entre bactérias gram-negativas que demonstrou um dos maiores crescimentos 

globais (Naghavi et al., 2024). Projeções para 2050 indicam até 8,22 milhões de mortes 

associadas à resistência antimicrobiana (RAM), com maior impacto no sul da Ásia, América 

Latina e Caribe, em concordância com o cenário da (Tabela 1) (Naghavi et al., 2024).  

  



 
 

 

 

13 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 1. As 10 combinações entre patógenos e resistência à antimicrobianos mais 

mortíferasantimicrobianos, separadas por super-regiões em 2021, tabela adaptada de (Naghavi 

et al., 2024). Todas as células apresentam o total de mortes atribuídas à RAM em 2021 no canto 

inferior direito e em ordem decrescente de cima para baixo, (todas as colunas indicam a super-

região, as cores das células são definidas pela taxa de variação anualizada de 1990 a 2021. 
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Figura 2. Distribuição regional das mortes relacionadas à Klebsiella pneumoniae resistente à 

antimicrobianos em 2021. Figura referente à Tabela 1 acima (Naghavi et al., 2024). 

 

Cenários futuros indicam que até 92 milhões de mortes podem ser evitadas com 

melhorias no cuidado de infecções graves e acesso a antimicrobianos, sendo 11,1 milhões 

evitáveis com o desenvolvimento de novos medicamentos contra bactérias gram-negativas 

(Naghavi et al., 2024). 

 

1.2 Klebsiella pneumoniae 

A fim de munir com orientação os formuladores de políticas públicas, autoridades 

nacionais de saúde e outros envolvidos em pesquisa e desenvolvimento a OMS sintetizou em 

2017 e atualizou em 2024 um documento nomeado “WHO Bacterial Priority Pathogens List 

(BPPL)” ou a “Lista Bacteriana de Prioridade Patogênica – em tradução livre” (WHO, 2024). 
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Nesse documento foram analisadas 15 famílias de patógenos resistentes a antimicrobianos e 

alocadas em grupos de crítica, alta e média prioridade (Figura 2) (WHO, 2024). Dentre essas 

bactérias K. pneumoniae foi enquadrada no grupo crítico e lidera o ranque na lista de prioridades 

subindo da 5ª para a 1ª colocação (Figura 3) (WHO, 2024, 2025).  

K. pneumoniae é uma bactéria patogênica gram-negativa, de morfologia bacilar, 

pertencente à ordem das  Enterobacterales. Trata-se de um microrganismo ubíquo no ambiente, 

capaz de colonizar e infectar diversos hospedeiros, incluindo plantas e animais. Em seres 

humanos, é normalmente isolada de diferentes sítios anatômicos, como a cavidade oral, pele, 

trato gastrointestinal, trato urinário e trato respiratório (Ernst et al., 2020; Holt et al., 2015). 

Klebsiella sp. é considerada uma bactéria oportunista, que afeta principalmente indivíduos 

imunocomprometidos. Constitui um dos principais agentes etiológicos de pneumonia IRAS e, 

entre crianças menores de cinco anos, foi um dos patógenos com maior número de mortes 

atribuíveis à resistência antimicrobiana em 2021, juntamente com Streptococcus pneumoniae e 

Escherichia coli (Ernst et al., 2020; Naghavi et al., 2024). 
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Figura 3. Atualização da Lista Bacteriana de Prioridade Patogênica 2024, agrupando 15 

famílias de patógenos em 3 grupos, Crítico, Alta Prioridade e Média Prioridade. Traduzido de 

(WHO, 2024, 2025). 
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Figura 4. Atualização da Lista Bacteriana de Prioridade Patogênica (BPPL) em 2024, 

ranqueando todos os 24 patógenos resistentes à antimicrobianos de relevância clínica (WHO, 

2024, 2025). 
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 A K. pneumoniae é microrganismo que apresenta um genoma acessório 

extenso, composto por plasmídeos e por loci gênicos localizados no cromossomo. Com base 

nas características desse genoma acessório, as cepas da espécie podem ser classificadas em três 

principais grupos: oportunistas, hipervirulentas (hv) e multirresistentes (MDR) (Martin & 

Bachman, 2018). A emergência e disseminação das cepas multirresistentes constituem um 

desafio urgente no estudo de K. pneumoniae, especialmente no contexto hospitalar (Navon-

Venezia et al., 2017). A resistência observada nessas cepas está fortemente associada à presença 

de genes de resistência a antimicrobianos (GRAs), frequentemente codificados por plasmídeos. 

Por meio desses elementos genéticos móveis e de outros mecanismos de transferência 

horizontal, K. pneumoniae continua a adquirir e acumular GRAs, ampliando sua capacidade de 

adaptação frente às terapias antimicrobianas disponíveis (Navon-Venezia et al., 2017). 

 

1.3 Mecanismos de resistência em Klebsiella pneumoniae 

Com o advento do uso crescente de antimicrobianos, K. pneumoniae passou a 

representar uma das principais causas de infecções hospitalares associadas à assistência à saúde, 

sendo também um dos quatro patógenos vinculados a combinações patógeno–fármaco que 

resultaram em um aumento superior a 25.000 mortes atribuíveis por ano, no período de 1990 a 

2021 (Naghavi et al., 2024). A bactéria K. pneumoniae também pode ser comumente encontrada 

em ambientes compartilhados entre humanos e animais (Bidewell et al., 2018; Franklin-Alming 

et al., 2021). Assim é facilitado a co-disseminação na presença de fatores de RAM e ampliando 

o risco à saúde humana (Calland et al., 2023; Hetland et al., 2025). Em escala global, em 2021, 

aproximadamente 45.600 óbitos foram atribuídos à resistência antimicrobiana causada por K. 

pneumoniae resistente a carbapenêmicos , enquanto, no mesmo período, cerca de 36.000 mortes 

estiveram relacionadas à resistência dessa bactéria às fluoroquinolonas. Desses totais, 
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aproximadamente 3.800 e 3.100 óbitos, respectivamente, foram registrados na região composta 

pela América Latina e Caribe (Naghavi et al., 2024). 

Diversos fatores têm sido apontados como responsáveis pela disseminação da RAM, 

entre os quais se destacam o uso inadequado de antimicrobianos, tanto na área da saúde quanto 

na agropecuária e veterinária, além da escassez de novos fármacos ou terapias eficazes para o 

enfrentamento dessa ameaça (Volkov, 2024; WHO, 2022; WOAH, 2025). Por estar 

frequentemente presente nesses ambientes, K. pneumoniae é constantemente exposta a diversos 

antimicrobianos, essa condição favorece o surgimento de mutações adicionais e uma ampla 

gama de GRAs presentes em seus cromossomos e em plasmídeos, os quais também evoluem e 

se diversificam continuamente (Navon-Venezia et al., 2017). 

Com extensivos trabalhos frente a necessidade de compreensão dos mecanismos que 

aferem essas resistências, podem ser citados vários genes atrelados ao sucesso dessa bactéria 

em se adaptar principalmente em ambiente IRAS, como por exemplo (i) inativação enzimática 

por meio da produção de β-lactamases e carbapenemases,  blaSHV e blaTEM que são genes 

clássicos atrelados à resistência da classe dos β-lactâmicos com sua incidência e impacto 

receberam a nomenclatura ESBL (em inglês extended spectrum β-lactamases) ao aferir 

atividade contra um espectro de β-lactâmicos, assim como cefalosporinas de terceira geração e 

monobactâmicos (Huang et al., 2025; Lee et al., 2021; Pu et al., 2023).; (ii) atividade aumentada 

de bombas de efluxo tetA, tetD, oqxA e oqxB, consequentemente contra fluoroquinolonas e 

tetraciclinas (Geetha et al., 2020; Huang et al., 2025; Lee et al., 2021; Pu et al., 2023); e (iii) 

modificações estruturais de proteínas da membrana externa como as alterações na expressão 

dos genes ompK, sendo traduzidos em porinas variantes e conferindo resistência à 

aminoglicosídeos e carbapenemicos (Lee et al., 2021; Pu et al., 2023). 

Não limitados a isso, também há ocorrência dos genes blaCTX-M atrelados a transposons 

(Tn) e plasmídeos que estão intrinsecamente ligados à transferência lateral de genes (TLG) 
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(Ikhimiukor et al., 2024). A capacidade da K. pneumoniae de incorporar genes de resistência à 

EGMs, por plasmídeos transferíveis, como IncII que é o plasmídeo de maior incidência atrelado 

a genes de carbapenemases e ESBL, permitiu um novo horizonte na versatilidade da bactéria 

culminando no surgimento e na propagação das cepas resistentes permitindo a ocupação dos 

primeiro e sexto lugares no ranque de prioridade pela Organização Mundial da Saúde (OMS), 

K. pneumoniae resistente a carbapenêmicos e a 3ª geração de cefalosporinas (β -lactâmicos) 

respectivamente (Figura3) (WHO, 2024; Zhou et al., 2023).  

Neste cenário, K. pneumoniae, por apresentar todos esses aparatos à disposição e essa 

natureza tenaz, apresenta resistências ESBLs e carbapenemases. Essas resistências aumentaram 

nas últimas décadas para 60,4% e 50,6% respectivamente em 2809 genomas testados, assim 

como β-lactâmicos, quinolonas e fosfomicinas sempre estáveis em 80% ou mais (Huang et al., 

2025). No entanto a resistência à polimixinas (polimixina B e colistina) se manteve em níveis 

baixos, cerca de 0 a 3,4%, assim carregando a alcunha uma das últimasalternativas contra 

infecções causadas por K. pneumoniae resistente aos carbapenêmicos (Huang et al., 2025). 

 

1.4 Tratamentos de infecções causadas por Klebsiella pneumoniae 

O manejo das infecções causadas por K. pneumoniae requer tanto o controle adequado 

do foco infeccioso quanto a administração de terapia antibiótica eficaz. A duração do tratamento 

varia, geralmente, entre duas e seis semanas, dependendo do local acometido, da extensão da 

infecção, do antimicrobiano utilizado e do perfil do patógeno (CPPAS, 2024; Phd et al., 2012; 

Shon et al., 2013). 

Dessa forma, a escolha empírica da terapia antimicrobiana deve levar em consideração 

tanto o sítio da infecção quanto os perfis locais de resistência aos antimicrobianos (Russo & 

Marr, 2019). A terapia deve ser posteriormente ajustada com base nos resultados de 

sensibilidade in vitro obtidos dos isolados clínicos (CPPAS, 2024). Em situações de 
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endoftalmite (infecção ocular), por exemplo, recomenda-se a administração de aplicações 

injetáveis antibióticas intravítreas (Durand, 2017). 

Os estudos observam um aumento na prevalência de cepas hipervirulentas 

multirresistentes (hvKp), o que pode estar relacionado ao aumento das infecções associadas à 

assistência à saúde. Esse cenário agrava o desafio terapêutico, considerando-se a elevada 

morbidade associada a essas infecções (Gu et al., 2018; Li et al., 2018; Marr & Russo, 2019). 

Entre as opções que podem ser consideradas estão ceftazidima/avibactam, 

meropenem/vaborbactam, imipenem/relebactam, eravaciclina, plazomicina, cefiderocol e 

colistina, no caso do Brasil, polimixina B (Pouch & Patel, 2019; Russo & Marr, 2019). No 

entanto, essas alternativas devem ser utilizadas com acompanhamento especializado, uma vez 

que muitas delas não são eficazes contra metalo-β-lactamases enzimas que conferem resistência 

aos carbapenêmicos e, além disso, a maioria desses agentes ainda não foi avaliada de forma 

sistemática para o tratamento de infecções por cepas resistentes a carbapenêmicos e todas 

podem estar sujeitas a perfis de resistência (Pouch & Patel, 2019; Russo & Marr, 2019). 

Dito isso, formas alternativas de enfrentamento a esses microrganismos são cada vez 

mais necessárias, como a concentração na descoberta de novos compostos que atuem sobre 

sistemas bacterianos, tais como a transdução de sinal, reguladores, virulência ou 

permeabilização da membrana bacteriana. Embora a maioria das terapias alternativas não 

promova a eliminação direta dos microrganismos, ao interferirem nos mecanismos de 

patogênese bacteriana, podem reduzir significativamente a virulência (Wang et al., 2020). 

Nessas condições, bactérias com virulência atenuada tornam-se mais suscetíveis à eliminação 

pelo sistema imunológico do hospedeiro ou à ação de antimicrobianos convencionais (Wang et 

al., 2020).  Dessa maneira, o desenvolvimento de trabalhos e produtos sobre combinações de 

agentes antimicrobianos torna-se viável e necessário.  
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Assim, os peptídeos antimicrobianos (PAMs), também conhecidos como peptídeos de 

defesa do hospedeiro, têm ganhado destaque como potenciais terapias alternativas, devido à sua 

eficácia imunomoduladora e à capacidade de atuar tanto isoladamente quanto em testes de 

combinação com antimicrobianos (Gonçalves et al., 2025). Dito isso, antimicrobianos como a 

colistina, também conhecida por polimixina E e a polimixina B, que são agentes pensados a 

base de peptídeos, tem a alcunha de antimicrobianos de último recurso contra bactérias gram-

negativas como Escherichia coli, Acinetobacter baumanni, Pseudomonas aeruginosa e K. 

pneumoniae e compreendem agentes antimicrobianos lipopeptídico cíclico não ribossomal 

pertencente à classe dos peptídeos catiônicos (Fernández-García, 2024; Mondal et al., 2024a). 

 

1.5 Peptídeos antimicrobianos 

Os PAMs são pequenas proteínas, que variam entre 6 e 50 aminoácidos, produzidas em 

diferentes tecidos e tipos celulares e são amplamente distribuídas na natureza, geralmente com 

caráter catiônico e estrutura anfipática, composta por domínios hidrofóbicos e hidrofílicos 

segregados em solução e podem ser considerados candidatos promissores a antimicrobianos do 

futuro (Lewies et al., 2019; Oliveira Júnior et al., 2025; Raheem & Straus, 2019). As 

propriedades que os definem também permitem desempenho de papéis essenciais na defesa do 

hospedeiro contra uma variedade de patógenos por sua interação com as membranas celulares 

de microrganismos, promovendo desestabilização da membrana e consequente morte celular 

(Oliveira Júnior et al., 2025). 
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Figura 5. Estruturas e mecanismos de ação dos peptídeos antimicrobianos. A. Ilustração dos 

tipos de estruturas dos peptídeos antimicrobianos. B. Ilustração dos mecanismos de ação na 

membrana. Adaptado e traduzido de (Oliveira Júnior et al., 2025). 

 

 

Geralmente organizados em três formas de interagir com a membrana, os PAMs (Figura 

4B), sendo o modelo do poro em barril, que descreve a formação de poros verticais através da 

membrana, nos quais hélices α anfipáticas dos peptídeos antimicrobianos se organizam em 

agregados de formato de barril (Oliveira Júnior et al., 2025; Zhang et al., 2021). Esses agregados 

formam canais transmembranares orientados e permeáveis à água (Oliveira Júnior et al., 2025; 

Zhang et al., 2021). De maneira semelhante, a formação de poros também pode ocorrer segundo 

o modelo do poro toroidal (Oliveira Júnior et al., 2025; Zhang et al., 2021). Nesse caso, várias 

moléculas de PAMs interagem com as partes polares dos lipídios, formando uma estrutura 

contínua que conecta as folhas interna e externa da bicamada lipídica, resultando em poros 

igualmente permeáveis à água (Oliveira Júnior et al., 2025; Zhang et al., 2021). Também há o 
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modelo de carpete, que apresenta um mecanismo distinto: os PAMs se alinham paralelamente 

à superfície da membrana, interagindo com as cabeças de fosfolipídios e distribuindo-se em 

carpete (Oliveira Júnior et al., 2025; Zhang et al., 2021). À medida que a concentração de 

peptídeos atinge um limiar crítico, a estrutura da membrana entra em colapso, gerando defeitos 

e desintegrando-se em micelas (Oliveira Júnior et al., 2025; Zhang et al., 2021). 

 Os PAMs se apresentam em diversas conformações estruturais que são diretamente 

associadas às suas funções (Oliveira Júnior et al., 2025). Essas estruturas podem ser (1) lineares 

estendidas, que são flexíveis, não possuem estruturas secundárias fixas e têm sua ação 

antimicrobiana baseada em interações com a membrana e na formação de poros, assim 

comprometendo funções essenciais (Hsu et al., 2005; Koehbach & Craik, 2019; Oliveira Júnior 

et al., 2025; Sneideris et al., 2023); (2) estruturadas em hélice, são anfipáticas (uma face 

hidrofílica e outra hidrofóbica), as interações de sua porção hidrofílica com a membrana 

permitem feixes que formam poros e as regiões hidrofóbicas interagem com os núcleos lipídicos 

e facilitando a ruptura da membrana (Alzain et al., 2025).  

Há peptídeos mistos entre α-hélice e folhas-β sendo principalmente atreladas à atividade 

antimicrobiana (Alzain et al., 2025; Erdem Büyükkiraz & Kesmen, 2022; Oliveira Júnior et al., 

2025); (3) Estruturado em β, são estruturados por folhas-β conectadas por pontes de dissulfeto 

essenciais para a estabilidade da estrutura e tem sua interação com a membrana também 

mediada pelas das folhas-β com a membrana formando poros (Alzain et al., 2025; Koehbach & 

Craik, 2019; Oliveira Júnior et al., 2025); e (4)  as formações topográficas, os “cíclicos ” são 

uma classe interessante de peptídeos sintéticos ligados em uma formação entre o C- e N- 

terminais, “head to tail ou cabeça à calda”, por pontes de dissulfeto ou tioéter, que fornecem a 

essas estruturas uma proteção extra a degradação (Figura 4 A)(Alzain et al., 2025; Koehbach & 

Craik, 2019; Oliveira Júnior et al., 2025). 
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A diversidade de PAMs ativos contra cepas resistentes de K. pneumoniae tem 

incentivado sua introdução como novos agentes antimicrobianos para superar a resistência (de 

Souza et al., 2022). Entretanto, os PAMs também podem estar suscetíveis à capacidade 

bacteriana de desenvolver resistência, incluindo a de reduzir a interação com os PAMs. As 

bactérias podem produzir vesículas de membrana externa, polímeros e biofilmes, junto a esses 

mecanismos também há modificações de carga de membrana, que são o mecanismo mais 

frequente observado (Gunn et al., 2000; Kim et al., 2018). Essa capacidade de sobrepujar os 

PAMs também pode ser atribuída à proficiência bacteriana de promover modificações 

moleculares na membrana, como alterações nos lipopolissacarídeos (LPS), alterações no caráter 

elétrico da membrana, que pode ficar menos negativo, mitigando a interação com PAMs, de 

natureza catiônica (Gunn et al., 2000; Nuri et al., 2015). 

Nesse contexto, sob a perspectiva de avaliar o perfil de resistência bacteriana induzida 

frente a um candidato de último recurso, o peptídeo BotrAMP 14 sintetizado por meio de 

desenho racional, constituído por 14 resíduos de aminoácidos e estrutura em α-hélice com carga 

+8. Esse peptídeo é derivado da batroxicidina, uma molécula significativamente maior, 

composta por 37 resíduos de aminoácidos, extraída da toxina de Bothrops atrox, serpente nativa 

do Brasil. Assim, o BotrAMP 14 apresenta atividade antimicrobiana contra diversas bactérias, 

incluindo contra isolados de K. pneumoniae (Oliveira et al., 2020). Testado contra as bactérias 

E.coli, K.pneumoniae e S.aureus, o peptídeo BotrAMP 14 apresentou atividade antimicrobiana 

em concentrações baixas, os isolados de K. pneumoniae estiveram entre os melhores números 

de concentração inibitória, com desempenhos de concentrações inibitórias mínimas de 6,2 µM 

(Oliveira et al., 2020). Dito isso, esse trabalho propôs-se a avaliar a interação, por meio da 

trajetória evolutiva, da bactéria K. pneumoniae com o peptídeo BotrAMP14.  
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2. Objetivos 

2.1 Objetivo Geral 

• Compreender o perfil de resistência da bactéria K. pneumoniae à alternativa terapêutica do 

peptídeo BotrAMP 14. 

2.2 Objetivos Específicos 

• Confirmação do peptídeo BotrAMP14 por espectrometria de massa; 

• Estabelecer padrões de crescimento bacteriano e as concentrações inibitórias mínimas;  

• Induzir, em cepas de Klebsiella pneumoniae, um perfil de resistência a peptídeos. 

• Avaliar a estabilidade do perfil de resistência bacteriana adquirido; 

• Avaliar, em Klebsiella pneumoniae, a resistência cruzada entre antimicrobianos e peptídeos 

antimicrobianos. 

• Observar a diferença no perfil de crescimento da cepa bacteriana parental em relação às 

linhagens induzidas à resistência. 
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3. Material e Métodos  

3.1 Confirmação do peptídeo BotrAMP14 por espectrometria de massa 

O peptídeo BotrAMP 14 foi sintetizado pela empresa AminoTech Pesquisa e 

Desenvolvimento LTDA a partir da estratégia F-moc, com o uso de 9-fluorenilmetilcarbonila 

como protetor do grupo amino, foram obtidos peptídeos com alta pureza (> 95%). As massas 

moleculares e o grau de pureza dos peptídeos sintetizados foram fornecidos pela empresa 

contratada. A confirmação dos peptídeos cíclicos foi realizada por espectrometria de massas, 

em que a massa observada deve ser dois íons a menos do que a massa monoisotópica calculada, 

devido à redução que ocorre nas cisteínas na formação de pontes dissulfeto. Após a síntese, os 

peptídeos foram diluídos em água ultrapura e confirmados quanto à massa molecular e pureza 

por espectrometria de massas MALDI-ToF UltraFlex III (Bruker Daltonics, Alemanha), 

equipada com o laser Smart BeamTM, controlada pelo software Flexcontrol 3.0. A análise foi 

realizada por meio do método refletido positivo. O equipamento foi calibrado com o calibrador 

externo Peptide Calibration Standard II, Bruker Daltonics. As amostras foram preparadas em 

placa de MALDI em proporção de 1:3, com a matriz sendo uma solução de ácido alfa-ciano-4-

hidroxicinâmico (alfa-ciano-4-hidroxicinâmico (10 mg. mL-1) em 50% de acetonitrila, 49,7% 

(v:v) de água ultrapura e 0,3% (v:v) de TFA) (Witherell et al., 2021). 

 

3.2 Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

Para a determinação da concentração inibitória mínima (CIM), foi utilizado o ensaio de 

microdiluição em placa de 96 poços seguindo protocolo do BrCAST (2025) com modificações. 

Primeiramente, três colônias recém cultivadas em ágar Muller Hinton foram inoculadas em 5 

mL de caldo Muller Hinton e colocadas em incubadora shaker a 37ºC a 200 rpm, até atingir 

uma densidade óptica (DO 600) equivalente a 0,5 da escala de McFarland o que representa 1 x 

10 8 UFC.mL-1. Além disso, foi realizada diluições seriadas de BotrAMP 14 de forma a obter 
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50 µL de cada diluição nos poços da microplaca em triplicata. Em seguida, foram adicionados 

50 µL da suspensão bacteriana ajustada (~1x10 6 UFC.mL -1) em cada poço da microplaca 

contendo os antimicrobianos diluídos, obtendo-se uma concentração bacteriana final de ~5x10 

5 UFC.mL -1. As placas foram então incubadas em incubadora shaker durante 24 h a 80 rpm, 

e o crescimento bacteriano foi verificado mediante a leitura da DO 600 no leitor de microplacas 

(Bio-tek PowerWave HT, EUA), com o auxílio do software Gen5 2.0. Durante o ensaio, foi 

realizado também controle de crescimento bacteriano no meio Muller Hinton triplicatas e poços 

contendo apenas meio de cultura para confirmação da esterilidade e um controle de atividade 

antimicrobiana com Colistina (BrCAST, 2025). 

 

3.3 Trajetória Evolutiva da K. pneumoniae 

Para induzir resistência ao peptídeo BotrAMP 14, a bactéria K. pneumoniae foi 

cultivada em ágar Muller Hinton foi colocada em 5 mL de caldo Muller Hinton e colocadas em 

incubadora shaker a 37ºC a 200 rpm, até atingir uma densidade óptica (DO 600) equivalente a 

0,5 da escala de McFarland o que representa 1 x 10 8 UFC.mL-1. Em seguida, foram inoculados 

1 µL da suspensão bacteriana ajustada (~1×10⁶ UFC·mL⁻¹) e cultivadas 10 linhagens da 

bactéria em placas de 96 poços, contendo 99 µL de meio Mueller-Hinton caldo suplementado 

com o peptídeo BotrAMP14. As culturas foram iniciadas com a concentração correspondente 

à metade da concentração inibitória mínima (CIM) do peptídeo (2 µM). A cada quatro dias, a 

concentração do peptídeo era aumentada em 50% até atingir 15 µM. Diariamente, 1 µL de cada 

linhagem foi transferido para um novo poço contendo 99 µL do meio Muller Hinton com a 

nova concentração do peptídeo (BrCAST, 2025; de Souza et al., 2026; Hughes & Andersson, 

2025). 
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3.4 Avaliação da Estabilidade da Resistência Induzida 

Para a realização do teste de estabilidade, dez linhagens foram induzidas, nomeadas 

KPG para controle experimental. Dessas, duas, as persistiram até o limite de concentrações 

propostas, as linhagens KpG I, KpG IV e a linhagem parental K. pneumoniae (ATCC13882) 

foram inoculadas (1 µL da suspensão bacteriana ajustada a ~1×10⁶ UFC·mL⁻¹), em triplicata, 

em placas de 96 poços contendo 99 µL de caldo Mueller-Hinton. As culturas foram mantidas 

sob incubação a 37 °C, a 80 RPM e, a cada 24 h, 1 µL de cada poço foi transferido para um 

novo poço, contendo 99 µL de meio fresco. Esse procedimento foi repetido por 10 passagens 

consecutivas (Hughes & Andersson, 2025). 

 

3.5 Avaliação da Resistência Cruzada Frente a Outros Antimicrobianos 

Para o teste de resistência cruzada tanto as linhagens resistentes KpG 1 e 4, quanto a 

parental foram pré-inoculadas em 5 mL de caldo Muller Hinton incubadas em incubadora 

shaker a 37ºC a 200 rpm, até atingir uma densidade óptica (DO 600) equivalente a 0,5 da escala 

de McFarland o que representa 1 x 10 8 UFC.mL-1. Então para o perfil de antibiograma as 

bactérias foram plaqueadas e testadas contra uma bateria de antimicrobianos, sendo AMP - 

Ampicilina 10, AMI - Amicacina 30, CFZ - Cifazolina 30, CFE - Cefalexina 30, CIP - 

Ciprofloxacina 05, MPM - Meropenem 10 e TIG - Tigeciclina 15 em discos para conferir um 

perfil de antibiograma e CIMs para atestar resistência contra colistina, BotrAMP 14 e CotrAMP 

14 (BrCAST, 2025). 

 

3.6 Avaliação da Capacidade Biológica 

Para a realização do teste de capacidade biológica (fitness), foram selecionadas as 

seguintes cepas bacterianas: a cepa parental, uma cepa controle de placa, que é um clone da 

parental, KpG 1 e KpG 4. Primeiramente essas três colônias recém cultivadas em ágar Muller 
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Hinton foram inoculadas em 5 mL de caldo Muller Hinton e colocadas em incubadora shaker a 

37ºC a 200 rpm, até atingir uma densidade óptica (DO 600) equivalente a 0,5 da escala de 

McFarland o que representa 1 x 10 8 UFC.mL-1. Em seguida, 50 µL da suspensão bacteriana 

são adicionados a 50 µL de caldo Mueller-Hinton, que foram distribuídos aleatoriamente em 

uma placa de 96 poços. As placas foram incubadas por 24 h, com leituras de absorbância 

realizadas a cada 30 minutos no leitor EON, utilizando o software GEN5 para aquisição dos 

dados. Ao término da incubação, os dados gerados serão processados pelo software AMiGA 

(Midani et al., 2021), que analisará as curvas de crescimento bacteriano. Esse processamento 

permitiu a comparação entre as cepas induzidas (KpG 1 e KpG 4), a cepa controle e a cepa 

parental, sendo que a cepa controle é um controle de placa para notar alterações de fitnees 

decorrentes do manuseio da bactéria, com base em parâmetros específicos. Entre os aspectos 

avaliados, estão a capacidade de carga (K), que representa o crescimento máximo que o 

ambiente é capaz de sustentar, e a área sob a curva (AUC), que expressa o crescimento total 

observado ao longo do tempo. Também serão analisados a taxa máxima de crescimento (r), 

correspondente à maior velocidade de multiplicação celular, e o tempo de duplicação, que 

indica o intervalo necessário para que a população bacteriana dobre de tamanho durante a fase 

exponencial. Além disso, o software calcula o tempo de latência, ou seja, o período decorrido 

até o início do crescimento após a inoculação; a taxa máxima de morte, que se refere à 

velocidade de declínio da população após atingir o pico de crescimento; a morte total, entendida 

como a perda completa da biomassa; e, por fim, o tempo de adaptação, definido como o 

intervalo necessário para que a população bacteriana inicie o crescimento (Hughes & 

Andersson, 2025). 
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4. Resultados e Discussão 

4.1 Confirmação do peptídeo BotrAMP 14 por espectrometria de massa 

A síntese do peptídeo foi analisada e sua sequência confirmada por espectrometria de 

massa, a fim de assegurar a confiabilidade dos ensaios biológicos. O processo de identificação 

de moléculas por espectrometria de massas, realizado por MALDI-ToF (Matrix-Assisted Laser 

Desorption / Ionization – Time of Flight), é um processo de ionização a laser assistida por matriz 

e, na atualidade, é amplamente utilizado como técnica analítica em microbiologia, identificação 

de biomarcadores e proteômica (Andreadi et al., 2025; Li et al., 2022a). A massa esperada do 

peptídeo BotrAMP 14 sintetizado é de 1957,46. O espectro obtido (Figura 5) apresentou uma 

massa de 1957,58, com diferença de 0,12, que pode ter se originado no momento da ionização 

do peptídeo durante o teste (Li et al., 2022b).   

 

 

Figura 6. Espectro de massa do peptídeo sintetizado, gerado no equipamento MALDI-ToF, no 

modo de ionização positiva, usando o ácido α-cianocinâmico como matriz. 
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BotrAMP14 é um peptídeo α-hélice de carga +8, derivado da batroxicidina, que por 

meio de desenho racional sofreu uma redução de 20 aminoácidos (a.a) em sua composição, 

saindo de 34 para 14 aminoácidos, mantendo somente o necessário da estrutura para atividade 

antimicrobiana, que pode ser atrelada a propensão para formar α-hélice em ambientes de 

membrana, assim como as interações hidrofóbicas, ligações de hidrogênio e pontes salinas 

(Oliveira et al., 2020; Pérez-Peinado et al., 2018).  

 

4.2 Determinação da concentração inibitória mínima 

Para a análise do perfil de resistência da K. pneumoniae frente ao peptídeo BotrAMP 14 

foi necessário estabelecer um CIM antes de submeter a bactéria a uma trajetória evolutiva, 

usando como referência induções da literatura (Hughes & Andersson, 2025; Janssen et al., 

2021; Xie et al., 2025). Pois as bactérias podem apresentar resistência fenotípica a 

antimicrobianos, como bombas de efluxo e membranas externas impermeáveis que são 

características funcionais e estruturais, respectivamente, podendo interferir na determinação 

capacidade antimicrobiana do agente testado (BrCAST, 2025; Lee et al., 2021; Mora-

Ochomogo & Lohans, 2021). Assim como resistência adaptativa que são respostas transitórias 

reversíveis a fatores de estresse exercidos pelo meio, como privação de nutrientes e 

concentrações subinibitórias de agentes antimicrobianos (Mora-Ochomogo & Lohans, 2021; 

Motta et al., 2015). Além da capacidade de transferir genes horizontalmente e da mutação de 

cromossomos (Ikhimiukor et al., 2024; Mora-Ochomogo & Lohans, 2021; Motta et al., 2015). 

Antes da trajetória evolutiva, os primeiros testes de micro diluição em placas de 96 poços para 

determinar o nível de sensibilidade da bactéria, medido pela concentração inibitória mínima 

(CIM) pré-trajetória mostraram que o perfil inicial de K. pneumoniae foi de CIM= 4 µM do 

peptídeo antimicrobiano BotrAMP14 e sensível à colistina com CIM= 2 µM (Figura 6).  
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Figura 7. Concentração inibitória mínima do BotrAMP14  frente à cepas de Klebsiella 

pneumoniae ATCC 13883 em concentrações de 32 a 1 µM. 

Os resultados obtidos condizem com os achados na literatura, que mostraram atividade 

do peptídeo contra isolados de E. coli ATCC 25922 e KpC+, com CIM= 3,1 µM e 1,5 µM, 

respectivamente, S. aureus ATCC 25923 e CI, com CIM= 12.5 µM e 3,1 µM, respectivamente 

e K. pneumoniae ATCC 13822 e CI 1445333 com CIM= 6,2 µM em ambas (Oliveira et al., 

2020). Estudos recentes avaliavam atividade de BotrAMP14 contra S. aureus Aurora, cepa de 

interesse veterinário (relacionada à mastite bovina), e mostrou que o peptídeo apresenta CIM= 

4 µM (Nieto-Marín et al., 2025). Enquanto atividade observada do peptídeo contra o isolado 

clínico de K. pneumoniae (Kp03) mostrou CIM= 4 µM, a atividade de colistina apresentou 

CIM= 2 µM  (BrCAST, 2025; de Souza et al., 2026). 

 

Uma vez determinada a concentração de inibição, foi possível também determinar a 

concentração subinibitória para o início da trajetória evolutiva, 2 µM, (1/2 CIM,), com o 
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objetivo de progredir o estresse da bactéria contra o peptídeo em concentrações escalonadas 

com um aumento de metade do estresse anterior (se a primeira concentração é X µM, logo, X 

+ X/2 = próxima concentração) afim de ver seu comportamento e capacidade de adquirir 

resistência ao antimicrobiano (de Souza et al., 2026; Hughes & Andersson, 2025; Yu et al., 

2025a). 

 

4.3 Trajetória Evolutiva da K. pneumoniae 

A partir da cepa parental de K. pneumoniae, 10 linhagens foram induzidas à resistência 

por trajetórias evolutivas independentes, utilizando concentrações subinibitórias crescentes de 

BotrAMP 14 a partir de 2 µM (Figura 8). Ao longo do tempo, observaram-se variações na 

sobrevivência das diferentes linhagens. Os resultados revelaram que, apenas 20%, duas delas 

(KpG 1 e KpG 4) mantiveram-se viáveis diante de todos os aumentos sucessivos na 

concentração do PAM, até o limite de quatro vezes o valor da CIM no término da 24ª passagem 

(Figura 8).  
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Figura 8. Trajetória evolutiva ao longo de seis rodadas, totalizando 24 dias, das linhagens de 

Klebsiella pneumoniae (KpG 1 a KpG 10) submetidas a concentrações crescentes do peptídeo 

BotrAMP 14, iniciando em 2 µM e alcançando 15 µM, com incrementos a cada quatro dias. 

 

A partir dos dados obtidos, o resultado observado apresentou dissonância outros 

trabalhos da literatura, que apresentam trajetórias de peptídeos com até 120 gerações em até 60 

dias tendo aquisições lentas de resistência bacteriana (Spohn et al., 2019; Yu et al., 2025a). 

Outros trabalhos na literatura utilizaram como parâmetro o limite de crescimento da bactéria 

frente ao antimicrobiano, mas devido ao crescimento da K. pneumoniae (ATCC13883) mesmo 

depois de 24 passagens e também por alcançar a marca de quatro vezes o valor da concentração 

inibitória inicial, foi decidido por não prosseguir com os aumentos (Petersen et al., 2025; Xie 

et al., 2025).  

Os resultados obtidos mostram a capacidade da bactéria em desenvolver mecanismos 

de resistência frente a PAMs, mesmo com suas ações em múltiplos alvos, e reafirma o lugar de 
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destaque da K. pneumoniae dentre os mais importantes agentes patogênicos objetos de estudo 

na atualidade (Oliveira Júnior et al., 2025; Spohn et al., 2019; WHO, 2025). Essa desenvoltura 

em sobrepujar os PAMs também pode ser atribuída à diversos mecanismos, como modificações 

moleculares na membrana, como alterações nos lipopolissacarídeos (LPS), que alteram o 

caráter elétrico da membrana, que podem ficar menos negativas, mitigando a interação com 

PAMs, de natureza catiônica (Gunn et al., 2000; Nuri et al., 2015; Oliveira Júnior et al., 2025). 

Além disso, outras maneiras estratégicas executadas pelas bactérias envolvem a redução do 

acesso ao seu alvo por produção de vesículas de membrana externa e biofilmes, que interagem 

com os PAMs no lugar das membranas (Kim et al., 2018).  

Dito isso, as primeiras linhagens que não resistiram ao desafio imposto ao peptídeo 

foram KpG 6, 7, 8, 9 e 10, que não sobreviveram à concentração de 4,5 µM de BotrAMP 14 

(passagem 10, Figura 7), que apresenta a marca de CIM original da bactéria parental (Figura 

6). A possível morte foi atrelada à redução da densidade óptica (D₆₀₀ = 0,005). 

Subsequentemente, foi possível observar a morte das linhagens KpG 2 e 3 na concentração de 

6,25 µM do peptídeo (passagem 15, Figura 8).  A linhagem KpG 5 apresentou morte na 

concentração = 10 µM, as linhagens KpG 2, 3 e 5 sucumbiram a pressão seletiva imposta pelo 

PAM, nessa altura 80% das linhagens não resistiu ao teste (passagem 18, Figura 8). Os dados 

contrapõem parte da literatura, na qual os PAMs sobressaem frente antimicrobianos com 

elevada eficiência antimicrobiana ao ponto de protelar a aquisição de resistência (Yu et al., 

2025a). Assim, mesmo em baixas concentrações, as linhagens mutantes KpG 1, 2, 3, 4 e 5 

podem ser consideradas resistentes, conforme a definição da OMS, segundo a qual 

microrganismos são considerados resistentes quando ultrapassam as concentrações de inibição 

iniciais. Alguns fatores importantes que podem determinar o sucesso de sobrevivência de 

mutantes resistentes (Hughes & Andersson, 2017, 2025; Lofton et al., 2013). Incluindo o nível 

de resistência, fator esse determinado por CIM ou halos em discos de difusão, entretanto tem 
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um grande espectro de variações dependendo do mecanismo de resistência e das condições sob 

as quais essa resistência é medida; capacidade ou aptidão biológica (fitness), determinados por 

parâmetros de crescimento e sobrevivência; e a pressão seletiva, sendo o fator mais difícil de 

determinar e incorporar à modelos preditivos fora de ambiente laboratorial (Hughes & 

Andersson, 2017, 2025; Lofton et al., 2013).  

Após a indução à resistência, pela trajetória evolutiva, foram realizados testes de 

resistência cruzada, por meio de CIM e de discos de difusão (Figura 9 e Tabela 2 

respectivamente). Afim de avaliar as capacidades das linhagens induzidas de sobreviverem à 

influência de outros agentes antimicrobianos conhecidos na clínica e para observar as novas 

capacidades de K. pneumoniae frente ao peptídeo BotrAMP14, a bactéria foi testada, 

novamente, contra novas concentrações do peptídeo ao qual foi induzida e outros 

antimicrobianos, o peptídeo CrotAMP 14 derivado da crotalicidina e aos antimicrobianos 

colistina, ampicilina, amicacina, cefazolina, cefalexina, ciprofloxacina, estreptomicina, 

meropenem e tigeciclina.  

 

4.4 Resistência Cruzada 

A cepa parental demonstrou um aumento passando para uma CIM = 8 uM, que pode ser 

atribuído a intemperes do estresse do microrganismo ao manejo constante (BrCAST, 2025; 

EUCAST, 2019). No entanto, as linhagens mais resistentes obtidas (Figura 8) foram avaliadas 

quanto às novas capacidades de sobrevivência frente ao peptídeo BotrAMP 14 em comparação 

com a parental. De maneira surpreendente a linhagem KpG 1 apresentou uma CIM = 32 µM, 

enquanto a KpG 4 apresentou CIM = 64 µM, aumentos de 4 e 8 vezes maiores que os valores 

iniciais respectivamente, mostrando um aumento expressivo na resistência, quando comparada 

aos primeiros testes.  
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Figura 9. Avaliação de resistência cruzada por micro diluição das cepas de K. pneumoniae 

(KpG 1, 4 e controle) submetidas a concentrações de 1 a 128 µM de BotrAMP 14 e CrotAMP 

14; também de 1 a 64 uM de colistina. 

Já para o teste de resistência cruzada por microdiluição, foram realizados testes com 

CrotAMP 14, um peptídeo sintético derivado da crotalicidina e alterado por desenho racional, 

assim como com BotrAMP 14, para maximizar a eficiência antimicrobiana, e com colistina, um 

antibiótico baseado em peptídeo. Os resultados obtidos revelaram que a capacidade testada da 

linhagem parental foi de CIM = 2 µM para colistina =8 µM para os peptídeos desenhados 

racionalmente. As cepas resistentes KpG 1 e 4 foram resilientes ao CrotAMP 14 (Figura 9), 

com aumento de suas CIMs para 16 e 32 µM, respectivamente. Também foram capazes de 

sobreviver a uma concentração de 32 µM de colistina, um aumento de 16 vezes em relação ao 

CIM inicial, um aumento também significativo. Tendo em vista as similaridades fundamentais 
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naturais de composição, tamanho e de carga entre a colistina e os peptídeos desenhados 

CrotAMP 14 e BotrAMP 14 (Mirshekar et al., 2024; Oliveira Júnior et al., 2025; Poirel et al., 

2015). Pois, tanto BotrAMP 14, CrotAMP 14 e a colistina se ligam diretamente às superfícies 

bacterianas e desencadeiam eventos de perturbação da membrana em bactérias gram-negativas 

(Mondal et al., 2024b; Oliveira et al., 2020; Velkov et al., 2013). 

Os demais antimicrobianos foram avaliados por testes de difusão em disco, e foi possível 

observar um perfil singular da parental, ao ser sensível à ciprofloxacina (fluoroquinolona), à 

amicacina (aminoglicosídeo), à tigeciclina (gliciciclinas) e ao meropenem (carbapenêmico - β-

lactâmico), e resistente à ampicilina (penicilina - β-lactâmico), ciprofloxacina e cefalexina 

(cefalosporinas - β-lactâmico). Uma vez que a K. pneumoniae pode ser considerada quase 

universalmente resistente à β-lactâmicos, talvez essas resistências possam ser atrelada à essa 

capacidade inata da bactéria em carregar genes como blaTEM, blaSHV e blaCTMX-M, que conferem 

resistência de amplo espectro à β-lactâmicos e podendo ter como exceção os carbapenêmicos, 

uma vez que essa é classe geralmente relacionados aos genes blaKPC e blaOXA (Ghazawi et al., 

2025; Lee et al., 2021; Niu et al., 2024; Yang et al., 2023).  

Já para as linhagens KpG 1 e 4 induzidas à resistência houveram aquisições de 

resistência à aminogliocosídeos, carbapenêmicos e gliciciclinas nas duas linhagens, podendo 

ter relação com genes Aac3, Aac6, AadA, Aph3-IA e Arm para resistência à aminoglicosídeos; 

blaKPC e blaOXA para carbapenêmicos; mecanismos que geram resistência à tigeciclina ainda não 

foram totalmente elucidados, no entanto genes mutantes do tetA (5R, V55M, I75V, T84A, 

S201A, F202S, V203F) já foram descritos na literatura relacionados à resistência com 

tigeciclina (Chirabhundhu et al., 2024; Lee et al., 2021). Em comparação à parental, também 

há a manutenção nas resistências a penicilinas e cefalosporinas, tendo como uma única 

divergência nos perfis das linhagens resistentes, a aquisição de resistência à ciprofloxacina na 
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KpG 4 geralmente relacionados aos genes Qnr e Gyr A (Tabela 2), demonstrando uma 

resistência cruzada pós-indução ao peptídeo (Lee et al., 2021; Mirzaii et al., 2018).  

 

Antimicrobianos Parental KpG 1 KpG 4 

AMP - Ampicilina 10 µg 0 - R 0 - R 0 - R 

AMI - Amicacina 30 µg 18 - S 0 - R 0 - R 

CFZ - Cifazolina 30 µg 0 - R 0 - R 0 - R 

CFE - Cefalexina 30 µg 0 - R 0 - R 0 - R 

CIP - Ciprofloxacina 05 µg 23 - S 22 - S 0 - R 

MPM - Meropenem 10 µg 16 - S 12 - R 13 - R 

TIG - Tigeciclina 15 µg 18 - S 16 - R 10 - R 

 

Tabela 2. Avaliação de resistência cruzada por difusão de disco das cepas de K. pneumoniae 

(KpG 1, 4 e parental) contra antimicrobianos de relevância clínica. Os resultados são expressos 

pelo diâmetro em milímetros (mm), e pela legenda de (R) para resistente em amarelo, (S) para 

sensível em azul (BrCAST, 2025). 

Mesmo com esses dados alarmantes acerca da capacidade bacteriana, esses 

microrganismos não são imortais, algumas alternativas utilizadas de tratamento fora a 

administração de novos compostos, também podem ser terapia combinada, que é amplamente 

utilizada em contextos clínicos, especialmente no tratamento de organismos multirresistentes, 
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terapia antibiótica alternada, que em estratégia combinatória que envolve a rotação programada 

de diferentes antimicrobianos (Ma et al., 2023). 

Uma vez estabelecido o novo perfil de resistência das linhagens KpG 1 e 4 foi levantado 

a questão de durabilidade dessa resistência. A fim de responder essa questão, esses 

microrganismos foram expostos à um teste de estabilidade e após 10 dias consecutivos 

recultivando as cepas em placas de 96 poços com meio MH sem aditivos foram refeitos os 

perfis de resistência dessas bactérias por discos de difusão. 

 

4.5Avaliação da estabilidade das resistências adquiridas pelas cepas bacterianas  

 

A sensibilidade colateral pode ocorrer durante a evolução da resistência aos 

antimicrobianos, e experimentos evolutivos em larga escala realizados em laboratório têm sido 

conduzidos para delinear essas sensibilidades colaterais entre diversas classes de 

antimicrobianos (Chowdhury & Findlay, 2023; Ma et al., 2023). 

Para checar o nível de estabilidade do perfil de resistência pós-trajetória e seus possíveis 

efeitos colaterais, foram realizados inóculos de 18 h das linhagens resistentes em placas de 96 

poços, semeados por 10 dias sem o estímulo estressante do peptídeo, e todos os testes 

antimicrobianos foram realizados novamente. Em consonância com outros trabalhos em que as 

linhagens induzidas de K. pneumoniae mantiveram seus perfis resistentes aos agentes de 

estímulo estressante (de Souza et al., 2026). Após a retirada do estímulo, o perfil de resistência 

dos isolados induzidos mudou completamente. As linhagens KpG 1 e KpG 4 ainda 

demonstraram resistência frente ao BotrAMP 14, mesmo diminuída, ficou em 8 µM em KpG 1 

e 32 µM em KpG 4, ao mesmo tempo em que houve um aumento expressivo para  CotrAMP 

14, que passou de 16 µM em KpG 1 e 32 µM em KpG4 para 64 µM em ambas, e  para a 
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colistina, que se persistiu em 64 µM em ambas as linhagens induzidas (de Souza et al., 2026; 

Oliveira et al., 2020). 

 

 

Figura 10. Avaliação de resistência cruzada por micro diluição das cepas de K. pneumoniae 

(KpG 1 e 4) submetidas a concentrações de 1 a 128 µM de BotrAMP 14, CotrAMP 14 e 

colistina. 

 

Assim, para os resultados obtidos a partir dos testes discos de difusão mostraram 

alterações em 6 classes de antimicrobianos, sensibilidade colateral à aminoglicosídeos, 

carbapenêmicos cefalosporinas, fluoroquinolonas e gliciciclinas, mantendo somente sua 

capacidade inata de resistir à ampicilina (BrCAST, 2025; Mirzaii et al., 2018; Yang et al., 

2023). 
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Antimicrobianos Parental KpG 1 KpG 4 

AMP - Ampicilina 10 µg 0 - R 0 - R 0 - R 

AMI - Amicacina 30 µg 18 - S 19 - S 18 - S 

CFZ - Cifazolina 30 µg 0 - R 19 - S 18 - S 

CFE - Cefalexina 30 µg 0 - R 15 - S 17 - S 

CIP - Ciprofloxacina 05 µg 23 - S 25 - S 22 - S 

MPM - Meropenem 10 µg 16 - S 25 - S 25 - S 

TIG - Tigeciclina 15 µg 18 - S 18 - S 17 - S 

 

Tabela 3. Avaliação de sensibilidade colateral por difusão em disco das cepas de K. 

pneumoniae (KpG 1, 4 e parental) contra antimicrobianos de relevância clínica. Os resultados 

são expressos pelo diâmetro em milímetros (mm), e pela legenda de (R) para resistente em 

amarelo, (S) para sensível em azul (BrCAST, 2025). 

 

No contexto clínico, a disseminação epidêmica da resistência bacteriana tem limitado 

de forma severa a efetividade da terapia antibiótica na clínica (Yu et al., 2025a). Assim, uma 

vez que a velocidade de desenvolvimento de novos fármacos é muito inferior à evolução 

bacteriana, e consequentemente a aquisição de resistência aos antimicrobianos, terapias 

baseadas em sensibilidade colateral também constituem uma solução promissora para o 
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combate à resistência antimicrobiana (Yu et al., 2025a). Pois a existência de déficits na 

capacidade ou aptidão biológica (fitness) decorrentes da evolução da resistência a um 

antibiótico inicial podem prejudicar a capacidade das bactérias de se adaptarem a 

antimicrobianos subsequentes (Chowdhury & Findlay, 2023). 

Neste contexto, os dados obtidos neste estudo, juntamente com os dados presentes na 

literatura, sugerem que os custos de fitness associados à resistência aos antimicrobianos 

impactam diretamente o crescimento bacteriano, tendo, assim, um ônus para esses 

microrganismos. Interessantemente, esses ônus de crescimento podem ser explorados para 

retardar a evolução da resistência (de Souza et al., 2026; Yu et al., 2025a). 

 

4.6 Capacidade biológica (fitness) 

 

Os custos de fitness podem estar relacionados às respostas aos déficits metabólicos 

inespecíficos. Dessa maneira é possível a medir o fitness com base na competição entre as 

linhagens de interesse ou também na comparação estimativa de parâmetros para o crescimento 

bacteriano (Chowdhury & Findlay, 2023; Ma et al., 2023; Yu et al., 2025b). Assim, foram 

realizados testes comparativos de capacidade biológica (fitness) entre as linhagens parental, um 

controle de placa (C1), KpG 1 e 4 para notar os possíveis custos metabólicos da indução à 

resistência (Tabela 4), todos esses dados foram posteriormente processados pelo software 

AMiGA (Midani et al., 2021). Para isso, as cepas resistentes, controle e parental foram 

cultivadas sem suplementação de antibiótico por 24 h e foram realizadas leituras de D.O. a 600 

nm a cada 30 minutos. As leituras obtidas foram submetidas ao software AMiGA, que realiza 

comparações quantitativas entre os dados das populações fornecidas. 
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Tabela 4. Avaliação da capacidade biológica das cepas de K. pneumoniae (KpG 1, 4 e parental) 

com A.A.C: Área Abaixo da Curva (log), T.C: Taxa de Crescimento (h), T.L: Tempo de fase 

Lag (h) e T.D: Tempo de Duplicação (h). Em A as cepas C1, KpG 1 e KpG 4 são comparadas 

com a Parental. B os isolados resistentes KpG 1 e KpG 4 foram comparados com o grupo 

controle C1. C os isolados KpG 1 e KpG 4 são comparados entre si. Os parâmetros marcados 

com asterisco (*) têm diferença estatística com confiança de 99%. Os isolados destacados 

sublinhados e em negrito são o referencial comparativo. 

Os resultados obtidos mostram, a área abaixo da curva de crescimento (AAC), que 

quantifica o total de crescimento da comunidade microbiana ao longo do tempo observado, a 

taxa de crescimento (T.C) , que  quantifica o pico do crescimento em hora, por fim, o tempo de 

fase Lag (T.L),  tempo necessário para a comunidade bacteriana começar o crescimento 

exponencial, e o tempo de duplicação (T.D) é o tempo necessário para a comunidade bacteriana 

dobrar de tamanho (Chowdhury & Findlay, 2023; Midani et al., 2021). 

A partir dos dados, foi possível verificar que o crescimento total das linhagens 

resistentes diminuiu em 5,27% para a KpG 1 e 3,66% para a KpG4 em relação ao da parental 

dado pela AAC, assim como também tiveram sua capacidade máxima de crescimento mais 

baixa do que a parental em 16,18% para KpG 1 e 16,61% para a KpG 4 dado pela diferença de 

T.C, além de que o tempo de duplicação (T.D) das linhagens resistentes é também 

significativamente maior sendo 19,33% para a KpG 1 e 20,24% para KpG 4 (Figura 11), assim 

A 

Cepa AAC (log) T.C T.L T.D 

Parental 16.331 2.094 0.651 0.331 

C1 15.690* 2.035 0.684 0.341 

KpG 1 15.470* 1.755* 0.698 0.395* 

KpG 4 15.732* 1.746* 0.583 0.398* 
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foi possível observar que as linhagens resistentes tiveram um aumento significativo de custo 

metabólico. O tempo de fase lag T.L não deve diferença estatística (tabela 4). O fitness relativo 

da maioria das linhagens evoluídas sob pressão de antimicrobianos e de AMPs é inferior à da 

linhagem original, sugerindo a existência de custos associados à evolução da resistência 

(Chowdhury & Findlay, 2023; Yu et al., 2025b). 

 

 

Figura 11. Avaliação da capacidade biológica das cepas de K. pneumoniae, diferença em 

porcentagem na notação do fitness da KpG 1 e 4 em comparação a parental. A.A.C: Área 

Abaixo da Curva (log), T.C: Taxa de Crescimento (h), T.L: Tempo de fase Lag (h) e T.D: 

Tempo de Duplicação (h). 
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Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que o peptídeo antimicrobiano 

BotrAMP14 apresenta atividade inicial contra a bactéria K.pneumoniae de CIM= 4 µM. Após 

a indução da resistência (24 passagens) atingiu CIM= 64 µM, mantendo a estabilidade de 

resistência mesmo depois do período de 10 dias. Durante o período de indução foi observada 

resistência cruzada à antimicrobianos e outros PAMs. Entretanto a aquisição dessas resistências 

mostrou um custo metabólico associado ao crescimento bacteriano o que pode estar relacionado 

a perda de resistência após o período de estabilidade. 
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5. Conclusões 

 

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 obteve resistência induzida com sucesso frente ao 

peptídeo BotrAMP 14; 

As linhagens KpG 1 e KpG 4 apresentaram aumentos nos valores de CIM de 4 e 8 vezes 

maiores que os valores iniciais, respectivamente; 

Após a indução à resistência, as linhagens ainda demonstravam sensibilidade a 

fluoroquinolonas, aminoglicosídeos, gliciciclinas e ao meropenem (carbapenêmico). 

As linhagens KpG 1 e KpG 4 não demonstraram sensibilidade compensatória ao manter 

sua capacidade inata de resistência a β-lactâmicos não carbapenêmicos; 

Ambas as linhagens apresentaram resistência induzida estável contra PAMs, mesmo na 

ausência do agente seletivo; 

As linhagens KpG 1 e KpG 4 apresentaram resistência colateral não estável até 24 

rodadas de trajetória evolutiva; 

As linhagens apresentaram sensibilidade colateral a β-lactâmicos cefalosporinas após a 

retirada do agente seletivo; 

Ambas as linhagens avaliadas apresentaram compensação colateral à aquisição de 

resistência demonstrada por aumento do custo metabólico; 

Considerando a velocidade com que os mecanismos de resistência foram adquiridos, é 

necessário ressaltar a importância de monitorar e compreender esses processos para o 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas frente a esse patógeno. 
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