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palavras-chave

resumo

Candida parapsilosis, fator de transcricdo Mrr1, resisténcia antifingica

A incidéncia de infe¢des fungicas invasivas por Candida parapsilosis tem
vindo a aumentar ao longo da ultima década. O maior grupo de risco por este tipo
de infecdo sdo individuos imunodeprimidos, principalmente neonatos de baixo
peso, sendo esta levedura transmitida por via horizontal principalmente através
do contato com as maos dos prestadores de cuidados de saude. Para o tratamento
destas infecdes estdo disponiveis 4 classes de agentes antimicéticos, mas destes os
mais utilizados sdo os azdis. Os agentes azoélicos tém como alvo a via biossintética
do ergosterol, principal constituinte da membrana celular flingica, através da
inibicdo direta da enzima lanosterol 14a-demetilase. Um estudo recente
demonstrou que as estirpes resistentes obtidas apds exposicdo de uma estirpe
clinica suscetivel de C. parapsilosis BCO14 aos antifungicos azélicos, fluconazol e
voriconazol, aumentaram a expressdo de transportadores membranares de efluxo
MDR1, assim como o fator de transcricdo Mrr1 que controla a sua expressao. Apds
sequenciacdo do gene MRRI das estirpes resistentes BCO14Rpc e BCO14Ryrc
foram encontradas mutacdes sense-to-sense G583R e K873N, respetivamente.
Encontra-se descrito para C. albicans que a sobre-expressdo do MRR1 e do MDR1
esta relacionada com mutagdes gain-of-function neste fator de transcrigdo. De
forma a investigar a importancia das mutagdes pontuais no fator de transcri¢do
Mrr1, identificadas nas estirpes resistentes, pretendia-se efetuar a delecdo do gene
MRR1 na estirpe clinica suscetivel BCO14 e seguidamente a sua complementacao
independente com os genes mutados. Para tal foi utilizada a ferramenta molecular
SAT1-Flipper. No entanto, perante a impossibilidade da obtengdo de clones
Amrrl/Amrrl, o trabalho prosseguiu com a complementagdo de uma estirpe de C.
parapsilosis Amrrl/Amrrl, denominada Al. A integracdo dos genes MRR1
mutados, MRR1_Rr.c e MRR1_Ryrc, ndo alterou a suscetibilidade aos azéis das
estirpes complementadas. Os valores de CIM obtidos foram de 1 pg ml?! ao
fluconazol e 0.03 pg ml! ao voriconazol, apresentando fenétipo suscetivel. Estes
resultados demonstram que as mutag¢des pontuais no gene MRR1 nao sdo gain-of-
function, ndo estando por isso associadas a resisténcia ao fluconazol e voriconazol
em C. parapsilosis.



keywords

abstract

Candida parapsilosis, transcription factor Mrr1, antifungal resistance

For the past decade the incidence of invasive fungal infections with C
parapsilosis has been dramatically increased. Infections with this opportunistic
pathogenic yeast are most common in immunocompromised patients like
neonates low-birth-weight and is frequently transmitted horizontally through the
hands of health care workers. For the treatment of this infections are available
four antimycotic classes, being azoles the most commonly used. These azolic
agents target the sterol biosynthetic pathway, the major sterol in the fungal cell
membrane, by inhibiting the enzyme sterol 14a-demethylase. A recent study has
shown that the resistant strains BCO14Rr.c and BCO14Rygrc, obtained after
exposure of a susceptible clinical strain C. parapsilosis BC014 to fluconazole and
voriconazole, displayed increased expression of the MDR1 multidrug resistance
and its transcription factor Mrrl. The sequencing of the gene MRRI1 in these
resistant strains identified two sense-to-sense mutations G583R (BC014Rric) and
K873N (BCO014Ryrc). In C. albicans the overexpression of MRR1 and MDRI is
associated with gain-of-function mutations in the transcription factor. In the
present study we investigate the importance of Mrrl1 point mutations detected in
C. parapsilosis BCO14Rric and BCO14Rygc in their azole resistance. For that we
intended to knockout the MRR1 gene in the susceptible parental strain BCO14 and
then separately complementate the Amrrl/Amrrl strain with the mutated genes,
MRRI1_Rric and MRR1_Ryre. For that, it was used the SAT1-flipper cassette. In the
absence of null mutants (Amrrl/Amrrl) achievement, it was decided to
complement an Amrrl/Amrr1 strain designated Al. The independent integration
of the MRRI1_Rpc and MRRI_Ryrc genes in the strain Al did not alter the
susceptibility profile to fluconazole and voriconazole. The MIC values determined
for parental and complemented strains were identical, 1 pg ml! to fluconazole and
0.03 pg ml! to voriconazole, displaying a susceptible phenotype. Therefore, these
preliminary results demonstrated that mutations found in MRRI transcription
factor were not associated with fluconazole and voriconazole resistance in C.
parapsilosis.
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INTRODUCAO

Considerag6es Gerais

As leveduras pertencentes ao género Candida sdo fungos unicelulares, ubiquos,
geralmente considerados patogéneos oportunistas!. Estas leveduras representam a quarta
causa de infe¢des invasivas nos EUA e a oitava na Europa, com valores de mortalidade
associada de 30 a 50%23. A nivel nacional, dados provenientes de um estudo sobre fungémia
realizado no Hospital S. Jodo, Porto, mostraram que este tipo de infecdes foi detetado em 3,17
dos casos por 1,000 doentes/dia. O género Candida foi identificado como o quarto agente
mais isolado nas hemoculturas, dos quais as espécies mais prevalentes foram: C. albicans

(35%), C. parapsilosis (25,6%) e C. tropicalis (12,8%)*.

Estas leveduras colonizam o homem, na pele e mucosas (trato respiratério superior,
trato gastrointestinal, cavidade oral ou vaginal), sem causar qualquer dano (comensais). No
entanto, por desequilibrio do sistema imunolégico, podem tornar-se patogénicas, provocando
candidiases que vao desde infecdes superficiais de mucosas, como as vulvovaginais ou
candidiases orofaringeas, até infecdes sistémicas, do sangue e do liquido cefalorraquidiano

(locais normalmente estéreis)s-7.

Dentro do grupo de risco encontram-se individuos imunocomprometidos,
nomeadamente individuos infetados com o virus da imunodeficiéncia humana (VIH), doentes
neoplasicos ou transplantados, sujeitos a quimioterapia e/ou terapia imunossupressora,
assim como pacientes ndo imunocomprometidos, mas sujeitos a grandes cirurgias ou

internados em unidades de cuidados intensivoss-10,

A incidéncia de infecdes flingicas invasivas tém vindo a aumentar ao longo das ultimas
décadas, devido ao aumento da populagdo de risco e a profilaxia antifingica. Por outro lado,
os procedimentos médicos sdo cada vez mais invasivos, levando a necessidade do uso de
dispositivos médicos implantados. Estes sdo por vezes colonizados por microrganismos,

constituindo assim uma porta de entrada para colonizagao sistémicall.12,
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Candida parapsilosis

Desde a sua descoberta, a espécie C. parapsilosis tem vindo a sofrer varias alteracoes a
nivel da sua classificacado filogenética. Em 1928 foi isolada pela primeira vez de um individuo
com diarreia em Porto Rico, tendo sido classificada por Monilia parapsilosis (como espécie do
género Monilia, por ser incapaz de fermentar maltose)!3.14. Alguns anos mais tarde, em 1932,
foi designada de C. parapsilosis, até que em 2005 esta espécie foi subdividida em 3 espécies
distintas: Candida parapsilosis, Candida orthopsilosis e Candida methapsilosis. Apesar de estas
espécies apresentarem caracteristicas fenotipicas e bioquimicas idénticas, a sua
reclassificacdo ocorreu apés a sequenciacdo de grandes fragcdes dos seus genomas, a qual
demonstrou a existéncia de diferencas significativas. No entanto, C. parapsilosis é responsavel

pela maior incidéncia de infe¢des hospitalares?s.

Comparativamente a outras espécies do género Candida, C. parapsilosis apresenta
uma distribuicdo ubiqua. Ao contrario de C. albicans e C. tropicalis, esta espécie ndo é um
patogéneo humano obrigatério, tendo vindo a ser isolada de diversas fontes como, solo,

ambientes marinhos, insetos e animais domésticos?é,

Morfologicamente, C. parapsilosis apresenta células de diversas formas, ovais,
redondas e cilindricas, podendo as coldnias serem lisas ou rugosas, mas sempre de cor
brancal’”. Ao contrario de C. albicans, que apresenta varios estados morfogénicos, C.
parapsilosis ndo forma hifas verdadeiras, mas sim pseudo-hifas. Esta espécie também se
encontra em forma de levedura, estando o fenétipo das colénias dependente da forma das

célulasis,

C. parapsilosis é um organismo comensal do homem, estando a sua patogenicidade
limitada pela pele intata. Esta espécie apresenta diversos fatores de viruléncia, entre eles, a
capacidade de adesio as células dos hospedeiros, a producio de enzimas hidroliticas (lipases,

protéases) e a formacao de biofilmes19-21,

A incidéncia de C. parapsilosis tem vindo a aumentar ao longo da ultima década. A
infecdo por C. parapsilosis pode ocorrer sem pré-colonizacdo sendo frequentemente
transmitida horizontalmente, através de vetores externos como, predominantemente o
contato com as maos dos prestadores de cuidados de satude, aparelhos e dispositivos médicos

(catéteres, dispositivos médicos implantados, préteses), fluidos, entre outros2223,

O maior grupo de risco de infe¢do nosocomial por C. parapsilosis sdo os neonatos de

baixo peso. A colonizagdo por esta levedura na pele e no trato gastrointestinal dos neonatos é
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frequentemente um primeiro passo para uma candidiase invasivaz4 Este grupo esta
especialmente apto a desenvolver doenca, pois a integridade da pele muitas vezes esta
comprometida, o trato gastrointestinal é mais suscetivel a infecées e o uso prolongado de
catéteres venosos centrais e intubacdo endotraqueal, aumentam a probabilidade de infecdo
por C. parapsilosis?>. Também individuos imunocomprometidos como os infetados com o VIH,
individuos sujeitos a cirurgias, particularmente cirurgias ao trato gastrointestinal, individuos
transplantados e individuos a receber nutricdo parenteral apresentam um risco acrescido de

infecdo por C. parapsilosis?e.

Terapia Antifungica

Hoje em dia, e apesar da pesquisa para o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas, estdo disponiveis apenas algumas classes de agentes antimicéticos para o
tratamento de infecdes flingicas?’. Na verdade apenas 4 classes de antifliingicos sao utilizados
na pratica clinica, para o tratamento de infe¢des fingicas sistémicas, incluindo infe¢des por C.

parapsilosis, com diferentes modos de agdo e largo espetro (Figura 1.).

Dentro da enorme classe dos polienos, apenas 3 possuem a toxicidade permitida na
pratica clinica (anfotericina B, nistatina e natamicina). O membro desta classe mais utilizado
na clinica é a anfotericina B28. A sua estrutura anfifilica interage com o ergosterol das células
fingicas, através da sua ligacdo a bicamada lipidica, formando poros na membrana celular,
permitindo assim a passagem de componentes intracelulares, tais como ides de potassio (K+)
para o meio extracelular. O resultado desta interacio é a alteracdo drastica da

permeabilidade celular, levando a lise das células29-31,

No grupo das fluoropirimidinas, apenas a 5-fluorocitosina (5-FC) e a 5-fluorouracil (5-
FU) sdo usadas na pratica clinica no tratamento de infecdes por leveduras patogénicas
(Candida e Cryptococcus spp.) sendo maioritariamente utilizadas em terapia combinada com
polienos ou azo6is32. Estes agentes entram nas células fingicas através de transportadores
especificos, as citosina permeases, sendo posteriormente convertidos em 5- fluorouridina
monofosfato por acdo das enzimas citosina desaminases e fosforibosiltransferases. Destas
conversoes resulta a producao de RNA aberrante e a inibicdo da principal enzima envolvida

na sintese de DNA, inibindo a replicacdo celular3334.
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As equinocandinas inibem especificamente a sintese de parede celular. Deste grupo,
apenas 3 antifingicos estdo aprovados para o tratamento de infe¢des flngicas, a
caspofungina, micafungina e anidulafungina. As moléculas destes compostos sdo derivados
sintéticos de lipopeptideos. A acdo dos agentes desta classe incide na inibicdo da enzima (-
1,3-glucano sintetase, enzima envolvida na sintese da parede celular flngica, através da
polimerizacdo da glucose uridina difosfato em  1,3-glucano. O $ 1,3-glucano é um dos
principais componentes estruturais da célula responsaveis pela manutencio da integridade e

rigidez da parede celular dos fungos35:3¢.

Por ultimo, a classe dos agentes azoélicos é de longe a mais utilizada na pratica clinica.
0 fluconazol (FLC), voriconazol (VRC) e posaconazol (PSC) sdo alguns dos exemplos de azdis
pertencentes a esta classe. Estes tém como alvo a via biossintética do ergosterol através da
inibicdo direta da enzima lanosterol 14a-demetilase, resultando na quebra da sintese do

ergosterol e na acumulacdo de esterdis metilados toxicos no interior da célula37.38,

Cell Wall = =

Cytoplasmic 5/
Membrane

Cytoplasm
Nucleus |

Fungal cell membrane and cell wall

{ .‘, Y - " V Proteins
: B-Giucans
O i‘ H_H Chitin +©)

Cell membrane
bilayer

; p-Glucans
§ ‘ synmase
" ' K Ergosterol nystatin
RNA DNA / A A %,

Squale ines
"\_’Lanosterol / Polyenes
®

O
L]
Nucleic Acid & /or Protein Synthesis Inhibitors Sterol Synthesis Inhibitors Cell Wall Synthesis Inhibitors

Figura 1. Alvos das diferentes classes de agentes antifiingicos, utilizados na terapia clinica. Retirado de Kathiravan
etal?7.

Crmemy N\

. -
P ; v

Mecanismos de Resisténcia

Como todas as populacbes de microrganismos, as leveduras sdo organismos
adaptaveis a condicdes de stress. Quando lhes é imposta uma pressao seletiva, como seja a
exposicdo a um antiflingico, estas desencadeiam mecanismos de modo a superar o stress
causado. O desenvolvimento de resisténcia antifingica deriva de alteracdes genéticas que

codificam para a resisténcia3®.
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A aquisicao de resisténcia antifiingica destina-se a neutralizar os efeitos fungicidas ou
fungistaticos das diferentes classes de antifliingicos, o que é conseguido através da: i) reducio
da acumulacdo do farmaco no interior da célula fingica; ii) diminuicdo da afinidade do

antifingico a proteina alvo; iii) alteracdo no metabolismo (Tabela 1.)40.

A aquisicdo de resisténcia aos polienos é rara, pois este antifiingico possui baixa
solubilidade e elevada toxicidade no hospedeiro, o que limita a sua utilizacdo na terapia
antifingica a longo prazo. Os mecanismos de resisténcia desta classe ainda ndo estdo
estudados/descritos pela comunidade cientifica, mas admitem-se varias hipéteses como:
alteracdo dos esterdis da membrana celular, defesa contra danos oxidativos, mutacdes nos
genes envolvidos na biossintese do ergosterol, como o gene ERG3 e ERG6, e alteracdo do racio

fosfolipidico dos esterdis*!.

Varios mecanismos como, mutagdes que causem a quebra ou diminui¢do no importe
do farmaco ou na sua conversdo intracelular sdo frequentemente responsaveis pela
resisténcia as fluoropirimidinas, um fenémeno muito comum42. O mecanismo de resisténcia
mais frequente é uma mutacao no gene FURI1, que codifica para a enzima responsavel pela
conversdo intracelular da 5-FU em metabolitos capazes de integrar o metabolismo da
citosina. A mutacdo neste gene resulta na resisténcia dos fungos aos farmacos 5-FC e 5-FU.
Outra mutacdo frequentemente associada apenas a resisténcia da 5-FC é uma mutag¢do no
gene FCY1, que codifica para a citosina desaminase, responsavel pela conversdo de 5-FC em

5- fluorouridina monofosfato, desregulando a via biossintética das pirimidinas#344.

Tabela 1. Natureza, alvo celular, modo de agdo e mecanismos de resisténcia a alguns dos antifiingicos mais
utilizados na terapia clinica.

Agente Antifiingico Modo de acdo Mecanismo de resisténcia

Polienos Ligacdo ao ergosterol Varias hip6teses mas sem confirmagao

Mutagdes ou inibi¢ao das enzimas implicadas no
Inibi¢do da sintese de acidos  metabolismo de 5-Fluorocitosina

Fluoropirimidinas lei

nucleicos Desregulagio da via biossintética das
pirimidinas
: . Inibi¢do da -1,3 glucano Alteragdo da afinidade das equinocandinas pela

Equinocandinas : .

sintetase B-1,3-glucano sintetase
. Inibicdo da fung¢do do ~ P
Azbis ¢ ¢ Alteragdes da via biossintética do ergosterol

citocromo p450
Mutag¢des pontuais do gene ERG11

Sobre-expressdo do gene ERG11

Sobre-expressio de transportadores
membranares de efluxo
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Embora a utilizacdo na clinica das equinocandinas seja recente, ja se encontram
descritas resisténcias a este farmaco. O mecanismo de resisténcia mais amplamente descrito
sdo as mutagdes no gene FKS1, que codifica para a subunidade catalitica do complexo -1,3-
glucano sintetase (alvo das equinocandinas). Estas muta¢des encontram-se em duas regides
hot-spot distintas do gene. A primeira regido hot-spot engloba os aminodcidos entre as
posicdes 641-648, com o aminoacido serina (S) na posicdo 645 (S645) a desempenhar um
papel particularmente importante na resisténcia. As mutacdes neste aminoacido para prolina
(S645P), fenilalanina (S645F) e tirosina (S645Y) sdo as muta¢des mais prevalentes em C.
albicans correlacionadas com o aumento da resisténcia a este farmaco. A segunda regido hot-
spot do gene FKS1 corresponde aos aminodacidos entre 1345-1365, sendo que estudos em S.
cerevisiae identificaram uma mutacdo de arginina (R) para serina (S) no aminoacido 1357
(R1357S), responsavel pelo aumento da resisténcia as equinocandinas#5-47. Recentemente, o
aumento compensatério da producdo de quitina, polissacarideo constituinte da parede

celular, foi proposto como mecanismo que diminui a eficacia das equinocandinas?s.

A classe dos antifingicos azolicos é de longe a mais utilizada na clinica e portanto a
mais investigada. Relativamente aos mecanismos de resisténcia aos azdis, a grande maioria
dos estudos realizados envolveu o conhecimento dos mecanismos de resisténcia em C.
albicans. Assim, e para esta espécie, estdo descritos até agora varios mecanismos: i)
alteracdes na via metabodlica do ergosterol; ii) mutacdes pontuais no gene FRG11; iii) sobre-
expressdo do gene ERG11; iv) sobre-expressdo de transportadores membranares de efluxo

(Figura 2.)49:50,

Em leveduras do género Candida o alvo dos agentes azolicos é a proteina Erg11. Esta
proteina participa na biossintese do ergosterol, principal esterol das membranas das células
dos fungos. A Ergll é uma lanosterol 14a-demetilase, que catalisa a demetilacio da
lanosterol 14« para formar 4,4"'-dimetil colesta-8,14,24-trieno-3-beta-ol. Membro da familia
do citocromo p450, a Erg11p é uma hemoproteina que tem o atomo de ferro como grupo
prostético, cuja funcdo é fixar duas moléculas de oxigénio, necessario para a atividade

enzimaticas7>s1,

A inibicdo da enzima lanosterol 14a-demetilase, pelos antifingicos azolicos nido sé
resulta na inibicdo da via biossintética do ergosterol, como também na acumulagdo de 14a-
metilergosta-8,24-dieno-3f3,6a-diol (14a-metil-3,6-diol) um esterol metilado que inibe o
crescimento das células fingicas. As alteracdes nesta via biossintética, que tém como objetivo
evitar a acumulacdo deste esterol inibidor do crescimento celular na presenca de azdis,

constitui um dos mecanismos de resisténcia aos antiflingicos azolicos. Este mecanismo passa
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pela inativacdo da enzima esterol AS6-desaturase (codificada pelo gene ERG3) que atua a
jusante da lanosterol 14a-demetilase na via biossintética do ergosterol, convertendo 14a-
metilfecoesterol em 14a-metil-3,6-diol. Como o esterol 14a-metilfecoesterol é capaz de
suportar o crescimento da célula fingica e 14a-metil-3,6-diol é toxico para a célula, a

inativacdo da esterol A56-desaturase promove a resisténcia aos azo6is5253,
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Figura 2. Mecanismos de resisténcia aos compostos azélicos em C. albicans. Retirado de Vandeputte et al.*0.

As mutacdes no gene ERG11 conferem resisténcia aos azobis pela diminuicio da
afinidade de ligacdo do farmaco. Estas mutacdes ndo se encontram aleatoriamente
distribuidas ao longo do gene ERG11 (1587 bp, que codificam para 595 aminoacidos) mas
estdo preferencialmente localizadas em trés regides hot-spot. Uma das regides hot-spot do

gene ERGI11 situa-se entre os aminoacidos 105 e 165, que compreende o segmento N-
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terminal da proteina, enrolado em hélice. Este forma um canal que permite aos substratos, e
possivelmente aos antifingicos, alcancar o local com agdo catalitica. As outras duas regides
hot-spot encontram-se em locais da proteina (aminoacidos 266 a 287 e aminoacidos 405 a
488) importantes para a fixacdo do grupo heme. A substituicdo de aminoacidos resulta na
diminuicdo da afinidade de ligagdo do antifingico a proteina, dificultando o acesso ou
impedindo a coordenagdo do antifiingico ao grupo heme. No entanto, algumas das mutagdes
identificadas ndo tém qualquer impacto na resisténcia, constituindo apenas um polimorfismo

genético natural5455.

A expressdo do gene ERG11 é regulada pelo fator de transcricio UpcZ. Em resposta
aos agentes azodlicos, foram detetadas mutacdes no gene UPCZ, através da alteracdo
aminoacidica de glicina (G) na posicdo 648 por aspartato (D) (G648D) como também de
guanina por alanina (A), treonina (T) e valina (V) na posicao 643 (G643A, A643T, A643V)
designadas de mutacgdes gain-of-function, uma vez que estd demonstrado serem responsaveis
pela sua hiperatividade. Esta hiperatividade conduz a ativacdo da expressao do gene ERG11. A
sobre-expressdo do ERGI11 reduz significativamente o efeito antifiingico nas células,

diminuindo a sua suscetibilidade55-57.

O mecanismo mais descrito como responsavel pela resisténcia aos azodis em C.
albicans é a ativacdo de genes que codificam para bombas de efluxo. Estas bombas de efluxo
exportam o antifungico do meio intracelular para o meio extracelular, reduzindo assim a sua
concentracdo intracelular. Duas familias de transportadores membranares de efluxo podem
ser distinguidas em leveduras, de acordo com a fonte de energia utilizada para a extrusao de

substratos>s,

As bombas pertencentes a superfamilia de transportadores ABC (ATP-binding
cassette) sdo codificadas pelos genes CDR1 e CDR2 (Candida Drug Resistance). Estas contém
dois dominios transmembranares e dois dominios nucleotidicos de ligacdo, utilizando a
hidroélise de ATP para encaminhar os substratos através da membrana. A expressdo dos genes
CDR1 e CDR2 é regulada pelo fator de transcricdo Tacl (Transcriptional Activator of CDR
genes). A hiperativacdo do fator de transcricdo Tacl é conferida por mutacdes gain-of-
function que consequentemente promovem a sobre-expressido dos genes CDR1 e CDR2. Até

hoje foram descritas 15 mutagdes em 12 locais diferentes do fator de transcrigaos9-61,

As bombas pertencentes a superfamilia MF (Major Facilitator) sdo transportadores
membranares de efluxo codificadas por um Unico gene MDR1 (Multi Drug Resistance 1). A

bomba de efluxo codificada pelo gene MDR1 possui 12 dominios transmembranares e utiliza
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um gradiente eletroquimico de protdes como forca motriz para efetuar a extrusdo de
substratos, estando especificamente envolvida na resisténcia ao fluconazol. A expressio do
gene MDR1 é regulada por pelo menos por 3 fatores de transcricdo, entre eles, o mais
descrito, o fator de transcri¢do Mrr1 (Multidrug Resistance Regulator 1), o fator de transcricao
bZIP Cap1, também envolvido na resposta a stresses oxidativos, e o fator de transcricio Mcm1,

envolvido numa grande variedade de processos celulares e co-regulador do fator Cap16263.

A hiperativacao do fator Mrrl é conferida por mutacdées pontuais. Esta descrita a
existéncia de 4 locais hot-spot para mutagdes gain-of-function no fator de transcricdo Mrrl na
espécie C. albicans. O primeiro local situa-se entre os aminoacidos 335 e 381 onde estio
descritas 4 mutagdes, um segundo local com 5 mutagGes relativamente pequeno entre os
aminodacidos 873 e 896. Por ultimo, duas mutagdes localizadas nos aminoacidos 997 e 998
completam os locais hot-spot de mutacdes neste fator de transcricao6465. Também estdo
descritas mutacdes nos locais 683, 803. A sequenciacdo do gene MRR1 em C. dubliniensis, a
espécie fungica mais proxima de C. albicans, permitiu a identificacdo de 5 mutacdes,
posteriormente identificadas como sendo gain-of-function, onde uma das quais é idéntica a

previamente encontrada em C. albicans (Tabela 2.)¢e.

Tabela 2. Localizagdo das mutagdes gain-of-function, identificadas no fator de transcricio
Mrr1 nas espécies C. albicans e C. dubliniensis.

Mutacgoes

Espécie

K335N | Q350L | T3601 | T3811 - T3741

C. albicans - C. dubliniensis

S595Y C. dubliniensis
P683S | P683 H C. albicans
N803D C. albicans
C866Y C. dubliniensis
R873T | GB78E | AB8OE | W893R |T896I C. albicans
T985A C. dubliniensis
G997V C. albicans
L998F C. albicans

[D987-1998]A

C. dubliniensis
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Durante o tratamento prolongado com antiflingico ocorre frequentemente o
aparecimento sequencial de diferentes mecanismos de resisténcia, que atuam em sinergismo

originando o desenvolvimento de estirpes altamente resistentes ao az6is®’.

O desenvolvimento de resisténcia antifingica aos azois é frequente por duas razdes: i)
os azdbis sdo farmacos fungistaticos e nao fungicidas, podendo deixar grandes populagdes de
células expostas a uma elevada pressao direcional para a resisténcia; ii) devido aos varios e
diferentes mecanismos de resisténcia inerentes as préprias espécies fungicas, em que a taxa

de mutacoes a fim de obterem um fenotipo de resisténcia é muito elevada3?.

Caso de Estudo

A aquisicdo de resisténcia por leveduras patogénicas a agentes antifingicos,

particularmente apds exposicoes prolongadas, é um fendmeno bem conhecido em fungosss.

Um estudo recente de Silva et alt® demonstrou que tal como em C. albicans, a
aquisicdo de resisténcia aos antifingicos azoélicos por C. parapsilosis poderd envolver a

ativacdo de bombas de efluxo, através da sobre-expressao do gene MDR1.

De modo a perceber os mecanismos subjacentes ao desenvolvimento de resisténcia
aos azo6is em C. parapsilosis, um isolado clinico suscetivel (BC014) foi exposto in vitro e
separadamente a concentragodes serologicas de 3 agentes azdlicos: fluconazol, voriconazol e
posaconazol. Esta exposicdo foi prolongada até a obtencao de estirpes resistentes para cada
um dos antifingicos, tendo o ensaio decorrido durante um periodo maximo de 60 dias. As
estirpes resistentes resultantes da exposicdo ao FLC e VRC, BCO14Rric e BCO14Rvrg,
respetivamente, desenvolveram resisténcia cruzada entre si, enquanto a estirpe incubada na

presenca de PSC desenvolveu resisténcia cruzada aos trés azois.

A andlise comparativa do transcriptoma das 3 estirpes resistentes aos azdis com a
estirpe suscetivel que lhe deu origem, permitiu apontar como mecanismo de aquisicdo de
resisténcia ao fluconazol e ao voriconazol a sobre-expressdo do gene MDR1 e do fator de
transcricdo responsavel pela sua transcri¢do, o Mrrl. Como referido anteriormente, em C.
albicans a sobre-expressdo dos genes ligados a resisténcia antifungica esta frequentemente
associada a hiperatividade dos fatores de transcricio que regulam a sua expressao. Para esta
hiperatividade contribuem mutagdes descritas como gain-of-function. No sentido de se
perceber se a sobre-expressdo do fator de transcricdio MRRI1 em C. parapsilosis estava

relacionada com o aparecimento de mutag¢des, a sequéncia nucleotidica deste fator de
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transcricdo foi sequenciada nas 2 estirpes resistentes BCO14Rri.c € BCO14Ryrc. Na estirpe
BCO014Rric, a substituicdo da base guanina (G) na posicdo 1747 por adenina (A) (G1747A) na
sequéncia nucleotidica do gene MRR1, resulta na substituicio do aminoacido 583 na cadeia
polipeptidica, de uma glicina para uma arginina (G583R). Na estirpe BCO14Ryrc a mutacio
ocorreu na posicao 2619 da cadeia nucleotidica, onde a A foi substituida por uma citosina (C)

(A2619C), resultando numa alteragdo aminoacidica de lisina para asparagina (K873N).

Os resultados deste estudo demonstraram que os mecanismos de resisténcia aos azois
em C. parapsilosis sdo idénticos aos ja descritos para C. albicans. Estes mecanimos podem
envolver a sobre-expressdo do gene MDRI, resultante da hiperatividade do fator de

transcricdo Mrrl, que pode estar relacionada com mutag¢des pontuais encontradas.

OBIJETIVO

Este trabalho tem como principal objetivo determinar a importancia das mutacgoes
pontuais do gene MRR1, ocorridas na estirpe clinica de C. parapsilosis BCO14 ap6s inducgdo de

resisténcia ao fluconazol e ao voriconazol (BCO14Rric e BCO14Rvrc), na resisténcia aos azois.
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MATERIAL E METODOS

Estirpes e Condicoes de Crescimento

As estirpes de Candida parapsilosis utilizadas neste estudo foram gentilmente cedidas
por Ana Silva, do Departamento de Microbiologia da Faculdade de Medicina, da Universidade
do Porto e por Geraldine Butler da School of Biomolecular and Biomedical Science of University
College Dublin, Irlanda. A estirpe clinica suscetivel de C. parapsilosis, assim como as estirpes
induzidas ao fluconazol e voriconazol foram previamente designadas por BC014, BCO14Rgic e
BC014Ryrc, respetivamente®s. As estirpes de C. parapsilosis cedidas pela Prof. Geraldine Butler
correspondem a uma estirpe em que o gene MRRI se encontra deletado nos dois alelos
(Amrr1/Amrr1), designada por A1, e outra onde o gene MRR1 foi reintegrado apenas num dos

alelos do genoma designada de RI (MRR1/Amrr1).

As estirpes de C. parapsilosis foram cultivadas rotineiramente em caldo Yeast Peptone
Dextrose liquido (extrato de levedura 1%, peptona 2%, dextrose 2%) (YPD) a 30°C com
agitacdo, ou YPD agar (agar 2%). Para selecdo dos transformantes o meio YPD agar foi
suplementado com nourseotricina (Nou; Werner Bioagents, Jena, Germany) na concentracdo
final de 200 pg ml-. Para efetuar a excisdo da cassete SAT1, os transformantes cresceram em
meio Yeast Peptone Maltose liquido (extrato de levedura 1%, peptona 2%, maltose 2%) (YPM)
a 30°C com agitacdo, durante a noite. Apartir desta cultura foram plaqueadas
aproximadamente 100 células em YPD agar suplementado com Nou na concentracdo final de
20 pg ml-L. As estirpes de C. parapsilosis transformadas e ndo-transformadas foram guardadas

em meio YPD com 40% de glicerol, a -80°C.

Neste estudo foram utilizadas células competentes de Escherichia coli DH5q, para as
clonagens e extracdo de DNA plasmidico. Estas bactérias cresceram rotineiramente a 37°C,
em meio LB liquido (extrato de levedura 1%, bacto-triptona 2%, NaCl 2%) (Difco
Laboratories) ou em meio LB agar (LB agar 2%) (Difco Laboratories). Nas manipulagdes de
DNA, os transformantes de DH5a cresceram em meio LB liquido ou LB agar suplementado
com Cloranfenicol (Clo; Sigma) na concentragdo final de 25 mg ml-1. As estirpes de E. coli
DH5a, assim como todas as estirpes resultantes da transformacdo com DNA plasmidico,

foram mantidas a -80°C em meio LB com 20% de glicerol, até posterior utilizacao.
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Antifingicos

Os antifungicos fluconazol (FLC; Pfizer, Groton, CT) e voriconazol (VRC; Pfizer, New
York, NY) foram fornecidos pelos respetivos fabricantes. Os solventes utilizados na
preparacdo de solugdes stock de FLC (2,000 pg mlt) e VRC (1,600 pg ml?) foram agua
destilada estéril e dimetil sulféxido (DMSO; Merck), respetivamente. As soluc¢des stock de
antifingicos, foram mantidas a -70°C até posterior utilizacdo e todas as dilui¢gdes posteriores
para preparacao das diferentes concentracdes dos antifingicos foram realizadas em meio
Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640; Sigma) tamponado a pH 7.0 com 0.165 M

de acido propanosulfénico morfolino (MOPS; Sigma).

Preparacao de Células Competentes de E. coli

A partir de uma cultura de E. coli DH5a incubada durante a noite a 37°C com agitacéo,
inoculou-se 5 ml de meio LB. Apés ter atingido a densidade otica (DOssonm) de 0.3,
aproximadamente 4 ml da cultura foi repicada para 100 ml de LB, e incubada nas mesmas
condi¢cdes até atingir a mesma DOssonm. Posteriormente, a cultura foi colocada em gelo
durante 5 minutos. Apds centrifugacdo a 1,700 g durante 5 minutos, a temperatura de 4°C, as
células foram recolhidas e gentilmente ressuspensas em 40 ml de solucdo TFBI (KOAc 30mM,
MnCl; 50mM, RbCl, 100mM, CaCl, 10mM, glicerol 15%) fria. Depois de recolhidas a 665 g
durante 5 minutos a 4°C, as células foram novamente ressuspensas em 5 ml de solu¢do TFBII
(NaMOPS 10mM pH 7.0, CaCl; 75mM, RbCl; 10mM, glicerol 15%) frio. Tendo o cuidado de a
manter em gelo, a suspensdo celular foi dividida em aliquotas de 200 ul, as quais foram

imediatamente guardadas a -80°C até posterior utilizacao.

Extracdao de DNA Plasmidico de E. coli (1)

O plasmideo pCD87° e os varios plasmideos obtidos nas clonagens ao longo do
trabalho desenvolvido, foram extraidos de E. coli DH5a, de acordo com o protocolo descrito

nos seguintes kits, QIAquick Plasmid Mini (Quiagen) e NZYMiniprep (NZYtech).
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Eletroforese de DNA

Os géis de agarose foram preparados a diferentes percentagens (0.5 a 0.8%) usando
agarose “Ultra Pure Grade” (NZYtech) dissolvida em tampdo TAE 1x (Tris 0.04 M, acido
acético glacial 1 M, EDTA 50 mM pH 8), onde foi incorporado brometo de etideo (0.02 pg ml-
1). As amostras de DNA foram preparadas adicionando tampao de carregamento na
concentraccao final de 1x (azul de bromofenol 0.25%, xilenocianol 0.25%, glicerol 30%). As
eletroforeses decorreram a 80 V (Power Pac Basic, Bio-Rad) num sistema de eletroforese
horizontal (Mini-Sub Cell GT, Bio-Rad). Apds conclusdo da corrida eletroforética, o DNA foi
visualizado no sistema Chemi Doc XRS (Bio-Rad) e a imagem foi capturada através do

software Image Lab (Bio-Rad).

Restricao do DNA Plasmidico

O DNA plasmidico (5 pg) foi cortado com 5 U da respetiva endonuclease de restricao,
durante 16 horas a 37°C, numa reacdo de 20 pl. As enzimas de restricdo e os respetivos
tampoes foram adquiridos a empresa Fermentas e utilizadas de acordo com as
recomendacdes do fabricante. As digestdes foram confirmadas apoés eletroforese de pequenas
porcoes da reacdo em gel de agarose. O plasmideo linearizado foi purificado usando o kit

QIAquick Nucleotide Removal (Quiagen) e de acordo com o protocolo descrito no Kkit.

Para diferenciar os clones positivos dos negativos, apds a clonagem de um fragmento
de DNA, foram realizadas reac¢des de restricdo. Apos a extracdo de DNA plasmidico, descrito
abaixo [Extracdo de DNA Plasmidico de E. coli (2)] este foi digerido com enzimas de

restricdo especificas de forma a obter uma confirmacio da insercdo do fragmento no vetor.

Desfosforilagio do DNA Plasmidico

Os vetores de DNA foram tratados com fosfatase alcalina (Roche), para tal
prepararam-se reagdes com 2 ug do vetor previamente cortado ao qual foi adicionado 2 U de
fosfatase alcalina (Roche) e 2 pl de tampdo de desfosforilagdo 10x (Tris-HCI 0.5 M, MgCl, 50
mM, pH 8.5). O volume final da reacdo foi de 20 pl, que foi ajustado com agua milliQ. As
reacoes de desfosforilacdo foram incubadas a 37°C durante 1 hora, seguidas da inativa¢do da

enzima a 65°C por 10 minutos.
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Ligacdo de DNA - Vetor e Fragmentos/Gene

A ligacao do vetor com o fragmento ou gene MRR1 ocorreu mediado pela enzima T4
DNA Ligase (Fermentas). Assim da reacdo de ligacdo constam os seguintes componentes: 30-
60 pmol do vetor de DNA, 90-180 pmol de fragmento de DNA, tampao da ligase 1x (Tris-HCI
250 mM pH7.6, MgCl, 50 mM, ATP 5 mM, DTT 5 mM, polietileno glicol-8000 25%) e 5 U de T4
DNA Ligase. O volume final da reacdo foi ajustado com agua milliQ. As ligacdes ocorreram a

22°C durante 1 hora, seguidas da inativa¢do da enzima a 70°C por 5 minutos.

Transformagao de E. coli com DNA Plasmidico

Células competentes de E. coli DH5a (200 pl) foram incubadas com 5 pl das amostras
da ligacdo, durante 30 minutos em gelo. O mesmo volume de células competentes foi
incubado nas mesmas condi¢des, mas na auséncia de DNA (controlo negativo). De seguida, a
suspensdo celular foi sujeita a um choque térmico, a 42°C durante 90 segundos, tendo sido
imediatamente colocada em gelo por 2 minutos. Previamente a incubagcdo a 37°C com
agitacdo durante 1 hora foi adicionado a cada amostra 800 pl de meio SOC (bacto-triptona
2%, extrato de levedura 0.5%, NaCl 10 mM, KCI 2.5 mM, glucose 2.0 mM, MgCl; 10 mM). As
células foram posteriormente centrifugadas a 660 g durante 1 minuto a temperatura
ambiente. A suspensdo celular foi ressuspensa em cerca de 50 pl de sobrenadante e
plaqueada em LB agar suplementado com Clo na concentragio final de 25 mg ml-L. As placas

foram incubadas a 37°C durante cerca de 16 horas.

Extracao de DNA Plasmidico de E. coli (2)

A extracao de DNA plasmidico de E. coli DH5a foi realizada a partir de uma cultura
inoculada com uma colénia transformada com o plasmideo de interesse, incubada a 37°C
durante aproximadamente 16 horas, em meio LB agar suplementado com Clo (25 mg ml-1). As
células foram separadas por centrifugacdo a 18,000 g a temperatura ambiente durante 5
minutos. Depois de desprezar o sobrenadante procedeu-se a nova centrifugacdo de forma a
retirar o excesso de sobrenadante. Ap6s lavagem com 1 ml de Solugdo I (Glucose 50 mM, Tris
25 mM pH 8.0, EDTA 10 mM pH 8.0), as células foram ressuspensas em 100 pl de Solugdo 1. A
esta suspensao foi adicionado 200 pl da Solugdo II (NaOH 0.2 M, SDS 1%) e 150 ul da Solugao
Il (fria) (Acetato de Potassio 3 M pH 5.0). Procedeu-se a mistura por inversido. Apds

incubag¢do em gelo por 5 minutos, centrifugou-se a amostra a 18,000 g durante 10 minutos a
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temperatura de 4°C. O sobrenadante (= 400 pl) foi separado para um novo microtubo, ao qual
foi adicionado 0.7 volumes de isopropanol. Depois de incubar a temperatura ambiente por 10
minutos, o DNA plasmidico foi recolhido por centrifugacdo a 18,000 g durante 10 minutos a
temperatura de 10°C. Apds lavagem com 1 ml de etanol 70% (frio) o DNA plasmidico foi

ressuspenso em 20 pl de agua estéril.

Extracao de DNA Gendmico de C. parapsilosis

A extracdo de DNA gen6mico de C. parapsilosis foi efetuada pelo método descrito por
Hoffman e Winston’!, com algumas adaptacdes. Centrifugou-se 15 ml de cultura com uma
DOeoonm entre 1 e 2, a 1,700 g, durante 5 minutos, a temperatura ambiente. De seguida, as
células foram lavadas com 500 ul de H20 milliQ estéril e resuspensas em 200 ul de tampao de
lise (Triton X100 2%, SDS 1%, NaCl 100 mM, Tris-HCl 10 mM, Na;EDTA 1 mM pH8), ao qual
foi adicionado 0.3 g de esferas de vidro (didmetro entre 0.45 e 0.52 mm; Sigma, St. Louis, MO)
e 200 pl de fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1; Fluka Biochemika). A mistura foi
sonicada por periodos de 30 segundos, intercalados com periodos de incubagdo em gelo (30
segundos), por um periodo total de 10 minutos. Ao lisado celular foi adicionado 200 pl de TE
(EDTA 1 mM, Tris-HCl 10 mM pH 8.0). Procedeu-se a uma centrifugacdo a 18,000 g, durante 5
minutos a 4°C. A camada aquosa foi transferida para um novo microtubo contendo 1 ml de
etanol absoluto (100%) e misturada por inversao. Os acidos nucleicos foram separados apds
centrifugacdo a 20,000 g a 4°C durante 20 minutos e ressuspensos em 200 pl de TE e 2 pul de
RNase (10 mg ml-1; Sigma). O RNA foi degradado apés incubagdo a 37°C durante 1 hora. Para
precipitar o DNA foi adicionado 0.1 volumes de acetato de amonio 4 M e 3 volumes de etanol
absoluto (100%). Ap6s 1 hora de incubagdo a -80°C, o DNA foi recolhido a 20,000 g durante
20 minutos a 4°C. De seguida o DNA foi lavado com etanol 70% e seco a 37°C. Por ultimo, foi
ressuspendido em 50 pl de tampdo TE. A concentracao e qualidade do DNA foi avaliada por

espetrofotometria (Az60/Az280) no NanoDrop.

Também foi realizada extracdo de DNA gendémico de C. parapsilosis pelo método
proposto por Harju et al.’2. Recolheram-se as células por centrifugacdo a 20,000 g durante 5
minutos, apartir de um volume de cultura de 1.5 ml. As células foram ressuspensas em 200 pl
de tampao de lise (Triton X-100 2%, SDS 1%, NaCl 100 mM, Tris-HCI 10 mM pH 8.0, EDTA 1
mM pH 8.0). Ap6s o congelamento da suspensdo celular a -80°C esta foi imediatamente
imersa num banho a 95°C durante 1 minuto. O processo foi repetido novamente, e os tubos

vortexados vigorosamente durante 30 segundos. A mistura foram adicionados 200 pl de
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cloroférmio (Sigma) tendo sido, em seguida, vortexada durante 2 minutos. Apds
centrifugacdo por 3 minutos a temperatura ambiente a 20,000 g, a fase aquosa foi transferida
para um tubo com 400 pl de etanol absoluto frio precipitando durante 5 minutos a -20°C.
Apos centrifugacdo a 20,000 g durante 5 minutos a temperatura ambiente, procedeu-se a
lavagem dos acidos nucleicos com 0.5 ml de etanol 70%, Para eliminar o RNA, a amostra foi
ressuspensa em 50 pl de agua milliQ estéril e 10 pl de RNase de 1 mg ml! (Fermentas) e
incubada a 22°C durante 1 hora. A concentracdo e qualidade do DNA gendmico foram

medidas por espetrofotometria (A260/A2s80)-

Construgao dos Plasmideos

Os oligonucleo6tidos usados ao longo do trabalho foram desenhados no programa

Oligo Explorer e encontram-se listados na Tabela 1.

A sequéncia do gene MRR1 de C. parapsilosis foi obtida a partir do projeto de
sequenciacdo do genoma de C. parapsilosis

(http://www.sanger.ac.uk/sequencing/Candida/parapsilosis/).

Tabela 1. Primers utilizados neste estudo.

Nome do Primer Sequéncia do Primer (5 a 3')
paraMRR1_up_F2 CCCCGCGGCTACTGATATGCCTGACGCCAC
paraMRR1_up_R GGGGGGCCCTCTCTCTTATTGAAAACAAGAAAGC
paraMRR1_down_F CCGCGGTAACTTAGCGAATAGAAAATATGGT
paraMRR1_down_R GGGGAGCTCTCTCTCTTATTGAAAACAAGAAAGC
MRR1_F2 A CCCTTTCTTCCGCAGATTTC

MRR_R3 ACTTGAACGAAATGGAGACC

SADH_F GTTGATGCTGTTGGATTGT

SADH_R CAATGCCAAATCTCCCAA
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O plasmideo pCD8 adaptado para C. parapsilosis, gentilmente cedido pela Prof.
Geraldine Butler, contém o gene de resisténcia a Nou - SAT1 (SAT1)73. Este plasmideo foi
usado para construir a cassete de disrupcao do gene de MRRI1, assim como a cassete de

complementacdo do mesmo gene.

Para construir a cassete de disrupcido (pFM17) foi amplificado, por PCR, a partir de
DNA gendmico de C. parapsilosis BC014, as sequéncias downstream (510 bp) e upstream (457
bp) do gene MRR1, com os primers paraMRR1_up_F2 e paraMRR1_up_R e paraMRR1_down_F
e paraMRR1_down_R, respetivamente (Tabela 1.).

A reacdo de amplificacdo da sequéncia downstream e upstream (Tabela 2.) ocorreu
num aparelho Realplex Mastercycler (Eppendorf, Madrid, Espanha) com o seguinte
programa: 95°C durante 2 minutos, seguido de 30 ciclos a 95°C, 57°C e 72°C por 30 segundos
cada, e um ultimo ciclo de 10 minutos de extensdo a 72°C. Apds amplificacdo os fragmentos
de DNA foram purificados com o kit QIAquick PCR Purification (Quiagen) de acordo com as

recomendacdes do fabricante.

Tabela 2. - Mistura para amplificagdo por PCR das sequéncias up e downstream do gene MRR1.

Componentes Volu~me na Concgntracﬁo
solucao stock final

H20 milliQ Ajustar a 25 pl

Tampao (10X) 2.5ul 1x

Mistura de dNTPs (10 mM) 0.5l 0.2 mM

Primer F (100 pmol pl1) 1ul 4 pmol

Primer R (100 pmol pl-1) 1ul 4 pmol

MgCl, (25 mM) 1.5l 1.5 mM

DNA 1ul Até 500 ng

Taq DNA polimerase (5 U pl1) 0.2 pl 1U0

O fragmento MRRI_downstream foi posteriormente digerido com as enzimas Sacll e
Sacl de acordo com as recomendagdes do fabricante e ligado ao plasmideo pCD8. O plasmideo
foi previamente desfosforilado como descrito anteriormente. O passo seguinte foi a
transformacdo de E. coli DH5a com o produto da ligacao.

Apo6s a obtencdo do plasmideo pFM7 (pCD8+MRRI_downstream) foi iniciada a

clonagem da sequéncia upstream (457 bp) no mesmo. As etapas para a construcdo do novo
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plasmideo foram as mesmas que a construcao anterior, apenas os primers utilizados para a
amplificacdo da sequéncia e as enzimas de restricio (Kpnl e Apal) foram modificadas. Desta
forma foi construida a cassete de disrupcdo pFM17 (MRR1_upstream + pCD8 +
MRR1_downstream). A confirmacdo da clonagem das up e downstream do gene MRR1 foi

obtida apds sequenciacido do plasmideo pFM17.

ApOs a reacao de restricdo do plasmideo pFM17 com enzimas Kpnl e Sacl, a cassete de
disrupcdo foi extraida em gel de agarose 0.5% usando o kit QIAquick Gel Extraction
(Quiagen).

Os plasmideos pFM18 e pFM19 foram construidos para a reintegracdo do gene MRR1
mutado, resultante da exposicdo ao FLC e VRC, no local original do genoma de C. parapsilosis
BC014 (Amrr1/Amrr1). O gene MRRI1 e as regides upstream e downstream foram amplificadas
com os primers paraMRR_up_F2 e paraMRR_down_R (Tabela 1.) usando como molde o DNA
genomico extraido das estirpes BCO14Rric € BCO14Ryrc. Preparou-se a reacdo de PCR como

descrito na Tabela 3. para um volume final de 25 pl.

O programa de PCR incluiu um 1° ciclo durante 5 minutos a 95°C, seguido de 30 ciclos
a 95°C durante 20 segundos, 65°C por 15 segundos e 72°C durante 5 minutos, e um udltimo

passo a 72°C por 5 minutos.

Tabela 3. - Mistura para amplificacdo por PCR do gene MRR1 mutado, das estirpes BCO14RrLc e BCO14Rvrc, assim
como das regides upstream e downstream do gene.

Componentes VoluNme na Concz?ntra(,‘ﬁo
solucao stock final

H,0 milliQ Ajustar a 25 pl

Primer F (10 uM) 0.75 ul 0.3 uM

Primer R (10 uM) 0.75 ul 0.3 uM

DNA 1l 100 ng pl-?

KAPA HiFi HotStart ReadyMix (2X) 12.5ul 1x

Posteriormente os produtos de PCR purificados, Full_Rric e Full_Ryrc, foram digeridos
com as enzimas Sacll e Sacl, e clonados independentemente no plasmideo pFM17. A
confirmacdo da clonagem dos genes MRR1_Rric € MRR1_Ryrc foi obtida apds sequencia¢do dos

plasmideos pFM18 e pFM19, respetivamente.
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Transformagao por Eletroporagao

A estirpe de C. parapsilosis foi transformada por eletroporacdo como descrito por
Zemanova et al.’4, com algumas modificagdes. Apés incubacdo durante a noite, a cultura foi
diluida para uma DOsponm de 0.2 em 50 ml de YPD. Esta foi incubada a 30°C até atingir uma
DOsoonm de aproximadamente de 2.0. As células foram posteriormente recolhidas por
centrifugacdo a 5,000 g durante 10 minutos, ressuspensas em 10 ml de tampao Tris-EDTA
(pH 7.5) contendo 10 mM de ditiotreitol (DTT) e incubadas novamente a 30°C por 1 hora com
agitacdo. A suspensio celular foi adicionado 40 ml de 4agua fria. Posteriormente, as células
foram lavadas duas vezes, primeiro com 50 ml de agua fria e em seguida com 10 ml de
sorbitol 1 M frio. De seguida as células foram ressuspensas em 125 pl de sorbitol 1 M frio.
Aproximadamente 1 pg da cassete de disrupcdo foi misturada com 50 pl das células
competentes e transferidas para uma cuvete de eletroporacdo de 1 mm. A transformagao
ocorreu num eletroporador Gene Pulser X-cell (Bio-Rad) a 1,25 kV em tempo constante de 5
ms. Apoés eletroporacdo, 950 ul de meio YPD contendo 1 M de sorbitol foi adicionado
imediatamente e a mistura foi incubada a 30°C durante 4 horas com agitacdo. Por altimo, 100
ul da amostra anterior foi distribuida em YPD agar suplementado com Nou numa
concentracdo final de 200 pg mlt. Os transformantes foram obtidos apdés 48 horas de

incubacado a 30°C.

Amplificacao e Restricao do Gene SADH

A identificacdo das estirpes manipuladas como pertencentes a espécie C. parapsilosis,
foi realizada através da amplificacdo do gene SADH como descrito por Tavanti et al.ls.
Preparou-se a uma reagao como descrita na Tabela 4. com os primers SADH_F e SADH_R
(Tabela 1.), para um volume final de 25 pl. As condi¢cdes de amplificacdo foram as seguintes:
94°C durante 2 minutos, seguido de 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 50°C durante 30
segundos e 72°C durante mais 30 segundos, e por ultimo um ciclo de extensio de 10 minutos
a 72°C. Os PCRs foram realizados num aparelho Realplex Mastercycler (Eppendorf, Madrid,
Espanha).

O gene SADH amplificado foi digerido com a enzima Banl (New England Biolabs,
Hitchin, United Kingdom) numa reacao de 40 pl de volume final, contendo 20 pl de produto

de PCR e 40 U de Banl. Os produtos da digestdo foram separados em gel de agarose de 2%.
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Tabela 4. - Mistura para amplificagdo por PCR do gene SADH.

Componentes Volu~me na Concgntraqﬁo
solucao stock final

H20 milliQ Ajustar a 25 pl

Tampao (10x) 2.5ul 1x

Mistura de dNTPs (10 mM) 0.5 ul 0.2 mM

Primer F (100 pmol pul?1) 1ul 4 pmol

Primer R (100 pmol pl1) 1ul 4 pmol

DNA 1ul 100 ng

Taq DNA polimerase (5 U ul1) 0.2 ul 1U

Avaliagao da Suscetibilidade

Os valores da concentracdo inibitéria minima (CIM) do antifiingico para cada estirpe
foram determinados de acordo com protocolo M27-A3 do Clinical Laboratory Standard
Institute (CLSI)75. Apds sementeira e incuba¢do durante 16 horas em meio YPD agar,
preparou-se uma suspensdo celular de aproximadamente 1x10¢ células ml! em tampao
fosfato salino (PBS pH=7.4; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany) correspondente a uma
densidade celular de 0.5 MacFarland. Foram efetuadas 3 diluicdes seriadas em RPMI 1640 a

fim de se obter uma suspensao final de 1x103 de células ml-1..

As concentracdes de FLC e VRC testadas variaram de 64 a 0.125 uygml-le 16 a 0.03 pg
ml1, respetivamente. Foram preparadas diluicdes seriadas de 1:2 de FLC e VRC e dispensados
100 pl em cada pogo da microplaca de poliestireno de 96 pogos. De seguida adicionou-se o
mesmo volume da suspensao celular. Como controlos, adicionaram-se 100 pl de RPMI 1640 a
igual volume de suspensao celular (controlo positivo) e de FLC/VRC na menor concentragdo

(controlo negativo). Incubaram-se as microplacas durante 48 horas a 30°C, sem agitacao.

Os valores dos CIMs foram registados apds 48 horas de incubagdo, sendo
considerados como a menor concentracdo onde foi possivel visualizar uma reducdo de
aproximadamente 50% de crescimento. Os critérios interpretativos para os antifiingicos
foram os estabelecidos pelo CLSI. Para o FLC o CIM para suscetivel (S) foi de < 2 pg ml-, para
suscetivel dose-dependente (S-DD) de 4 pg ml! e o CIM para resistente (R) de = 8 ug ml-.
Relativamente ao VRC o CIM para S foi de <1 pg ml-, o de S-DD iguala 2 pg ml'lede R= 4 pug

ml-1 7677,
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A estirpe C. parapsilosis ATCC 22019 foi utilizada como controlo de qualidade na

avaliacdo da suscetibilidade antifiingica, de acordo com o mesmo protocolo do CLSI.
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RESULTADOS | DISCUSSAO

De modo a esclarecer se as mutacdes encontradas no fator de transcricdo Mrrl nas
estirpes BCO14Rrc e BCO14Ryre, seriam responsaveis pelo seu aumento de expressdo, e
assim, preponderantes no fenétipo de resisténcia ao fluconazol e ao voriconazol, procedeu-se
a delecdo do gene MRR1 na estirpe clinica suscetivel BCO14 (MRR1/MRR1) e seguidamente a

complementacdo independente da mesma estirpe com os genes MRRI1_Rpi.c e MRR1_Rygc.

A estratégia de delecdo génica numa estirpe clinica exigiu o uso de um marcador de
resisténcia ndo auxotréfico, como o antibiético nourseotricina (Nou), codificado pelo gene
SAT1, usado na ferramenta de disrupgao génica SAT1-Flipper. A cassete SAT1-Flipper, descrita
por Reuss et al’® baseia-se no marcador de resisténcia (SAT1) para a selecdo de
transformantes de integracao, controlado pelo promotor da actina (ACT1). Para além destes,
a cassete é composta pelo gene FLP, que codifica para a recombinase (FLP) cuja expressdo é
controlada pelo promotor da maltose (MALZ2) e duas sequéncias FRT (Elippase Recognition
Target) (Figural. A). Devido a natureza diploide do genoma de C. parapsilosis sdo necessarias
duas rondas de integracdo e excisdo para gerar mutantes homozigoticos, que diferem da
estirpe inicial apenas pela auséncia do gene alvo. A reinsercdo de uma coépia intata do gene,
de modo a complementar o fen6tipo mutante, é realizada através da mesma metodologia. A
principal vantagem desta ferramenta reside no fato de possibilitar o estudo de genes, através
da dele¢do/integracdo em estirpes sem marcador auxotroéfico de crescimento. Daqui advém
uma segunda vantagem, a possibilidade de comparar estirpes geneticamente idénticas, como

a estirpe suscetivel BC014 versus BCO14Rgi.c e BCO14Ryre.

Da primeira transformacdo por eletroporacdo da estirpe clinica suscetivel BCO14 com
a cassete pFM17 (SAT1-Flipper com as sequéncias up e downstream da estirpe suscetivel)
(Figura 1. B) foram gerados transformantes ap6s crescimento num meio seletivo (YPD - Nou
200 pl ml1). A integracdo no locus alvo ocorre com elevada especificidade, pois foram
adicionadas sequéncias homdlogas (MRR1_upstream e MRR1_downstream) que flanqueiam
ambos os lados da cassete. A excisdo da cassete SAT1, mediada pela recombinase FLP, de
alguns dos transformantes foi conseguida através do crescimento dos transformantes
durante algumas horas em meio YPM, sem antibiético. Os transformantes sensiveis a
nourseotricina foram facilmente identificados pelo seu crescimento mais lento em placas

contendo uma baixa concentragio de nourseotricina (20 pl ml-1). Apds recuperagcdo em meio
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YPD, 6 coldnias pequenas foram riscadas em meio seletivo (YPD - Nou 200 pl ml-1) de forma a

confirmar a delecdo da cassete SAT1, através da auséncia de crescimento.

=l EV [C)EIH  Spe N =l € wd md PX SpaX NScIBl
A =iy | Ll ¢ = | v jww".’-&*

’

FRT MALZp caFLP ACTIt ACTIp caSATI FRT
B
Kpnl Apal Sacll Sacl
MRR1_up ILl_—)| = #BR1down P
FRT MALZp caFLF ACTIt ACTIp casATI

FRT

Figura 1. Construcdo da cassete de disrupc¢do. (A) Cassete SAT1-Flipper (pCD8). (B) Cassete de disrup¢do pFM17
contendo as sequéncias upstream e downstream nos locais Kpnl/Apal e Sacll/Sacl, respetivamente.

Foram identificadas trés estirpes positivas, com um alelo deletado (Amrr1/MRR1)
Cp1, Cp2 e Cp4 (Figura 2.). As estirpes Cp1 e Cp4, em diferentes momentos, foram escolhidas
para a repeticdo do processo correspondente a delecdo do segundo alelo do gene MRR1. Das
70 colonias resultantes da segunda transformacdo (em ambas as estirpes) e apds incubagao
em meio YPM liquido para a excisdo da cassete de disrupc¢ao, ndo foi detetado nenhum clone

deletado homozig6tico (mrr1/mrr1) por PCR.

Figura 2. Confirmacao da delecdo de um dos alelos do gene MRR1 na estirpe BC014. As estirpes Cp1, Cp2 e Cp4
apresentaram auséncia de crescimento, em meio YPD suplementado com Nou 200 pl ml?, apés 48 horas de
incubacgao, confirmando assim a excisdo da cassete SAT1.
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A auséncia de clones deletados apds a segunda ronda de transformagdo pode dever-se
ao fato da cassete de disrup¢do nao emparelhar no local pretendido. Para que a delecido do
segundo alelo seja bem-sucedida, a cassete de disrup¢cdo pFM17 devera recombinar com as
regides upstream e downstream do alelo que contém o gene MRR1. Como nao foi conseguido
nenhum clone com os dois alelos deletados, é de se presumir que a recombinacao nao esta a
ocorrer no alelo pretendido, mas sim com as sequéncias homdlogas up e downstream do alelo
ja disruptado. Dado a dificuldade em obter clones Amrrl/Amrrl, concluimos que a

probabilidade da cassete de disrupcao emparelhar no local do gene ja deletado é elevada.

Futuramente, a resolucdo deste problema passara pela construg¢do de uma nova
cassete de disrupcao (Figura 3.). Nesta nova ferramenta as sequéncias up e downstream
clonadas na cassete SAT1 serdo diferentes das inseridas na primeira. As sequéncias deverao
conter as seguintes regides upstream e downstream do gene: -1000 a -500 bp (MRRI1_up2) e
+500 a +1000 bp (MRR1_downZ2) aproximadamente. A construcdo da segunda cassete de
disrupcdo com as zonas acima referidas podera solucionar o problema de recombinacdo com
as sequéncias upstream e downstream presentes no alelo ja deletado. No entanto e de modo a
garantir eficiéncia no processo de disrupc¢do, esta nova cassete deverda ser usada para

disruptar o primeiro alelo e a cassete pFM17 servira para a disrup¢ao do segundo.

A necessidade de construcdo de duas cassetes de disrup¢do apresenta-se como uma
desvantagem na utilizacdo desta ferramenta, assim como todo o processo de transformacio

associado, tornando-a temporalmente demorada.

Apal

Kpnl Sagll Sadl
I MeRLup2 .—|_—)| |LI2| M mrr1_downz TP
FR

T MALZp caFLP ACTIt ACTIp caSATI

FRT

Figura 3. Esquematizacdo de uma nova cassete de disrupg¢ido do gene MRR1 em C. parapsilosis. As sequéncias up e
downstream clonadas no vetor referem-se as regides -1000 a -500 bp (MRRI1_up2) e +500 a +1000 bp
(MRR1_down?2) diferentes das clonadas no plasmideo pFM17. Estas serdo maiores e deslocadas no gene MRR1.

Devido a inexisténcia de clones da estirpe clinica de C. parapsilosis BCO14 deletados
(Amrr1/Amrr1) o trabalho prosseguiu com uma estirpe de C. parapsilosis deletada no gene

MRR1 denominada A1, gentilmente cedida por Geraldine Butler.
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Procedeu-se a construcdo de duas cassetes de integracdo independentes, com os
genes mutados das estirpes induzidas, MRRI_Rrc¢ (G583R) e MRRI_Rvrc (K873N),
correspondendo as cassetes pFM18 e pFM19, respetivamente. A Figura 4. A esquematiza a

cassete de integracdo standard construida.

A integracdo de cada cassete com o gene mutado na estirpe deletada (A1) ocorreu
como representado na Figura 4. B, através da recombinag¢do das sequéncias homélogas. Os
clones resultantes apresentaram resisténcia a nourseotricina - coldnias grandes (Figura 5.
A). Apos o processo de excisdo da cassete, o gene mutado ficou integrado no seu locus (Figura
4. C). Os clones complementados foram selecionados pelo seu crescimento mais lento em

meio YPD suplementado com Nou 20 ul ml! (Figura 5. B).

A
Sacll sacl
MRR1_up | B e MRRIR | mmatdom [
FRT MALZp caFLP ACTIt ACTIp caSATI FRT
B
Kpnl Sacl
Y s - Y e | e [ P
hu%ﬁ?‘—u___::,ﬁ;ti;yu.__‘_ caFLF ACTIt ACTIp £aSATI _{R,I---"‘_:__j_-—""'d"
—— MRRI_up DSy MRRI down |———
FRT
Cc

L mmRw |  MRRIR | MRRdown |

Figura 4. Construcdo das estirpes de C. parapsilosis complementadas com o gene MRRI1_Rr.c € MRR1_Ryrc. (A)
Foram construidas duas cassetes de complementacdo contendo o marcador de resisténcia a nouseotricina (SAT1)
e o gene MRR1_Rric e MRRI_Rvrc, designadas de pFM18 e pFM19, respetivamente. (B) Esquema do processo de
integragdo dos genes mutados na estirpe Al. (C) Resultado da integracdo do gene MRR1 em C. parapsilosis.

A confirmacdo da integragdo com o gene MRR1_Rric € MRR1_Rygc foi realizada por PCR.
A frequéncia de integracdo em Al com a utilizacdo desta ferramenta foi muito elevada.
Aproximadamente 100% das coldénias testadas por PCR, resistentes a nourseotricina,
continham o gene na regido alvo, frequéncia ja descrita por outro grupo de trabalho?3.

Foram selecionadas quatro estirpes de C. parapsilosis, duas com o gene MRR1_Rpic,
Fr3-B e Fr3-C, e outras duas com o gene MRRI1_Ryrc, Vr2-A e Vr2-B (Figura 6.) para a

avaliacdo do impacto das mutacgdes na suscetibilidade aos azdis.
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Figura 5. Selecdo de transformantes de C. parapsilosis usando a cassete SAT1-Flipper. (A) Crescimento de células
contendo a cassete de integracdo pFM18, apresentando resisténcia a nourseotricina, colénias grandes (indicadas
pelas setas). (B) Selecdo de transformantes apds excisdo da cassete com crescimento reduzido mesmo na presenca
de baixa concentracgdo de nourseotricina, 20 pg ml-! (coldnias pequenas indicadas pelas setas).

Figura 6. Confirmacdo por PCR da integracdo dos genes MRR1_Rric e MRR1_Rvrc na estirpe Al. Amplificacdo de um
fragmento com 916 bp do gene MRR1, com os primers MRR1_F2A e MRR_R3, a partir de DNA gendmico dos clones
selecionados, da estirpe A1 (Amrrl/Amrr1) controlo negativo e da estirpe RI (Amrrl/MRR1) controlo positivo. M,
representa o marcador de pesos moleculares de 100 bp Plus (Fermentas).

De forma a confirmar que as estirpes construidas pertenciam a espécie C. parapsilosis,
tal como a estirpe parental, procedeu-se a amplificagdo do gene SADH e posterior restri¢cido
como descrito por Tavanti et al.15. O fragmento do gene SADH com 716 bp (Figura 7. A) foi

sujeito a endonuclease Banl. Foi assim confirmada a identificacdo dos clones reintegrados
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como pertencentes a espécie C. parapsilosis sensu stricto, uma vez que se obteve 2 bandas,
correspondente a divisdo do fragmento por um tunico local de corte para a enzima Banl.

(Figura 7. B).

Al Fr3-B Fr3-C Vr2-A Vr2-B

Figura 7. Confirmacdo da identidade das estirpes selecionadas para avaliacdo da suscetibilidade aos azoéis, como C.
parapsilosis sensu stricto, de acordo com os seus perfis de restricdo do gene SADH. (A) Amplificacdo do fragmento
de 716 bp do gene SADH, a partir do DNA gendémico das estirpes Fr3-B, Fr3-C, Vr2-A e Vr2-B. (B) Restricdo do gene
SADH com a enzima Banl. M, representa o marcador de pesos moleculares de 100 bp Plus (Fermentas).

De modo a determinar qual a importancia das muta¢des encontradas no fator de
transcricdo MRRI nas estirpes BCO14Rrc e BCO14Rvrc, foi avaliado o padrdo de
suscetibilidade aos azo6is das estirpes A1, Fr3-B, Fr3-C, Vr2-A e Vr2-B, comparativamente com

as estirpes BC014, BCO14Rric e BCO14Rvrc, descrito na Tabela 1.

Como controlo de qualidade foi utilizada a estirpe C. parapsilosis ATCC 22019. Os
valores de breakpoints publicados determinaram o fenétipo das estirpes de acordo com os

valores de CIM apresentados7677.

Assim como previsto a estirpe BCO14 apresentou fenoétipo suscetivel a ambos os
azdis, 1 pg mlt ao FLC e 0.03 pg ml-* ao VRC. As estirpes BCO14Rgi.c e BCO14Rvyre, resultantes
da inducgéo de resisténcia in vitro, exibiram resisténcia cruzada a ambos os azois testados, 64
ug ml-t ao FLC e 4 ug ml-t ao VRC. A estirpe Al (Amrr1/Amrr1) exibiu valores de CIM idénticos
a estirpe BC014, assim como as 4 estirpes integradas (Fr3-B, Fr3-C, Vr2-A e Vr2-B)

apresentando fenétipo suscetivel.
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Estes resultados indicam que as mutagdes encontradas no fator de transcricido Mrrl
nas estirpes BCO14Rr.c € BCO14Ryre, ndo estdo associadas ao aumento de resisténcia aos
azdis, na estirpe Al. Esta abordagem ndo permitiu considerar as mutagdes como gain-of-

function, ndo estando por isso diretamente ligadas ao aumento de expressao do gene MRR1.

Tabela 1. Valores de CIM e fendtipos de suscetibilidade das estirpes de C. parapsilosis.

CIM (pg ml1) | Fendtipo

Estirpe
Fluconazol Voriconazol

ATCC 22019 05]S 0.015]S
BC014 1]S 0.03|S
BCO014Rric 64 | R 4|R
BCO014Rvrc 64 | R 4|R
Al 1]S 0.03|S
Fr3-B 1]S 0.03|S
Fr3-C 1]S 0.03|S
Vr2-A 1]S 0.03|S
Vr2-B 1]S 0.03|S

Hoje em dia muito pouco se sabe sobre os mecanismos de resisténcia aos antifungicos
azdlicos em C. parapsilosis, os estudos realizados incidem maioritariamente sobre C. albicans.
Alias o unico estudo publicado até hoje sobre a tematica dos mecanismos moleculares de
resisténcia em C. parapsilosis, foi o estudo que promoveu a iniciacdo deste projeto, publicado
por Silva et al.6%. Neste apenas foram descritas as mudancas no perfil de expressdo génica de
Candida parapsilosis associadas a aquisicdo de resisténcia induzida experimentalmente aos

azébis, e ndo a comprovacao dessas alteracdes de expressdo na resisténcia antifingica.

A funcao do fator de transcricdo Mrrl como principal regulador da expressdo das
bombas de efluxo MDR1 encontra-se comprovado em C. albicans®4, incluindo a evidéncia de
que este fator ndo é apenas responsavel pela sobre-expressio constitutiva das bombas MDR1
em isolados clinicos resistentes, como também é responsavel pela expressdo das MDRI em
estirpes suscetiveis. As mutacdes no gene MRR1 sdo a principal causa de sobre-expressao das
bombas de efluxo MDR1 em, C. albicans e C. dubliniensis, demonstrando assim que o fator de
transcricdo Mrrl tem um papel fundamental no desenvolvimento de resisténcia nestas

leveduras6566,
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As mutagdes encontradas nas estirpes BCO14Rpic (G583R) e BCO14Ryrc (K873N) de C.
parapsilosis nao estdo descritas em C. albicans, embora a muta¢do K873N tenha ocorrido na
mesma posicdo 873 da cadeia polipeptidica, local classificado como hot-spot para mutagoes

em C.albicans.

0O fato das mutac¢des adquiridas pelas estirpes induzidas a resisténcia ndo serem
consideradas como gain-of-function, nao impossibilita o fato de ndo possuirem algum impacto
na atividade fisioldgica das células fungicas. Estudos experimentais e computacionais
demonstraram que as muta¢cdes de um modo geral (sin6nimas ou ndo) podem alterar as vias
de sinalizacdo, assim como toda a complexa rede envolvida no funcionamento celular. A
alteracdo da sequéncia de aminoacidos na estrutura primaria de uma proteina afeta o
processo de traducdo, e consequentemente a quantidade intracelular relativa destas
proteinas, a aqusicdo da sua estrutura terciaria ou quaterndria (folding) e, por vezes, a sua
funcionalidade. A alteracdo no folding de uma proteina pode conduzir a um efeito cascata

noutras proteinas e eventualmente a um efeito proteotdxico7s.

A falta da estrutura tridimensional do fator de transcricio Mrrl impossibilita a
modelagdo e a avaliacdo do impacto da troca de residuos em termos estruturais e funcionais,

de interacdo com as regides intergénicas ou com outras proteinas reguladoras.
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CONCLUSAO | PERSPETIVAS FUTURAS

Os resultados do presente estudo demonstraram, preliminarmente, que as mutagdes
adquiridas no fator de transcricio Mrrl pela estirpe clinica BC014, apé6s inducao de
resisténcia ao fluconazol e voriconazol nido contribuiram para a mudanca de fenétipo de
suscetivel para resistente aos mencionados antifingicos. Assim, e ao contrario do que seria
expectavel, estas mutacdes ndo sdo gain-of-function, logo ndo induzem a sobre-expressido dos
transportadores de efluxo MDR1 em C. parapsilosis. No entanto, pretende-se futuramente
comprovar estes resultados na estirpe suscetivel, BC014, possuidora das mesmas
caracteristicas genéticas das estirpes resistentes, BCO14Rgi.c € BCO14Ryrc. Para tal, proceder-

se-a a construcdo de uma cassete de disrupcao, como descrito anteriormente.

Uma vez que o conhecimento relativo aos mecanismos de resisténcia antifingica em
C. parapsilosis sdo diminutos, seria importante conhecer a importancia de outros fatores de
transcricdo, como o Ndt80, o Tacl e o Upc2, na aquisicdo de resisténcia aos azois por C.
paraspilosis, uma vez que o seu papel na resisténcia antifiingica estd bem descrito em C.

albicans.
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