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Resumo

A resisténcia aos antimicrobianos (RAM) ¢ considerada um dos maiores desafios globais de
saude publica, sendo responsavel por mais de 4 milhdes de mortes em 2021 e por projecdes
alarmantes de 10 milhdes para 2050. Klebsiella pneumoniae, uma bactéria gram-negativa
oportunista frequentemente associada a infec¢des nosocomiais, destaca-se entre os patdogenos
prioritarios para o desenvolvimento de novas terapias da OMS. Diante desse cendrio, terapias
baseadas em peptideos antimicrobianos t€ém se mostrado promissoras no enfrentamento da
RAM. Este estudo teve como objetivo induzir e caracterizar o perfil de resisténcia de K.
pneumoniae ATCC 13883 ao peptideo BotrAMP 14 por meio de trajetéria evolutiva de 24
rodadas. Surpreendentemente, em apenas seis rodadas de exposi¢do ja puderam ser observadas
5 das 10 linhagens, nomeadas KpG 1 a 10, induzidas com sucesso a resisténcia, e dessas, duas,
KpG 1 e 4, demonstraram notavel capacidade adaptativa sob pressdo seletiva, atingindo niveis
de resisténcia estaveis de até 16 vezes superiores a concentragdo inibitéria minima (CIM) inicial
de 4 uM da cepa parental. As linhagens induzidas apresentaram resisténcia colateral, com
alteracdes nos perfis de resisténcia da linhagem parental a colistina, & amicacina e as
fluoroquinolonas, e a resisténcia colateral ndo foi estavel apds dez dias sem exposi¢ao ao agente
seletivo. Além disso, foi avaliado o aumento do custo metabdlico 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 duplicagdo (T.D) aumentada em até 20% e com isso uma diminui¢ao do crescimento maximo
das bactérias em até 5% na fase log. Esses achados podem contribuir para um melhor
entendimento do agente patogénico K. pneumoniae € para novas estratégias na batalha frente a
resisténcia aos antimicrobianos.

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

alternativas.



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 uM 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. Introducao

1.1 Antimicrobianos e resisténcia a antimicrobianos

Os antimicrobianos foram introduzidos como a grande descoberta no inicio do século
20 e com eles, além de tratar doengas infecciosas, também foram possiveis procedimentos
invasivos que exigem imunossupressao como tratamentos de cincer, transplantes de 6rgdos 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 eficacia e por sua
vez, diminuam as opgdes de tratamento, sendo comparado a “tragédia dos comuns”, na qual
individuos de uma comunidade esgotam recursos limitados (WHO, 2017).

Por outro lado, a resisténcia aos antimicrobianos (RAM), que pode ser desenvolvida a
partir da exposi¢ao das bactérias a agentes antimicrobianos, podendo desencadear mutagdes em
resposta antimicrobianos, tornando infec¢des bacterianas mais dificeis de tratar e aumentando
o risco de disseminacdo e mortalidade (WHO, 2023). A resisténcia ¢ definida como a
capacidade das bactérias de sobreviver aos efeitos de antimicrobianos em concentragdes
terapéuticas (Murray et al., 2022). Esse fenomeno ¢ um problema crescente em todo o mundo,
ameacgando a eficdcia de tratamentos de doengas 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 clinico resistente (azul).

Imagem adaptada de (Stennett et al., 2022).
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A OMS alertou que a humanidade estd ficando sem opg¢des, diante do aumento global
de infecgdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) e da disseminagdao de mecanismos de
resisténcia (Ugwu et al., 2020; Zhu et al., 2022).

Assim, infecgdes antes tratdveis, como pneumonia e tuberculose, estdo se dirigindo para
um futuro em que deixardo de ser tratdveis (Ahmed et al., 2024). A perspectiva de uma era pos-
antibiodtica, em que infec¢des comuns ou ferimentos leves podem, novamente, levar a morte, ¢
real (WHO, 2023). Desde a descoberta da penicilina por Alexander Fleming em 1929 (Letek,

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

Em 2021, estimou-se que 4,71 milhdes de mortes estiveram associadas a resisténcia
bacteriana aos antimicrobianos, das quais 1,14 milhdes foram diretamente atribuiveis a este
fator. Entre 1990 e 2021, observou-se mundialmente uma queda superior a 50% na mortalidade
por resisténcia entre criangas 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 carbapenémicos, ¢ 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 esta entre bactérias gram-negativas que demonstrou um dos maiores crescimentos
globais (Naghavi et al., 2024). Projecdes para 2050 indicam até 8,22 milhdes de mortes
associadas & resisténcia antimicrobiana (RAM), com maior impacto no sul da Asia, América

Latina e Caribe, em concordancia com o cendrio da (Tabela 1) (Naghavi et al., 2024).
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Tabela 1. As 10 combinagdes entre patdgenos e resisténcia

4 antimicrobianos mais

mortiferasantimicrobianos, separadas por super-regidoes em 2021, tabela adaptada de (Naghavi

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

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

regido, as cores das células sdo definidas pela taxa de variagdo anualizada de 1990 a 2021.
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Regides X Ntimero de mortes

"M Europa e Asia central = 5050 mortes
B Africa do norte e Oriente Médio = 5550
M America latina e Caribe = 6900 mortes
Sudeste, leste asidticos e Ocednia = 8300 mortes
W Africa subsaariana = 28960 mortes
M sul asidtico = 33000 mortes

Figura 2. Distribuicdo regional das mortes relacionadas a Klebsiella pneumoniae resistente a

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

Cenarios futuros indicam que até 92 milhdes de mortes podem ser evitadas com
melhorias no cuidado de infecgdes graves e acesso a antimicrobianos, sendo 11,1 milhdes
evitaveis com o desenvolvimento de novos medicamentos contra bactérias gram-negativas

(Naghavi et al., 2024).

1.2 Klebsiella pneumoniae

A fim de munir com orientacdo os formuladores de politicas publicas, autoridades
nacionais de saude 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 Patogénica — em tradugdo livre” (WHO, 2024).
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Nesse documento foram analisadas 15 familias de patdgenos resistentes a antimicrobianos e
alocadas em grupos de critica, alta e média prioridade (Figura 2) (WHO, 2024). Dentre essas
bactérias K. pneumoniae foi enquadrada no grupo critico e lidera o ranque na lista de prioridades
subindo da 5% para a 1* colocagdo (Figura 3) (WHO, 2024, 2025).

K. pneumoniae ¢ uma bactéria patogénica gram-negativa, de morfologia bacilar,
pertencente a ordem das Enterobacterales. Trata-se de um microrganismo ubiquo no ambiente,
capaz de colonizar e infectar diversos hospedeiros, incluindo plantas e animais. Em seres
humanos, ¢ normalmente isolada de diferentes sitios anatdomicos, como a cavidade oral, pele,
trato gastrointestinal, trato urindrio e trato respiratdrio (Ernst et al., 2020; Holt et al., 2015).
Klebsiella sp. ¢ considerada uma bactéria oportunista, que afeta principalmente individuos
imunocomprometidos. Constitui um dos principais agentes etioldgicos de pneumonia IRAS e,
entre criangas menores de cinco anos, foi um dos patégenos com maior nimero de mortes
atribuiveis a resisténcia antimicrobiana em 2021, juntamente com Streptococcus pneumoniae €

Escherichia coli (Ernst et al., 2020; Naghavi et al., 2024).
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Figura 3. Atualizacdo da Lista Bacteriana de Prioridade Patogénica 2024, agrupando 15
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(WHO, 2024, 2025).
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Figura 4. Atualizacdo da Lista Bacteriana de Prioridade Patogénica (BPPL) em 2024,

ranqueando todos os 24 patdgenos resistentes a antimicrobianos de relevéancia clinica (WHO,

2024, 2025).
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A K. pneumoniae ¢ microrganismo que apresenta um genoma acessoOrio
extenso, composto por plasmideos e por loci génicos localizados no cromossomo. Com base
nas caracteristicas desse genoma acessorio, as cepas da espécie podem ser classificadas em trés
principais grupos: oportunistas, hipervirulentas (hv) e multirresistentes (MDR) (Martin &
Bachman, 2018). A emergéncia e disseminacdo das cepas multirresistentes constituem um
desafio urgente no estudo de K. pneumoniae, especialmente no contexto hospitalar (Navon-
Venezia etal., 2017). A resisténcia observada nessas cepas esta fortemente associada a presenca
de genes de resisténcia a antimicrobianos (GRAs), frequentemente codificados por plasmideos.
Por meio desses elementos genéticos moveis e de outros mecanismos de transferéncia
horizontal, K. pneumoniae continua a adquirir e acumular GRAs, ampliando sua capacidade de

adaptagdo frente as terapias antimicrobianas disponiveis (Navon-Venezia et al., 2017).

1.3 Mecanismos de resisténcia em Klebsiella pneumoniae

Com o advento do uso crescente de antimicrobianos, K. pneumoniae passou a
representar uma das principais causas de infecgdes hospitalares associadas a assisténcia a satde,
sendo também um dos quatro patégenos vinculados a combinagdes patdogeno—farmaco que
resultaram em um aumento superior a 25.000 mortes atribuiveis por ano, no periodo 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 ¢ facilitado a co-disseminacdo na presenca de fatores de RAM e ampliando
o risco a saude humana (Calland et al., 2023; Hetland et al., 2025). Em escala global, em 2021,
aproximadamente 45.600 6bitos foram atribuidos a resisténcia antimicrobiana causada por K.
pneumoniae resistente a carbapenémicos , enquanto, no mesmo periodo, cerca de 36.000 mortes

estiveram relacionadas a resisténcia dessa bactéria as fluoroquinolonas. Desses totais,
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aproximadamente 3.800 e 3.100 o6bitos, respectivamente, foram registrados na regido composta
pela América Latina e Caribe (Naghavi et al., 2024).

Diversos fatores tém sido apontados como responsaveis pela dissemina¢do da RAM,
entre os quais se destacam o uso inadequado de antimicrobianos, tanto na 4rea da satide quanto
na agropecudria e veterinaria, além da escassez de novos farmacos ou terapias eficazes para o
enfrentamento dessa ameaga (Volkov, 2024; WHO, 2022; WOAH, 2025). Por estar
frequentemente presente nesses ambientes, K. pneumoniae ¢ constantemente exposta a diversos
antimicrobianos, essa condi¢do favorece o surgimento de mutagdes adicionais e uma ampla
gama de GRAs presentes em seus cromossomos € em plasmideos, os quais também evoluem e
se diversificam continuamente (Navon-Venezia et al., 2017).

Com extensivos trabalhos frente a necessidade de compreensdao dos mecanismos que
aferem essas resisténcias, podem ser citados varios genes atrelados ao sucesso dessa bactéria
em se adaptar principalmente em ambiente IRAS, como por exemplo (i) inativacdo enzimatica
por meio da producdo de B-lactamases e carbapenemases, blasuv e blarem que sdo genes
classicos atrelados a resisténcia da classe dos B-lactdmicos com sua incidéncia e impacto
receberam a nomenclatura ESBL (em inglés extended spectrum p-lactamases) ao aferir
atividade contra um espectro de B-lactamicos, assim como cefalosporinas de terceira geragao e
monobactamicos (Huang et al., 2025; Lee et al., 2021; Pu et al., 2023).; (ii) atividade aumentada
de bombas de efluxo tetd, tetD, ogxA e ogxB, consequentemente contra fluoroquinolonas e
tetraciclinas (Geetha et al., 2020; Huang et al., 2025; Lee et al., 2021; Pu et al., 2023); e (iii)
modificacdes estruturais de proteinas da membrana externa como as alteracdes na expressao
dos genes ompK, sendo traduzidos em porinas variantes e conferindo resisténcia a
aminoglicosideos e carbapenemicos (Lee et al., 2021; Pu et al., 2023).

Nao limitados a isso, também hé ocorréncia dos genes blacrx-um atrelados a transposons

(Tn) e plasmideos que estdo intrinsecamente ligados a transferéncia lateral de genes (TLG)
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(Ikhimiukor et al., 2024). A capacidade da K. pneumoniae de incorporar genes de resisténcia a
EGMs, por plasmideos transferiveis, como Incll que ¢ o plasmideo de maior incidéncia atrelado
a genes de carbapenemases e ESBL, permitiu um novo horizonte na versatilidade da bactéria
culminando no surgimento e na propagagdo das cepas resistentes permitindo a ocupagdo dos
primeiro e sexto lugares no ranque de prioridade pela Organizacdo Mundial da Satide (OMS),
K. pneumoniae resistente a carbapenémicos e a 3* geracdo de cefalosporinas (§ -lactamicos)
respectivamente (Figura3) (WHO, 2024; Zhou et al., 2023).

Neste cenario, K. pneumoniae, por apresentar todos esses aparatos a disposi¢do e essa
natureza tenaz, apresenta resisténcias ESBLs e carbapenemases. Essas resisténcias aumentaram
nas ultimas décadas para 60,4% e 50,6% respectivamente em 2809 genomas testados, assim
como B-lactamicos, quinolonas e fosfomicinas sempre estaveis em 80% ou mais (Huang et al.,
2025). No entanto a resisténcia a polimixinas (polimixina B e colistina) se manteve em niveis
baixos, cerca de 0 a 3,4%, assim carregando a alcunha uma das ultimasalternativas contra

infecgdes causadas por K. pneumoniae resistente aos carbapenémicos (Huang et al., 2025).

1.4 Tratamentos de infec¢coes causadas por Klebsiella pneumoniae

O manejo das infec¢des causadas por K. pneumoniae requer tanto o controle adequado
do foco infeccioso quanto a administragao de terapia antibiotica eficaz. A duragdo do tratamento
varia, geralmente, entre duas e seis semanas, dependendo do local acometido, da extensdo da
infec¢do, do antimicrobiano utilizado e do perfil do patégeno (CPPAS, 2024; Phd et al., 2012;
Shon et al., 2013).

Dessa forma, a escolha empirica da terapia antimicrobiana deve levar em consideracdo
tanto o sitio da infec¢do quanto os perfis locais de resisténcia aos antimicrobianos (Russo &
Marr, 2019). A terapia deve ser posteriormente ajustada com base nos resultados de

sensibilidade in vitro obtidos dos isolados clinicos (CPPAS, 2024). Em situagdes de
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endoftalmite (infec¢do ocular), por exemplo, recomenda-se a administragdo de aplicagdes
injetaveis antibioticas intravitreas (Durand, 2017).

Os estudos observam um aumento na prevaléncia de cepas hipervirulentas
multirresistentes (hvKp), o que pode estar relacionado ao aumento das infec¢des associadas a
assisténcia a satde. Esse cenario agrava o desafio terapéutico, considerando-se a elevada
morbidade associada a essas infec¢des (Gu et al., 2018; Li et al., 2018; Marr & Russo, 2019).
Entre as opgdes que podem ser consideradas estdo 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 ndo sdo eficazes contra metalo-f-lactamases enzimas que conferem resisténcia
aos carbapenémicos e, além disso, a maioria desses agentes ainda ndo foi avaliada de forma
sistemdtica para o tratamento de infecgdes por cepas resistentes a carbapenémicos e todas
podem estar sujeitas a perfis de resisténcia (Pouch & Patel, 2019; Russo & Marr, 2019).

Dito isso, formas alternativas de enfrentamento a esses microrganismos sdo cada vez
mais necessarias, como a concentracdo na descoberta de novos compostos que atuem sobre
sistemas bacterianos, tais como a transdu¢do de sinal, reguladores, viruléncia ou
permeabilizagdo da membrana bacteriana. Embora a maioria das terapias alternativas nao
promova a eliminagdo direta dos microrganismos, ao interferirem nos mecanismos de
patogénese bacteriana, podem reduzir significativamente a viruléncia (Wang et al., 2020).
Nessas condi¢des, bactérias com viruléncia atenuada tornam-se mais suscetiveis a eliminagao
pelo sistema imunolégico do hospedeiro ou a agdo de antimicrobianos convencionais (Wang et
al., 2020). Dessa maneira, o desenvolvimento de trabalhos e produtos sobre combinagdes de

agentes antimicrobianos torna-se viavel e necessario.
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Assim, os peptideos antimicrobianos (PAMs), também conhecidos como peptideos de
defesa do hospedeiro, t€ém ganhado destaque como potenciais terapias alternativas, devido a sua
eficacia imunomoduladora e a capacidade de atuar tanto isoladamente quanto em testes de
combinagdo com antimicrobianos (Gongalves et al., 2025). Dito isso, antimicrobianos como a
colistina, também conhecida por polimixina E e a polimixina B, que sdo agentes pensados a
base de peptideos, tem a alcunha de antimicrobianos de ultimo recurso contra bactérias gram-
negativas como Escherichia coli, Acinetobacter baumanni, Pseudomonas aeruginosa e K.
pneumoniae ¢ compreendem agentes antimicrobianos lipopeptidico ciclico ndo ribossomal

pertencente a classe dos peptideos catidonicos (Fernandez-Garcia, 2024; Mondal et al., 2024a).

1.5 Peptideos antimicrobianos

Os PAMs sdo pequenas proteinas, que variam entre 6 ¢ 50 aminodcidos, produzidas em
diferentes tecidos e tipos celulares e sdo amplamente distribuidas na natureza, geralmente com
carater cationico e estrutura anfipatica, composta por dominios hidrofobicos e hidrofilicos
segregados em solugdo e podem ser considerados candidatos promissores a antimicrobianos do
futuro (Lewies et al., 2019; Oliveira Junior 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 patdgenos por sua interagdo com as membranas celulares
de microrganismos, promovendo desestabilizacio da membrana e consequente morte celular

(Oliveira Junior et al., 2025).
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Figura 5. Estruturas e mecanismos de a¢do dos peptideos antimicrobianos. A. Ilustra¢do dos
tipos de estruturas dos peptideos antimicrobianos. B. Ilustragdo dos mecanismos de a¢do na

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

Geralmente organizados em trés formas de interagir com a membrana, os PAMs (Figura
4B), sendo o modelo do poro em barril, que descreve a formagdo de poros verticais através da
membrana, nos quais hélices o anfipaticas dos peptideos antimicrobianos se organizam em
agregados de formato de barril (Oliveira Junior et al., 2025; Zhang et al., 2021). Esses agregados
formam canais transmembranares orientados e permedveis a agua (Oliveira Junior et al., 2025;
Zhang et al., 2021). De maneira semelhante, a formagao de poros também pode ocorrer segundo
o modelo do poro toroidal (Oliveira Junior et al., 2025; Zhang et al., 2021). Nesse caso, varias
moléculas de PAMs interagem com as partes polares dos lipidios, formando uma estrutura
continua que conecta as folhas interna e externa da bicamada lipidica, resultando em poros

igualmente permeaveis a agua (Oliveira Jinior et al., 2025; Zhang et al., 2021). Também ha o

23



modelo de carpete, que apresenta um mecanismo distinto: os PAMs se alinham paralelamente
a superficie da membrana, interagindo com as cabegas de fosfolipidios e distribuindo-se em
carpete (Oliveira Junior et al., 2025; Zhang et al., 2021). A medida que a concentragdo de
peptideos atinge um limiar critico, a estrutura da membrana entra em colapso, gerando defeitos
e desintegrando-se em micelas (Oliveira Junior et al., 2025; Zhang et al., 2021).

Os PAMs se apresentam em diversas conformagdes estruturais que sdo diretamente
associadas as suas fungdes (Oliveira Junior et al., 2025). Essas estruturas podem ser (1) lineares
estendidas, que s3o flexiveis, ndo possuem estruturas secundarias fixas e tém sua agdo
antimicrobiana baseada em interacdes com a membrana e na formagdo de poros, assim
comprometendo fungdes essenciais (Hsu et al., 2005; Koehbach & Craik, 2019; Oliveira Janior
et al., 2025; Sneideris et al., 2023); (2) estruturadas em hélice, sdo anfipaticas (uma face
hidrofilica e outra hidrofébica), as interagdes de sua por¢do hidrofilica com a membrana
permitem feixes que formam poros e as regides hidrofobicas interagem com os nticleos lipidicos
e facilitando a ruptura da membrana (Alzain et al., 2025).

Ha peptideos mistos entre a-hélice e folhas-f sendo principalmente atreladas a atividade
antimicrobiana (Alzain et al., 2025; Erdem Biiyiikkiraz & Kesmen, 2022; Oliveira Junior et al.,
2025); (3) Estruturado em 3, sdo estruturados por folhas-f3 conectadas por pontes de dissulfeto
essenciais para a estabilidade da estrutura e tem sua interacdo com a membrana também
mediada pelas das folhas-f3 com a membrana formando poros (Alzain et al., 2025; Koehbach &
Craik, 2019; Oliveira Junior et al., 2025); e (4) as formagdes topograficas, os “ciclicos ” sdo
uma classe interessante de peptideos sintéticos ligados em uma formagao entre o C- e N-
terminais, “head to tail ou cabeca a calda”, por pontes de dissulfeto ou tioéter, que fornecem a
essas estruturas uma prote¢ao extra a degradacao (Figura 4 A)(Alzain et al., 2025; Koehbach &

Craik, 2019; Oliveira Janior et al., 2025).
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A diversidade de PAMs ativos contra cepas resistentes de K. pneumoniae tem
incentivado sua introdu¢do como novos agentes antimicrobianos para superar a resisténcia (de
Souza et al., 2022). Entretanto, os PAMs também podem estar suscetiveis a capacidade
bacteriana de desenvolver resisténcia, incluindo a de reduzir a interagdo com os PAMs. As
bactérias podem produzir vesiculas de membrana externa, polimeros e biofilmes, junto a esses
mecanismos também ha modificagdes de carga de membrana, que sdo o mecanismo mais
frequente observado (Gunn et al., 2000; Kim et al., 2018). Essa capacidade de sobrepujar os
PAMs também pode ser atribuida a proficiéncia bacteriana de promover modificagdes
moleculares na membrana, como alteragdes nos lipopolissacarideos (LPS), alteragdes no carater
elétrico da membrana, que pode ficar menos negativo, mitigando a interacdo com PAMs, de
natureza cationica (Gunn et al., 2000; Nuri et al., 2015).

Nesse contexto, sob a perspectiva de avaliar o perfil de resisténcia bacteriana induzida
frente a um candidato de ultimo recurso, o peptideo BotrAMP 14 sintetizado por meio de
desenho racional, constituido por 14 residuos de aminoacidos e estrutura em a-hélice com carga
+8. Esse peptideo ¢ derivado da batroxicidina, uma molécula significativamente maior,
composta por 37 residuos de aminodcidos, extraida 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 peptideo BotrAMP 14 apresentou atividade antimicrobiana
em concentracdes baixas, os isolados de K. pneumoniae estiveram entre os melhores numeros
de concentragdo inibitoria, com desempenhos de concentragdes inibitorias minimas de 6,2 uM
(Oliveira et al., 2020). Dito isso, esse trabalho propds-se a avaliar a interacdo, por meio da

trajetoria evolutiva, da bactéria K. pneumoniae com o peptideo BotrAMP14.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral
e Compreender o perfil de resisténcia da bactéria K. pneumoniae a alternativa terapéutica do

peptideo BotrAMP 14.

2.2 Objetivos Especificos

Confirmagao do peptideo BotrAMP14 por espectrometria de massa;

Estabelecer padrdes de crescimento bacteriano e as concentragdes inibitérias minimas;

Induzir, em cepas de Klebsiella pneumoniae, um perfil de resisténcia a peptideos.

Avaliar a estabilidade do perfil de resisténcia bacteriana adquirido;

Avaliar, em Klebsiella pneumoniae, a resisténcia cruzada entre antimicrobianos e peptideos
antimicrobianos.
e Observar a diferenca no perfil de crescimento da cepa bacteriana parental em relagdo as

linhagens induzidas a resisténcia.
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3. Material e Métodos

3.1 Confirmacgao do peptideo BotrAMP14 por espectrometria de massa

O peptideo 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 peptideos com alta pureza (> 95%). As massas
moleculares ¢ o grau de pureza dos peptideos sintetizados foram fornecidos pela empresa
contratada. A confirmagdo dos peptideos ciclicos foi realizada por espectrometria de massas,
em que a massa observada deve ser dois ions a menos do que a massa monoisotopica calculada,
devido a reducao que ocorre nas cisteinas na formacao de pontes dissulfeto. Apds a sintese, os
peptideos foram diluidos em agua ultrapura e confirmados quanto a 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 analise 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 proporcao de 1:3, com a matriz sendo uma solu¢ao de acido alfa-ciano-4-
hidroxicindmico (alfa-ciano-4-hidroxicindmico (10 mg. mL™") em 50% de acetonitrila, 49,7%

(v:v) de 4dgua ultrapura e 0,3% (v:v) de TFA) (Witherell et al., 2021).

3.2 Concentragao Inibitéoria Minima (CIM)

Para a determinacgao da concentracao inibitoria minima (CIM), foi utilizado o ensaio de
microdilui¢ao em placa de 96 pocos seguindo protocolo do BrCAST (2025) com modificagdes.
Primeiramente, trés colonias recém cultivadas em agar Muller Hinton foram inoculadas em 5
mL de caldo Muller Hinton e colocadas em incubadora shaker a 37°C a 200 rpm, até atingir
uma densidade 6ptica (DO 600) equivalente a 0,5 da escala de McFarland o que representa 1 x

10 8 UFC.mL"'. Além disso, foi realizada diluicdes seriadas de BotrAMP 14 de forma a obter
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50 pL de cada diluicao nos pogos da microplaca em triplicata. Em seguida, foram adicionados
50 uL da suspensdo bacteriana ajustada (~1x10 6 UFC.mL ') em cada pogo da microplaca
contendo os antimicrobianos diluidos, obtendo-se uma concentragdo bacteriana final de ~5x10
5 UFC.mL -1. As placas foram entdo 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 auxilio do software Gen5 2.0. Durante o ensaio, foi
realizado também controle de crescimento bacteriano no meio Muller Hinton triplicatas e pogos
contendo apenas meio de cultura para confirmagdo da esterilidade e um controle de atividade

antimicrobiana com Colistina (BrCAST, 2025).

3.3 Trajetoria Evolutiva da K. pneumoniae

Para induzir resisténcia ao peptideo BotrAMP 14, a bactéria K. pneumoniae foi
cultivada em 4gar Muller Hinton foi colocada em 5 mL de caldo Muller Hinton e colocadas em
incubadora shaker a 37°C a 200 rpm, até atingir uma densidade optica (DO 600) equivalente a
0,5 da escala de McFarland o que representa 1 x 10 8 UFC.mL"'. Em seguida, foram inoculados
1 pL da suspensdo bacteriana ajustada (~1x10® UFC-mL™") e cultivadas 10 linhagens da
bactéria em placas de 96 pocos, contendo 99 puL de meio Mueller-Hinton caldo suplementado
com o peptideo BotrAMP14. As culturas foram iniciadas com a concentragdo correspondente
a metade da concentragdo inibitéria minima (CIM) do peptideo (2 uM). A cada quatro dias, a
concentragdo do peptideo era aumentada em 50% até atingir 15 pM. Diariamente, 1 pL de cada
linhagem foi transferido para um novo poco contendo 99 pL. do meio Muller Hinton com a
nova concentragdo do peptideo (BrCAST, 2025; de Souza et al., 2026; Hughes & Andersson,

2025).
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3.4 Avaliacao da Estabilidade da Resisténcia Induzida

Para a realizacdo do teste de estabilidade, dez linhagens foram induzidas, nomeadas
KPG para controle experimental. Dessas, duas, as persistiram até o limite de concentragdes
propostas, as linhagens KpG I, KpG IV e a linhagem parental K. pneumoniae (ATCC13882)
foram inoculadas (1 pL da suspensdo bacteriana ajustada a ~1x10® UFC-mL™"), em triplicata,
em placas de 96 pocos contendo 99 pL de caldo Mueller-Hinton. As culturas foram mantidas
sob incubagdo a 37 °C, a 80 RPM e, a cada 24 h, 1 pL de cada pogo foi transferido para um
novo pogo, contendo 99 puL de meio fresco. Esse procedimento foi repetido por 10 passagens

consecutivas (Hughes & Andersson, 2025).

3.5 Avaliacao da Resisténcia Cruzada Frente a Outros Antimicrobianos

Para o teste de resisténcia 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 37°C a 200 rpm, até atingir uma densidade 6ptica (DO 600) equivalente a 0,5 da escala
de McFarland o que representa 1 x 10 8 UFC.mL"'. Entdo 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 resisténcia contra colistina, BotrAMP 14 e CotrAMP

14 (BrCAST, 2025).

3.6 Avaliaciao da Capacidade Biologica
Para a realizagdo do teste de capacidade bioldgica (fitness), foram selecionadas as
seguintes cepas bacterianas: a cepa parental, uma cepa controle de placa, que ¢ um clone da

parental, KpG 1 e KpG 4. Primeiramente essas trés colonias recém cultivadas em agar Muller
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Hinton foram inoculadas em 5 mL de caldo Muller Hinton e colocadas em incubadora shaker a
37°C a 200 rpm, até atingir uma densidade optica (DO 600) equivalente a 0,5 da escala de
McFarland o que representa 1 x 10 8 UFC.mL"!. Em seguida, 50 uL da suspensdo bacteriana
sao adicionados a 50 uL de caldo Mueller-Hinton, que foram distribuidos aleatoriamente em
uma placa de 96 pogos. As placas foram incubadas por 24 h, com leituras de absorbancia
realizadas a cada 30 minutos no leitor EON, utilizando o software GENS5 para aquisi¢ao dos
dados. Ao término da incubagdo, os dados gerados serdo processados pelo software AMiGA
(Midani et al., 2021), que analisard as curvas de crescimento bacteriano. Esse processamento
permitiu a comparagao entre as cepas induzidas (KpG 1 e KpG 4), a cepa controle e a cepa
parental, sendo que a cepa controle ¢ um controle de placa para notar alteragcdes de fitnees
decorrentes do manuseio da bactéria, com base em parametros especificos. Entre os aspectos
avaliados, estdo a capacidade de carga (K), que representa o crescimento maximo que o
ambiente ¢ capaz de sustentar, e a area sob a curva (AUC), que expressa o crescimento total
observado ao longo do tempo. Também serdo analisados a taxa méxima de crescimento (r),
correspondente a maior velocidade de multiplicacdo celular, e o tempo de duplicagcdo, que
indica o intervalo necessario para que a populacdo bacteriana dobre de tamanho durante a fase
exponencial. Além disso, o software calcula o tempo de laténcia, ou seja, o periodo decorrido
até o inicio do crescimento apds a inoculacdo; a taxa maxima de morte, que se refere a
velocidade de declinio da populag@o apds atingir o pico de crescimento; a morte total, entendida
como a perda completa da biomassa; e, por fim, o tempo de adaptagdo, definido como o
intervalo necessario para que a populagdo bacteriana inicie o crescimento (Hughes &

Andersson, 2025).
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4. Resultados e Discussao

4.1 Confirmacio do peptideo BotrAMP 14 por espectrometria de massa

A sintese do peptideo foi analisada e sua sequéncia confirmada por espectrometria de
massa, a fim de assegurar a confiabilidade dos ensaios biologicos. O processo de identificacao
de moléculas por espectrometria de massas, realizado por MALDI-ToF (Matrix-Assisted Laser
Desorption / lonization — Time of Flight), ¢ um processo de ionizagdo a laser assistida por matriz
e, na atualidade, ¢ amplamente utilizado como técnica analitica em microbiologia, identificagao
de biomarcadores e protedmica (Andreadi et al., 2025; Li et al., 2022a). A massa esperada do
peptideo BotrAMP 14 sintetizado ¢ de 1957,46. O espectro obtido (Figura 5) apresentou uma
massa de 1957,58, com diferenca de 0,12, que pode ter se originado no momento da ionizacao

do peptideo durante o teste (Li et al., 2022b).
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Figura 6. Espectro de massa do peptideo sintetizado, gerado no equipamento MALDI-ToF, no

modo de ionizagdo positiva, usando o acido a-cianocindmico como matriz.
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BotrAMP14 ¢ um peptideo a-hélice de carga +8, derivado da batroxicidina, que por
meio de desenho racional sofreu uma redug¢do de 20 aminoacidos (a.a) em sua composicao,
saindo de 34 para 14 aminoacidos, mantendo somente o necessario da estrutura para atividade
antimicrobiana, que pode ser atrelada a propensdo para formar o-hélice em ambientes de
membrana, assim como as interagdes hidrofobicas, ligagdes de hidrogénio e pontes salinas

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

.....

Para a analise do perfil de resisténcia da K. pneumoniae frente ao peptideo BotrAMP 14
foi necessario estabelecer um CIM antes de submeter a bactéria a uma trajetoria evolutiva,
usando como referéncia indugdes da literatura (Hughes & Andersson, 2025; Janssen et al.,
2021; Xie et al., 2025). Pois as bactérias podem apresentar resisténcia fenotipica a
antimicrobianos, como bombas de efluxo ¢ membranas externas impermeaveis que sao
caracteristicas funcionais e estruturais, respectivamente, podendo interferir na determinagao
capacidade antimicrobiana do agente testado (BrCAST, 2025; Lee et al., 2021; Mora-
Ochomogo & Lohans, 2021). Assim como resisténcia adaptativa que sdo respostas transitorias
reversiveis a fatores de estresse exercidos pelo meio, como privacdo de nutrientes e
concentragdes subinibitérias de agentes antimicrobianos (Mora-Ochomogo & Lohans, 2021;
Motta et al., 2015). Além da capacidade de transferir genes horizontalmente e da mutagao de
cromossomos (Ikhimiukor et al., 2024; Mora-Ochomogo & Lohans, 2021; Motta et al., 2015).
Antes da trajetoria evolutiva, os primeiros testes de micro diluigdo em placas de 96 pogos para
determinar o nivel de sensibilidade da bactéria, medido pela concentragdo inibitéria minima
(CIM) pré-trajetoria mostraram que o perfil inicial de K. pneumoniae foi de CIM= 4 uM do

peptideo antimicrobiano BotrAMP14 e sensivel a colistina com CIM= 2 uM (Figura 6).
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Figura 7. Concentrag¢do inibitéria minima do BotrAMP14 frente a cepas de Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883 em concentragdes de 32 a 1 pM.

Os resultados obtidos condizem com os achados na literatura, que mostraram atividade
do peptideo contra isolados de E. coli ATCC 25922 e KpC+, com CIM= 3,1 uM e 1,5 uM,
respectivamente, S. aureus ATCC 25923 e CI, com CIM= 12.5 uM e 3,1 uM, respectivamente
e K. pneumoniae ATCC 13822 e CI 1445333 com CIM= 6,2 uM em ambas (Oliveira et al.,
2020). Estudos recentes avaliavam atividade de BotrAMP14 contra S. aureus Aurora, cepa de
interesse veterindrio (relacionada a mastite bovina), e mostrou que o peptideo apresenta CIM=
4 uM (Nieto-Marin et al., 2025). Enquanto atividade observada do peptideo contra o isolado
clinico de K. pneumoniae (Kp03) mostrou CIM= 4 uM, a atividade de colistina apresentou

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

Uma vez determinada a concentracdo de inibi¢do, foi possivel também determinar a

concentragcdo subinibitoria para o inicio da trajetoria evolutiva, 2 uM, (1/2 CIM,), com o
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objetivo de progredir o estresse da bactéria contra o peptideo em concentragdes escalonadas
com um aumento de metade do estresse anterior (se a primeira concentra¢do ¢ X uM, logo, X
+ X/2 = proxima concentragdo) afim de ver seu comportamento e capacidade de adquirir
resisténcia ao antimicrobiano (de Souza et al., 2026; Hughes & Andersson, 2025; Yu et al.,

2025a).

4.3 Trajetoria Evolutiva da K. pneumoniae

A partir da cepa parental de K. pneumoniae, 10 linhagens foram induzidas a resisténcia
por trajetorias evolutivas independentes, utilizando concentragdes subinibitorias crescentes de
BotrAMP 14 a partir de 2 uM (Figura 8). Ao longo do tempo, observaram-se variagdes na
sobrevivéncia das diferentes linhagens. Os resultados revelaram que, apenas 20%, duas delas
(KpG 1 e KpG 4) mantiveram-se viaveis diante de todos os aumentos sucessivos na
concentragdo do PAM, até o limite de quatro vezes o valor da CIM no término da 24" passagem

(Figura 8).
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Figura 8. Trajetoria evolutiva ao longo de seis rodadas, totalizando 24 dias, das linhagens de
Klebsiella pneumoniae (KpG 1 a KpG 10) submetidas a concentragdes crescentes do peptideo

BotrAMP 14, iniciando em 2 uM e alcangando 15 uM, com incrementos a cada quatro dias.

A partir dos dados obtidos, o resultado observado apresentou dissonancia outros
trabalhos da literatura, que apresentam trajetorias de peptideos com até 120 geragdes em até 60
dias tendo aquisi¢des lentas de resisténcia bacteriana (Spohn et al., 2019; Yu et al., 2025a).
Outros trabalhos na literatura utilizaram como parametro 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 alcancar a marca de quatro vezes o valor da concentragao
inibitdria inicial, foi decidido por ndo prosseguir com os aumentos (Petersen et al., 2025; Xie
et al., 2025).

Os resultados obtidos mostram a capacidade da bactéria em desenvolver mecanismos

de resisténcia frente a PAMs, mesmo com suas acdoes em multiplos alvos, e reafirma o lugar de
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destaque da K. pneumoniae dentre os mais importantes agentes patogénicos objetos de estudo
na atualidade (Oliveira Junior et al., 2025; Spohn et al., 2019; WHO, 2025). Essa desenvoltura
em sobrepujar os PAMs também pode ser atribuida a diversos mecanismos, como modifica¢des
moleculares na membrana, como alteracdes nos lipopolissacarideos (LPS), que alteram o
carater elétrico da membrana, que podem ficar menos negativas, mitigando a interagdo com
PAMs, de natureza catidnica (Gunn et al., 2000; Nuri et al., 2015; Oliveira Junior et al., 2025).
Além disso, outras maneiras estratégicas executadas pelas bactérias envolvem a redugdo do
acesso ao seu alvo por producdo de vesiculas de membrana externa e biofilmes, que interagem
com os PAMs no lugar das membranas (Kim et al., 2018).

Dito isso, as primeiras linhagens que ndo resistiram ao desafio imposto ao peptideo
foram KpG 6, 7, 8, 9 e 10, que ndo sobreviveram a concentragdo de 4,5 uM de BotrAMP 14
(passagem 10, Figura 7), que apresenta a marca de CIM original da bactéria parental (Figura
6). A possivel morte foi atrelada a reducdo da densidade Optica (Dsoo = 0,005).
Subsequentemente, foi possivel observar a morte das linhagens KpG 2 e 3 na concentragdo de
6,25 uM do peptideo (passagem 15, Figura 8). A linhagem KpG 5 apresentou morte na
concentragdo = 10 uM, as linhagens KpG 2, 3 e 5 sucumbiram a pressao seletiva imposta pelo
PAM, nessa altura 80% das linhagens ndo resistiu ao teste (passagem 18, Figura 8). Os dados
contrapdem parte da literatura, na qual os PAMs sobressaem frente antimicrobianos com
elevada eficiéncia antimicrobiana ao ponto de protelar a aquisi¢do de resisténcia (Yu et al.,
2025a). Assim, mesmo em baixas concentragdes, as linhagens mutantes KpG 1, 2, 3,4 ¢ 5
podem ser consideradas resistentes, conforme a definicdlo da OMS, segundo a qual
microrganismos sdo considerados resistentes quando ultrapassam as concentracdes de inibicao
iniciais. Alguns fatores importantes que podem determinar o sucesso de sobrevivéncia de
mutantes resistentes (Hughes & Andersson, 2017, 2025; Lofton et al., 2013). Incluindo o nivel

de resisténcia, fator esse determinado por CIM ou halos em discos de difusdo, entretanto tem
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um grande espectro de variacdes dependendo do mecanismo de resisténcia e das condi¢des sob
as quais essa resisténcia ¢ medida; capacidade ou aptidao biologica (fitness), determinados por
parametros de crescimento e sobrevivéncia; e a pressao seletiva, sendo o fator mais dificil de
determinar e incorporar a modelos preditivos fora de ambiente laboratorial (Hughes &
Andersson, 2017, 2025; Lofton et al., 2013).

Apods a indugdo a resisténcia, pela trajetoria evolutiva, foram realizados testes de
resisténcia cruzada, por meio de CIM e de discos de difusdo (Figura 9 e Tabela 2
respectivamente). Afim de avaliar as capacidades das linhagens induzidas de sobreviverem a
influéncia de outros agentes antimicrobianos conhecidos na clinica e para observar as novas
capacidades de K. pneumoniae frente ao peptideo BotrAMPI14, a bactéria foi testada,
novamente, contra novas concentracdes do peptideo ao qual foi induzida e outros
antimicrobianos, o peptideo CrotAMP 14 derivado da crotalicidina e aos antimicrobianos
colistina, ampicilina, amicacina, cefazolina, cefalexina, ciprofloxacina, estreptomicina,

meropenem e tigeciclina.

4.4 Resisténcia Cruzada

A cepa parental demonstrou um aumento passando para uma CIM = 8 uM, que pode ser
atribuido 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 as novas capacidades de sobrevivéncia frente ao peptideo BotrAMP 14 em comparagao
com a parental. De maneira surpreendente a linhagem KpG 1 apresentou uma CIM = 32 uM,
enquanto a KpG 4 apresentou CIM = 64 pM, aumentos de 4 e 8 vezes maiores que os valores
iniciais respectivamente, mostrando um aumento expressivo na resisténcia, quando comparada

aos primeiros testes.
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Figura 9. Avaliacdo de resisténcia cruzada por micro diluicdo das cepas de K. pneumoniae
(KpG 1, 4 e controle) submetidas a concentra¢des de 1 a 128 uM de BotrAMP 14 e CrotAMP
14; também de 1 a 64 uM de colistina.

Ja para o teste de resisténcia cruzada por microdiluicdo, foram realizados testes com
CrotAMP 14, um peptideo sintético derivado da crotalicidina e alterado por desenho racional,
assim como com BotrAMP 14, para maximizar a eficiéncia antimicrobiana, € com colistina, um
antibiotico baseado em peptideo. Os resultados obtidos revelaram que a capacidade testada da
linhagem parental foi de CIM = 2 pM para colistina =8 pM para os peptideos 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 uM, respectivamente. Também foram capazes de
sobreviver a uma concentracao de 32 uM de colistina, um aumento de 16 vezes em relacdo ao

CIM inicial, um aumento também significativo. Tendo em vista as similaridades fundamentais
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naturais de composicdo, tamanho e de carga entre a colistina e os peptideos desenhados
CrotAMP 14 ¢ BotrAMP 14 (Mirshekar et al., 2024; Oliveira Junior et al., 2025; Poirel et al.,
2015). Pois, tanto BotrAMP 14, CrotAMP 14 e a colistina se ligam diretamente as superficies
bacterianas e desencadeiam eventos de perturba¢do 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 difusdo em disco, e foi possivel
observar um perfil singular da parental, ao ser sensivel a ciprofloxacina (fluoroquinolona), a
amicacina (aminoglicosideo), a tigeciclina (gliciciclinas) e ao meropenem (carbapenémico - 3-
lactamico), e resistente a ampicilina (penicilina - B-lactamico), ciprofloxacina e cefalexina
(cefalosporinas - B-lactamico). Uma vez que a K. pneumoniae pode ser considerada quase
universalmente resistente a B-lactdmicos, talvez essas resisténcias possam ser atrelada a essa
capacidade inata da bactéria em carregar genes como blatem, blasnv e blactmx-m, que conferem
resisténcia de amplo espectro a B-lactimicos e podendo ter como exce¢do os carbapenémicos,
uma vez que essa € classe geralmente relacionados aos genes blakrc € blaoxa (Ghazawi et al.,
2025; Lee et al., 2021; Niu et al., 2024; Yang et al., 2023).

J& para as linhagens KpG 1 e 4 induzidas a resisténcia houveram aquisicdes de
resisténcia a aminogliocosideos, carbapenémicos e gliciciclinas nas duas linhagens, podendo
ter relacdo com genes Aac3, Aac6, AadA, Aph3-14 e Arm para resisténcia a aminoglicosideos;
blaxec € blaoxa para carbapenémicos; mecanismos que geram resisténcia a tigeciclina ainda nao
foram totalmente elucidados, no entanto genes mutantes do teta (SR, V55M, 175V, T84A,
S201A, F202S, V203F) ja foram descritos na literatura relacionados a resisténcia com
tigeciclina (Chirabhundhu et al., 2024; Lee et al., 2021). Em comparagdo a parental, também
ha a manuten¢do nas resisténcias a penicilinas e cefalosporinas, tendo como uma Unica

divergéncia nos perfis das linhagens resistentes, a aquisi¢do de resisténcia a ciprofloxacina na
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KpG 4 geralmente relacionados aos genes Onr e Gyr A (Tabela 2), demonstrando uma

resisténcia cruzada pés-indugdo ao peptideo (Lee et al., 2021; Mirzaii et al., 2018).

Antimicrobianos Parental KpG1 KpG 4

AMP - Ampicilina 10 pg

AMI - Amicacina 30 pg

CFZ - Cifazolina 30 pg

CFE - Cefalexina 30 pg

CIP - Ciprofloxacina 05 pg

MPM - Meropenem 10 pg

TIG - Tigeciclina 15 pg

Tabela 2. Avaliagdo de resisténcia cruzada por difusdo de disco das cepas de K. pneumoniae
(KpG 1, 4 e parental) contra antimicrobianos de relevancia clinica. Os resultados sdo expressos
pelo didmetro em milimetros (mm), e pela legenda de (R) para resistente em amarelo, (S) para
sensivel em azul (BrCAST, 2025).

Mesmo com esses dados alarmantes acerca da capacidade bacteriana, esses
microrganismos nao sdo imortais, algumas alternativas utilizadas de tratamento fora a
administracdo de novos compostos, também podem ser terapia combinada, que ¢ amplamente

utilizada em contextos clinicos, especialmente no tratamento de organismos multirresistentes,
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terapia antibiotica alternada, que em estratégia combinatoria que envolve a rotagdo programada
de diferentes antimicrobianos (Ma et al., 2023).

Uma vez estabelecido o novo perfil de resisténcia das linhagens KpG 1 e 4 foi levantado
a questdo de durabilidade dessa resisténcia. A fim de responder essa questdo, esses
microrganismos foram expostos a um teste de estabilidade e apos 10 dias consecutivos
recultivando as cepas em placas de 96 pocos com meio MH sem aditivos foram refeitos os

perfis de resisténcia dessas bactérias por discos de difusdo.

4.5Avaliacio da estabilidade das resisténcias adquiridas pelas cepas bacterianas

A sensibilidade colateral pode ocorrer durante a evolugdo da resisténcia aos
antimicrobianos, e experimentos evolutivos em larga escala realizados em laboratorio tém sido
conduzidos para delinear essas sensibilidades colaterais entre diversas classes de
antimicrobianos (Chowdhury & Findlay, 2023; Ma et al., 2023).

Para checar o nivel de estabilidade do perfil de resisténcia pos-trajetoria e seus possiveis
efeitos colaterais, foram realizados inoculos de 18 h das linhagens resistentes em placas de 96
pocos, semeados por 10 dias sem o estimulo estressante do peptideo, e todos os testes
antimicrobianos foram realizados novamente. Em consondncia com outros trabalhos em que as
linhagens induzidas de K. pneumoniae mantiveram seus perfis resistentes aos agentes de
estimulo estressante (de Souza et al., 2026). Apds a retirada do estimulo, o perfil de resisténcia
dos isolados induzidos mudou completamente. As linhagens KpG 1 e KpG 4 ainda
demonstraram resisténcia frente a0 BotrAMP 14, mesmo diminuida, ficou em 8 pM em KpG 1
e 32 uM em KpG 4, ao mesmo tempo em que houve um aumento expressivo para CotrAMP

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

Oliveira et al., 2020).
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Figura 10. Avaliagdo de resisténcia cruzada por micro dilui¢do das cepas de K. pneumoniae

(KpG 1 e 4) submetidas a concentragdoes de 1 a 128 uM de BotrAMP 14, CotrAMP 14 e

colistina.

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

alteracdes em 6 classes de antimicrobianos, sensibilidade colateral a aminoglicosideos,

carbapenémicos cefalosporinas, fluoroquinolonas e gliciciclinas, mantendo somente sua

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

2023).
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Antimicrobianos Parental KpG1 KpG 4

AMP - Ampicilina 10 pg 0-R 0-R 0-R

AMI - Amicacina 30 pg

CFZ - Cifazolina 30 pg

CFE - Cefalexina 30 pg

CIP - Ciprofloxacina 05 pg

MPM - Meropenem 10 pg

TIG - Tigeciclina 15 pg

Tabela 3. Avaliacdo de sensibilidade colateral por difusdo em disco das cepas de K.
pneumoniae (KpG 1, 4 e parental) contra antimicrobianos de relevancia clinica. Os resultados
sdao expressos pelo didmetro em milimetros (mm), e pela legenda de (R) para resistente em

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

No contexto clinico, a disseminacao epidémica da resisténcia bacteriana tem limitado
de forma severa a efetividade da terapia antibiotica na clinica (Yu et al., 2025a). Assim, uma
vez que a velocidade de desenvolvimento de novos farmacos ¢ muito inferior a evolugdo
bacteriana, e consequentemente a aquisi¢do de resisténcia aos antimicrobianos, terapias

baseadas em sensibilidade colateral também constituem uma solugdo promissora para o
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combate a resisténcia antimicrobiana (Yu et al., 2025a). Pois a existéncia de déficits na
capacidade ou aptiddo biologica (fitness) decorrentes da evolugcdo da resisténcia a um
antibidtico 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 a resisténcia aos antimicrobianos
impactam diretamente o crescimento bacteriano, tendo, assim, um Onus para esses
microrganismos. Interessantemente, esses onus de crescimento podem ser explorados para

retardar a evolugao da resisténcia (de Souza et al., 2026; Yu et al., 2025a).

4.6 Capacidade biologica (fitness)

Os custos de fitness podem estar relacionados as respostas aos déficits metabdlicos
inespecificos. Dessa maneira ¢ possivel a medir o fitness com base na competicdo entre as
linhagens de interesse ou também na comparagao estimativa de parametros para o crescimento
bacteriano (Chowdhury & Findlay, 2023; Ma et al., 2023; Yu et al., 2025b). Assim, foram
realizados testes comparativos de capacidade bioldgica (fitness) entre as linhagens parental, um
controle de placa (C1), KpG 1 e 4 para notar os possiveis custos metabolicos da inducdo a
resisténcia (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 suplementagdo de antibidtico por 24 h e foram realizadas leituras de D.O. a 600
nm a cada 30 minutos. As leituras obtidas foram submetidas ao sofiware AMiGA, que realiza

comparagdes quantitativas entre os dados das populagdes fornecidas.
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Cepa AAC (log) T.C T.L T.D

Parental 16.331 2.094 0.651 0.331
Cl 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%*

Tabela 4. Avaliacdo da capacidade bioldgica das cepas de K. pneumoniae (KpG 1, 4 e parental)
com A.A.C: Area Abaixo da Curva (log), T.C: Taxa de Crescimento (h), T.L: Tempo de fase
Lag (h) e T.D: Tempo de Duplicagdo (h). Em A as cepas C1, KpG 1 e KpG 4 sdo 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 sdo comparados entre si. Os parametros marcados
com asterisco (*) tém diferenca estatistica com confianca de 99%. Os isolados destacados
sublinhados e em negrito sdo o referencial comparativo.

Os resultados obtidos mostram, a area 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 necessario para a comunidade bacteriana comegar o crescimento
exponencial, e o tempo de duplicacdo (T.D) € o tempo necessario para a comunidade bacteriana
dobrar de tamanho (Chowdhury & Findlay, 2023; Midani et al., 2021).

A partir dos dados, foi possivel verificar que o crescimento total das linhagens
resistentes diminuiu em 5,27% para a KpG 1 e 3,66% para a KpG4 em relagdo ao da parental
dado pela AAC, assim como também tiveram sua capacidade maxima de crescimento mais
baixa do que a parental em 16,18% para KpG 1 e 16,61% para a KpG 4 dado pela diferenca de
T.C, além de que o tempo de duplicagdo (T.D) das linhagens resistentes ¢ também

significativamente maior sendo 19,33% para a KpG 1 e 20,24% para KpG 4 (Figura 11), assim
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foi possivel observar que as linhagens resistentes tiveram um aumento significativo de custo

metabdlico. O tempo de fase lag T.L ndo deve diferenga estatistica (tabela 4). O fitness relativo

da maioria das linhagens evoluidas sob pressao de antimicrobianos e de AMPs ¢ inferior a da

linhagem original, sugerindo a existéncia de custos associados a evolugdo da resisténcia

(Chowdhury & Findlay, 2023; Yu et al., 2025b).
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Figura 11. Avaliacdo da capacidade bioldgica das cepas de K. pneumoniae, diferenca em

porcentagem na notacgdo do fitness da KpG 1 e 4 em comparagdo a parental. A.A.C: Area

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

Tempo de Duplicacdo (h).
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Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que o peptideo antimicrobiano
BotrAMP14 apresenta atividade inicial contra a bactéria K.pneumoniae de CIM= 4 uM. Apoés
a inducdo da resisténcia (24 passagens) atingiu CIM= 64 puM, mantendo a estabilidade de
resisténcia mesmo depois do periodo de 10 dias. Durante o periodo de indu¢do foi observada
resisténcia cruzada a antimicrobianos e outros PAMs. Entretanto a aquisi¢ao dessas resisténcias
mostrou um custo metabolico associado ao crescimento bacteriano o que pode estar relacionado

a perda de resisténcia apds o periodo de estabilidade.
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5. Conclusoes

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 obteve resisténcia induzida com sucesso frente ao
peptideo 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;

Apobs a indugdo a resisténcia, as linhagens ainda demonstravam sensibilidade a
fluoroquinolonas, aminoglicosideos, gliciciclinas e ao meropenem (carbapenémico).

As linhagens KpG 1 e KpG 4 ndo demonstraram sensibilidade compensatoria ao manter
sua capacidade inata de resisténcia a -lactdmicos ndo carbapenémicos;

Ambas as linhagens apresentaram resisténcia induzida estavel contra PAMs, mesmo na
auséncia do agente seletivo;

As linhagens KpG 1 e KpG 4 apresentaram resisténcia colateral ndo estavel até 24
rodadas de trajetéria evolutiva;

As linhagens apresentaram sensibilidade colateral a B-lactimicos cefalosporinas apds a
retirada do agente seletivo;

Ambas as linhagens avaliadas apresentaram compensagdo colateral a aquisicdo de
resisténcia demonstrada por aumento do custo metabolico;

Considerando a velocidade com que os mecanismos de resisténcia foram adquiridos, ¢
necessario ressaltar a importincia de monitorar e compreender esses processos para o

desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas frente a esse patogeno.
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ABSTRACT: Bacterial infections pose a significant threat to - S —
human health, constitating a major challenge for healthcare m .I F
systems. Antibiotic resistance is particularly concerning in the ‘iﬁ _\- ; { ia
context of treating staphylococcal infections. In addressing this e . a aareisibia s
challenge, antimicrobial peptides (AMPs), characterized by their 15 :“ #H gl | E § .2
hydrophobic and cationic properties, unique mechanism of action, | ... =~ — " I ! ‘g ;
and remarkable bactericidal and immunomodulatory capabilities, ! Crmetesiciy assivin Biechusion of sciien smabysls
emerge as promising alternatives to conventional antibiotics for . -

tackling bacterial multidrug resistance. This study focuses on the . i - .

CrylOAa protein as a template for generating AMPs due to its Eainmal isign 1T 1 1117
membrane-penetrating ability. Leveraging the Joker algorithm, six -

peptide variants were derived from @-helix 3 of Cry10Aa, known for bl “

its interaction with lipid bilayers. In vitro, antimicrobial assays

determined the minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) required for inhibiting
the growth of Staphyloceccus aureus, Escherichia coli, Acinetobacter baummanii, Enterobacter cloacae, Enterococcus facallis, Klebsiella
pneumonia, and Pseudomonas aeruginosa. Time-kill kinetics were performed using the parental peptide AMPCryl0Aa, as well as
AMPCryl0Aa 1 and AMPCryl0OAa 5, against E. coli ATCC, S awreus 111 and S. aureus ATCC strains showing that
AMPCryl10Aa 1 and AMPCryl0Aa 5 peptides can completely reduce the initial bacterial load with less than 2 h of incubation.
AMPCryl10Aa 1 and AMPCry 10Aa_5 present stability in human serum and activity maintenance up to 37 °C. Cytotoxicity assays,
conducted using the MTT method, “revealed that all of the tested peptides exhibited cell viability >50% (IC50). The study also
encompassed evaluations of the structure and physical-chemical properties. The three-dimensional structures of AMPCry10Aa and
AMPCryl0Aa 5 were determined through nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy, indicating the adoption of a-helical
segments. Electron paramagnetic resonance (EPR) spectroscopy elucidated the mechanism of action, demonstrating that
AMPCryl0Aa 5 enters the outer membranes of E. coli and S. aureus, causing substantial increases in lipid fluidity, while
AMPCry10Aa slightly increases lipid fluidity in E. coli. In conclusion, the results obtained underscore the potential of CrylO0Aaas a
source for developing antimicrobial peptides as alternatives to conventional antibiotics, offering a promising avenue in the battle
against antibiotic resistance.

B INTRODUCTION daptomycin, and linezolid, is a serious issue in staphylococcal
Bacterial infections, due to their rising occurrence and infection treatment.”"* Antimicrobial resistance is a natural
dissemination, pose a hazard to human health and a severe phenomenon produced by exposure of microorganisms to
concern for healthcare systems.! Emerging and re-emerging antibiotic molecules and has been treated as one of the greatest

infectious diseases have been identified as one of the greatest . . 3,10 .

public health issues in the last three decades, and despite modern threats to public health in the 21t century. ™ Selective pressure

health care, bacterial infectious diseases remain one of the -

leading causes of global mortn].ity.l R(.‘Cl_.‘ll"l‘d: September 26, 2023
Staphylococcus aureus is a Gram-positive opportunistic Revised:  June 3, 2024

pathogen responsible for several diseases, ranging from skin Aca-!}ted: June 5, 2024

infections and abscesses to much more severe endocarditis, Published: June 19, 2024

osteomyelitis, pneumonia, meningitis, and sepsis.“_"' Resistance

to currently used antibiotics, such as methicillin, vancomycin,
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Infectious disesses in farm snimals friggered by pathogenic microorganisms affect the health and well-being of
livestock and human populations. Pathogen detection 1s an important step for the successful diagnosiz, treatment
and control of infections diseases in animals. Pathogens that persist in the poultry and livestock industries can be
responsible for more than 70% of emerging infections. Thus, rapid diagnostic tools are extremely important. In
recent years, nanotechnology has emerged as a great opportunity to tackle thiz challenge and to develop fast,
accurate and sconommcal disgnostics for the detection of pathogens. Various nanostructures, due to the presence
of unique charactenistics shown in nanomaterials, have already been applied in biodiagnostics to detect specific
molecular targets, inchading pathogen detection. In this context, this review focuses on the appliestion, role and
challenges of nanosensors in detecting dis uzsing pathogens In agreulture. Seversl nanostructures are
investigated for their ufility In providing mnovshve solutionz for pathogen detection in farm animals. This
comprehensive examinstion seeks to unravel the intricate nanosensors landscape, shedding some light on their
role in advancing diagnostic capabiliticz within the agricultural domsin. By clucidsting the challenges inherent
in their application, the review contributes to the ongoing discourse on hamessing nenatechnology for the
detection and management of infectious diseases in livestock, ultimately paving the way for developments in

veterinary disgnostics.

1. Introduction

Mirroring the immense increase in the world population, the demand
for animal origin food products is increasing and projected to double by
2050 [1]. This increase in demand for food points toward an imbalance
in relation to supply, which must be addressed if food supply and se-
curity is to be preserved [2]. Even temporary interruptions in animal
production can have severe consequences, triggering a cascade of
harmful events and impairing the supply balance of animal-based pro-
teins for the human population [3,4]. In this scenario, infectious agents
that can cause animal diseases are the ones which pose the largest threat
to the stability of world production systems [5,6] and can impact animal
welfare, reducing potential production and cost-effectiveness, in addi-
tion to having potential environmental and biodiversity consequences
worldwide [7,58].

Pathogens can canse infectious diseases that display symptoms with
onsets ranging from minutes to hours or even days after the original
infection [,10]. These infections can spread to healthy animals from an
affected animal or vector [9]. Correct and efficient diagnosis of disorders
is further precluded by the complexity and diversity of disease-causing
microorganisms, as well as by the lengthy incubation periods of some
of these agents prior to the onset of disease symptoms. Adding to this, a
wide range of pathogens canse diseases, including bacteria, viruses,
fungi, protozoa, parasitic worms, and prions, with bacteria having the
greatest influence on the animal food supply chain [5]. Bacterial in-
fections can present a threat to human and animal health and are one of
the most common causes of death worldwide due to an increasing
incidence and spread [11]. Bacterial infections were shown to be
responsible for 7.7 million fatalities in 2019, which equates to one-
eighth of all global deaths and elevates bacterial infections to the
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ABSTRACT: This study proposes using the CRISPR transcrip- CRISPR-Activation strategy
tional activation strategy to modulate the expression of genes
encoding defense proteins and antimicrobial peptides (AMPs) in N &
Phaseolus vulgaris. Three genes (PvD1, Pv-thionin, and Pv-lectin) ‘ . ¥
were selected and targeted by the CRISPR—dCas9—TV-mediated = [ ‘-G;;g_..[ ik
transcriptional activation complex in the P. vulgaris L. hairy root. rl - L 18 #
RT-gPCR investigated their activation efficiency. The eGFP- -
positive transgenic hairy roots exhibit enhanced expression of = |Manvret

targeted genes compared to that of control roots. A moderate ot .

increase of 1.37-fold in PvD1 gene expression was observed in - - L
transgenic hairy roots, while 6.97-fold (Pv-lectin) and 5.70-fold o
(Pv-thionin) increases were observed. Importantly, no off-target

effects of ngNAs were detected, ensuring the precision and safety of the CRISPR—dCas9-TV strategy. The present article is a
proof-of-concept study, and it has succeeded in demonstrating the efficiency of the CRISPR—dCas9—TV strategy in modulating the
expression of target genes in P. vulgaris, paving the way for an alternative approach to protecting such essential crop plants.
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1. INTRODUCTION can make initial phytopathogen infection more difficult.' The
signaling of defense-related phytohormone pathways, including

Common bean (Phaseolus vulgaris L.) can source numerous

human nutrients, including proteins, carbohydrates, and ethylene (ET), salicylic acid (SA), and jasmonic acid {0 :}..and
minerals." According to the Food and Agriculture Organization the c‘omplex th.lk between these palthwn)rs play a dm!.d
of the United Nations (FAO), global common bean role u':zlhe gulation of pa ogen sl:anc.e PO mn
production in the form of dry seeds was nd 27.7 million plants. © Moreover, the synthesis of polypeptide compounds

tons in 2021.” Nonetheless, diseases caused by phytopathogens can u‘utlnte immune response cascades thmu 3 signal trans-
have led to severe grain yield losses worldwide.” Throughout duction a?nd processes of Paﬂ'logen recugnlmclrn. Among such
evolution, plants have coevolved with a wide range of POI,)'P.ePhd'.ES S)ml:helmmd In response to bmt",: Sh.esse,s are the
phytopathogens that are ntly responsible for essential antimicrobial peptides (AMPs) and proteins, which may
diseases in common beans. These include several bacteria, such ?TESh generl:llstch;mical aﬂb‘arriers.“ﬁﬁilg as the pri line
as Clavibacter michiganensis (bacterial leaf yellowing of bean)," clense aganst p ytop ogens. © * ;

Curtol um flaccumfaciens (bacterial wi]t)," Enwinia I‘T.ec‘ent ftuc'hes l'llave been mlnflorcmg the importance of
anthemi (soft rot disease) 67 Peeudomonas syringae (halo b]ig:ht a.nhmlcggl_:]lg] peptides (AMPs) in plant defense mecha-
d.isease),u and Xmﬁimna;a.s spp- (commeon bacterial bl.ight),q nisms;».“" Studies a]so e:famlined the stru::l‘m‘e, biolloglical
and fangi such as Fusarium colani (Fusarium root rot), function, and transgenic applications of defensins and thionins,

Macrophomina phaseolina (charcoal rot of bean), Rhizoctonia

solani (Rhizoctonia root rot), and Sclerotinia sclerotiorum Received:  October 28, 2024

(white mold).m Revised:  January 13, 2025
Plant—pathogen interactions may result in refined plant Acce!}ted: _]anua.r}' 22, 2025

defense mechanisms, which include physical barriers, phyto- Published: February 6, 2025

hormone signaling, and polypeptide compound synthesis. The

physical barriers, such as waxy cuticular layers and trichomes,

© 2025 The Authars. Published by
. . American Chemical Society hittps://dol.ong/ 10,102 1/2Csomega 4c0981 7
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ABSTRACT: Klebsiella pneumoniac poses a substantial health
concern worldwide, with high mortality often associated with its
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Bacteria resistance after 45 days

elevated resistance levels. Combination antibiotic therapies have I_)'Q' ONA mutztion ;s DMA mutation ;'s
emerged as a viable strategy for addressing infections caused by 1 ;ﬁ_ }__' ;\_.f'
these highly resistant pathogens, yet the evolutionary routes to I..J

resistance under such regimens remain poorly understood. Here, —

= - - =
we investigated how ce can ge during exp e to 4w . f\‘:’;}’ . f.".. ) 'f'\}‘ "
combination therapy by conducting an in vitro evolutionary ’@‘R\ 51 U ";!J
experiment with a clinical K. pneumoniae KPC-producing isolate -~ t} N N
(KP03, Brazil), which was initially susceptible to both amikacin
and polymyxin B (AmkPol). While the combination therapy
displayed an additive effect in vitro, subinhibitory exposure rapidly
drove resistance. In three independent lineages, bacteria tolerated concentrations nearly 10-fold (polymyxin B) and $-fold
(amikacin) above EuCAST breakpoints, with MICs reaching 128—256 pg-mL~"' after 45 passages. These high resistance levels
persisted for at least 10 days without selective pressure, although resistance lineages exhibited measurable fitness costs. Whole-
genome sequencing revealed diverse mutations affecting lapB, phoP, rho, smbA, mlaA, and asmA, while transcriptomics analysis
showed upregulation of the am operon and the aphA alongside with downregulation of envelope- and efflux-associated genes. Cross-
resistance was also observed against colistin and certain antimicrobial peptides, raising concern for treatment options beyond the
AmkPol combination. Although combination therapy represents an important treatment strategy, our findings demonstrate that K
penumoniae can rapidly evolve stable, high-level resistance under combination therapy, highlighting the need for a deeper
understanding of how such regimens influence resistance development and the continued need to develop novel antibiotics
strategies.

KEYWORDS: K pneumoniae, infectious disease, genomics, antibiotic resistance, bacteria, evolution
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= Palymyxin and Amikacin administration

The rising mortality associated with antimicrobial resistance
has become a major global health concern, with an estimated
127 million deaths reported in 2019 alone.' Among the
pathogens of critical priority, K. pneumoniae stands out due to
its extensive repertoire of resistance mechanisms, the world-
wide dissemination ofhigh—risk clones, and mortality rates that
can reach up to 50%. ' Given the limited availability of
effective therapies and the ability of K pneumoniae to cause
infections that are difficult to treat, combination therapy has
emerged as a commonly employed strategy in recent years.*
This approach, defined as the simultaneous use of two or more
antimicrobial agents, seeks to enhance bactericidal activity,
improve efficacy against resistant strains, and suppress or at
least delay the emergence of resistance.™*

Numerous antimicrobial combinations have been explored
to improve the treatment of K. pneumoniae, representing a key
strategy given the limitations of monotherapy.? Among the
combinations investigated, the combination of amikacin and

© XXX The Authors. Published by
American Chemical Society
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polymyxin B has shown favorable in vitro activity and
improved clinical outcomes in hospitalized patients.*”
Polymyxins are commonly used in combination therapies
against Gram-negative pathogens, including K pneumoniae, to
overcome antimicrobial resistance.'®™'* Polymyxin B, a cyclic
lipopeptide differing from colistin by a single amino acid,
primarily disrupts the outer membrane by binding lip-
opolysaccharides and displacing divalent cations, with addi-
tional effects involving respiratory chain inhibition and reactive
oxygen species gerleraﬁon.""” Amikacin; in contrast, is an
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