Rev. Inst. Med. trop, Sdo Paulo
25(4):152-160, julho-agosto, 1983

CDU 616.992.282

ULTRAESTRUTURA DO PARACOCCIDIOIDES BRASILIENSIS
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RESUMO

Séo estudados alguns aspectos ultraestruturais do Paracoccidioides brasi-
lensis em cultura na fase filamentosa, dando-se énfase as células que constituem

as hifas.

Além dos constituintes citoplasmaticos, sdo descritos em detalhes o en-

voltdrio celular, constituido pela membrana plasmadtica, membrana basal e parede
celular, e o septo que € a zona de contacto entre as células que se encontram ali-
nhadas ao longo das hifas. Baseando-se nos aspectos ultraestruturais destas cé-
lulas e em seu grau de interrelacionamento, é discutida a possibilidade das mes-
mas constituirem-se em clamidosporos em potencial.

INTRODUCAO

Embora muito se tenha escrito sobre a pa-
racoccidioidomicose, poucos sao os trabalhcs
de Autores brasileiros que enfocam a ultraes-
trutura do Paracoccidioides brasiliensis. Na bi-
bliografia sobre a paracoccidioidomicose levan-
tada por LACAZ ¥, de 1908 a 1978, observa-se
somente um trabalho de Autor brasileiro que
trata do estudo do P. brasiliensis em cultura
através da microscopia eletronica. Mesmo as-
sim, tal trabalho refere-se ao estudo do P. bra-
siliensis por microscopia eletrénica de varredu-
rall, Sendo este microrganismo classificado
como dimdrfico, por apresentar predominancia
de formas gemulantes ou leveduriformes quan-
do em vida parasitdria ou quando cultivado &
temperatura de 37°C e predomindncia de mi-
célios filamentosos septados quando cultivado
4 temperatura ambiente, é de grande interesse
a avaliacio dos aspectos ultraestruturais do
fungo enr ambas as fases. Os Autores enfocam
no presente trabalho as unidades que consti-
tuem as hifas e as membranas envoltdrias do
microrganismo, pois pouca énfase tem sido da-

da nesse sentido e isso poderia contribuir para
a melhor compreensdo do ciclo evolutivo e da
patogenicidade do P. brasiliensis.

MATERIAL E METODOS

Paracoccidioides brasiliensis, objeto deste
estudo, foi obtido da Secdo de Bacteriologia do
Laboratdrio Geral do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parand. Seu cultivo foi
inicialmente realizado em dgar Sabouraud &
temperatura de 37°C e, depois, & temperatura
ambiente, quando entdo se desenvolveram as
formas filamentosas. O material obtido foi a
seguir préfixado em glutaraldeido a 2% com
tamp@o cacodilato 0,15M. Apds duas horas
de fixacfo em glutaraldeido o material foi la-
vado com tampdo cacodilato por 15 minutos.
Fixacao foi realizada em tetroxido de d6smio a
1% com tamp#o cacodilato 0,30M. Em segui-
da, foi feita lavagem com solucdo de tamp@o
cacodilato 0,15M e 02g NaCl durante 15 minu-
tos, apés o que foi contrastado com acetato de
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uranila a 2% por 24 horas. O material foi no-
vamente lavado em dgua destilada durante 5 mi-
nutos ¢ a desidratagio realizada com etanol.
Em seguida foi colocado em acetona a 100% e
embebhido numa mistura de Polylite. Seccoes
ultrafinas foram obtidas através do ultramicro-
tomo Sorval MT2B e coletadas em grades de
cobre, coradas com citrato de chumbo e exa-
minadas em microscopio  eletrdnico  Philips
EM3N0.

RESULTADOS

GQuando se observa ao microscopio eletrd
nico o P. brasiliensis em sua fase [lamentosa,
o gue mais chama a atencido do examinador é
o seu envoltdrio celular. Aparentemente, tal
envoltdrio & constituido de trés membranas:

uma interna, & membrana plasmidtica, bastante
fina, uma externa, a membrana basal, de as-
pecto granuloso e de espessura superior a4 da
membrana plasmitica e, entre ambas, a parede
celular (Figs. 2 & 3). A parede celular chama
atenciio por sua acentuada espessura em rela-
Ao as demais e por ser bastante eletron densa.
Embora possa parecer wma estrutura laminar,
nio sio identificadas na parede celular sub-
unidades estruturais, como € o caso das lamelas
encontradas na bainha de mielina mesmo guan-
do aguela estrutura & obhservada em grandes
aumentos (Figs. 3, 4 e 5), como também nela
nio sfo observados poros de qualguer nature
za.

A membrana externa ou basal aparece co-
mo um manto tnico gue envolve todas as cé

Fig. 1 — A esquends, wi-se uma hifa em seccio
longitudinal  constituida por gquatre cdlilas  se-
parndan entre si polos Tespectivos seplos,  Bio
tastante evidentes o parede celular ¢ . mem-
brana basal (selus grossas), esta dltimn  envol-
vendo todas as oflulos & um s tempo, Al
guns artefatos de tdenlea sio vistos no interior
daus eflulas (A). A direlta desiss células apa-
rece um corte de outri hifa guoe permiie a wvl-
sumlizacio de apenas duss células em  secglo
longitudinal. No campo aparecemn ainda sec-
gies  transversals de outras oflulss.  Algumas
das oilulas mostram o ndeleo (M) com respec
thvns  cromatinas (selns finash,  E5.000
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-j-'m x Corte longitudinn]l mostrando o espago  extstente entre 85 paredes celulares o nivel
dos seplos (setns finash,  Observe que Dac ocorre membrana basal entre as paredes celulares
a0 mivel dos seplos e gue as paredes celulares enconiramese retlificadns agueles niveis
grossns ndicam Bomembrang basal gue envolye as células como um manto  Unkeo, Ax eciobegas
de setas indicam & cromsating do nicleo (M),  Numerosos granulos eletron densos sho vistos no

As =atas

citoplasma, F gronde veciole (VI observado ni céluls do centro apresents membrana  Hmitante,
28.000 <

g, 4 — Corte trensversal de ume eéluls de uma hifn mostrando detalhes das trés  membranas

que formam o envolidrio celular. PO — parede celular; MP = membrana plasmidtica; MB —

membrang basal; A = artefato. Observe o aspecio laminar de parede celulir e sl SSPESSUCE - £

rdacio g5 outras membranas,  Observe fambém o soséncia de poros ao nivel di parede celalar,
Th.O0D

lulas de wma hifa. Sua identificacio ¢ mais do por intims aposicio das paredes celulares
fdcil ao nivel dos sepfos — porgbes limitrofes de duss células justapostas. No septo obser-
entre as ceélulas — pois aqueles niveis OCOITe  va-se pequeno espago entre as paredes celulares
uma discreta diminuicio dos calibres das hifas  das duas células vizinhus, mas dentro dele nio

{Figs. 1, 2 e 6). O septo por sua vez ¢ lorma-  se visualiza gqualguer sinal da membrana exter-
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na ou basal (Fig. 2),
ocorreé wma retificacdo da curvatura natural
da superficie das células e, 4s vezes, nele sio
observados espessamentos das paredes celula:
res de projecao para o interior das células (Fig.
G).

Ao nivel do septo, ainda,

O citoplasma caracteriza se por uma gran.
de guantidade de particulas de ribossomos os
quais, na maior parte das vezes, sfo identifica-
dos acolados as membranas do reticulo endo-
plasmatico. Apareltho de Golgi nio foi identifi-
cado em nenhum dos cortes examinados. Oca-
sionalmente, corpos mielinicos séo vistos den-
tro do ciloplasma (Fig, 13}, Corpisculos ele-
fron densos sio tambem observados dispersos
no citoplasma.

Fig. 4 Corte  transversal de
uma das edlulas constituintes de
umi hifa. PC — pavede celular:
MF = membrana plasmdtion. Ax
setas  delimitam  parcialmente o
miclen gue abriga em sou  inpe
rior certa guantidade de cromati-
na. Particulas eletron densas sio
vistins no  cltoplisma, 25000 %

Flg. 3 — Corie transversal onde
= destaca § proemiinéneis dn po-
rede celular (PC).  No clboplas-
mi s8¢ vislos alguns  arlefatos
de téondea (Ad. A direits do
CUMpPO APRTECEM  restos de pare-
die  eetular sem contetdo  cito-
plasrmition.  T20000

O micleo & de dificil identilicacfo: seus li-
mites sdo pouco precisos e irregulares. O ni-
¢leo nfo possui uma forma definida e mesmo
nos cortes longitudinais das células que consti-
tuem a hifa ndo sio observados ndcleos gue
acompanham com sua forma o maior eixzo das
mesmas, Nucléolos tipicos nfo foram observa-
dos dentro do nucleoplasma, mas uma fina cro-
matina € vista dispersa no mesmo na maioria
dag vezes (Figs. 2 e 4). Embora em franca
fase de reprodugio, nio foram observadas nos
microrganismos examinados massas organiza-
das de material cromossdmico, bem como cen
triolos ou microtibulos,

Nos wvarios campos examinados foram no-
tadas paredes celulares vazias, isto €, sem gual-

155



MINGUETTI, G.; HOFMEISTER. RE. M;

FAVARD, M, & FREITAS, Q. T. de — Ultraestruturs do Parpcoccidicides bra-

sillensis, I — MNa fase filamentoza, Rev. Inst, Med. trop. Sio Paslo 25:152-160, 1963

quer conteddo citoplasmatico (Figs. 9, 10 e 12).
Tais paredes celulares desprovidas de conted-
do citoplasmatico podem representar as for-
mas do P. brasiliensis em degeneracéo, visto se-
rem as paredes celulares, aparentemente, as es-
truturas de maior resisténcia do microrganis-
mo e, portanto, as dltimas a desaparecerem no
processo natural de degeneragfio. As vezes, con
tudo, paredes celulares sdo vistas envolvendo
um contetdoe amorfo sem gue nele se pOssa
identificar os componentes do citoplasma e is-
50 poderia representar umsa fase intermedidria
do processo de degeneracio natural do micror
ganismo em cultura (Fig. 11).

DISCUSSAQ

Um dos aspectos ultraestruturais gque mais
se destacam no estudo do Paracoccidioides bra-
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Fig. # — Corte longitudinal mos-
trindo  discreto espessamento  das
paredes oejulares na pofgio  oen
tral dos septos (setas fines). As
spins  Erossks  Apontam @ mem-
hrana basal. 31000

Fig. T Corte longitudinal de
uma hifa- mostrando aparente ini-
ein de separacio das edulas gue
a eohstiivem. Ao nivel do pon-
to de maior proximidade entre as
céfilas n membrana bazal € gua-
se imperceptivel isetas), @ retil-
ciciEo dn parede colular néo d tio
marcante & hioum discreta an
mento do espago  existente entre
as paredes celolares, 31ME

giliensis @, sem divida, o conjunto das mem-
branas que formam o envoltorio celular, Des-
tas, chama atencdo a membrana externa gque
por similaridade com certas celulas animails e
vegetaiz pode ser chamada de membrana basal.
A membrana basal em uma determinada fase da
evolugiio do microrganismo envolve todas as cé-
lulas de uma determinada hifa a um 56 tempo,
como um manto celular dnico. A membrana
basal, contudo, nao é observada cobrindo as
paredes celulares ao nivel dos septos. O es-
pago septal é, portanto, desprovide de membra-
na basal. Por observagdes sucessivas dos di-
versos campos examinados pode.se depreender
gue determinadas células de uma hifa, apds coe-
xistirern por um determinado tempo sob umea
mesma membrana basal, em uma determinada
fase da evolugiao do microrganismo afastam-se
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entre si alargando o espaco existente entre as

paredes celulares ao nivel do septo. Isto faz
com gue haja um rompimento da membrana
hasal ao nivel do septo (Figs. 7 ¢ 8) e cada cé-
lula, agora individualizada, terd sua propria
membrana basal, Na ocorréncia da diviso de
uma célula individualizgada, 8 mesma se proces
gsaria dentro da membrana basal gue entao pas-
saria novamente a abrigar células filhas como
um manto unico mantendo-as unidas até nova
fase de separncio das células. Tem sido des-

v oz a reproducio do P. brasiliensis na
fase leveduriforme ocorre por gemulagio, ou
seja, as gémulas ou blastdsporos derivam por
brotamento do microrganismo que nesta fase
& unicelular?t46910 N fase [iflamentosa, a
reproducio dar-se in as custas de clamidospo-
ros gue seriam esporos formados as custas dos

Flg. 8 — Corte longitudinel de
duas célulss de uma hifn mos-
trindo  aparente processo de  se-
piarncin  enbre  elns, A mem-
brana basal ¢ vwista emwvolven
do as oflulas somente 50 ndvel
do ponto mais préximo enire elas
{motnsh, Wo lado oposto, hi apa-
rembe rupturs da membrana ba.
sal. 160K o«

Fig. § — CUorte tmansversal de @l
pumas - células em diferentes Ia-
sen gyaiulives: a célnla 1 apresen-
ta sEspectos pormais. A oflula 2
npresenta  membrana  plasnaitics
relralds & um grunde espago exis-
te entre eli o o perede celalar.
Tal espaco & precnchido por suhs
tanela amorfa cA). O miclen (N4
apresents  condensaodes  isoladas
de material [fmmmente  gmnalar,
particilas eletron densas o mem-
brana nuclear evidente. N cdlnla
¥ nao aparscem constituintes -
toplasmaticos aaarenais, UPENAS
restos  membrangEos  de  papecto
irregular sio vistos no seu inle-
ror. 17000

filamentos micelianos que sio pluricelulares.
Baseando-se no processo acima descrito de in-
dividualizacgio das células de uma determinada
hifa poder-se-ia concluir gue o mesmo esta di-
retamente relacionado ao processo de reprodu-
¢Ao do microrganismo e que cada célula de
uma hifa constituise em um esporo em poten-
cial, isto ¢, cada nova célula uma ver individua.
lizada poderia dar origem por divisbes suces:
sivas 1 um novo micélic. CARBONELL descre-
veu a presenca de poros de localizacho mediana
nas paredes celulares ao nivel dos septos®i.
Tai= poros, descritos em outros tipos de fungos
eom hifas septadas, recebem o nome de poros
septals. Segundo vdrios Autores, tais poros te-
riam grande participacio na troca de material
genético entre duas células justapostas, Eles
seriam o ponto mdximo de estrangulamento da
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— Ulirpestrobum do Farscocoldlobdes hra-

Fig. -
gitoplasmaticos,

Mestn fipuri observi-se ama parede eelular (PO

Septog 50 ainda observados.

“efigbntt, IBL0 &, Eem ponstiluainies

0 sepin slieado na parte soperior da flgurea

apresents um espessamento bem evidentie em sus parte medial (setas). 150000

Fig, 1

Corte longitudinal de parte de ums hifa em prowave] processo de degeneracio. B

MATCANtE B presengi 48 ETanddes |'.|b\]'|jl'.'|.Il.I.L-'| aletron densas. Porédm @& evidente um sumento dos

EEPHOOE VAZI0s entre elns.

Restos membrancsos, provavelmente represeniandoe resios do enval-

torin muclear (setas) sdo aindh observados, 20000

parede celular durante o processo de divisio de
uma determinada célula, funcionando como um
pertuito através do qual, por invaginacio, pas-
s a membrana plasmitica que faz continuida-
de com as células vizinhas. Poros septais, con-
tudo, nio foram observados no presente tra-
liilho e, ao contririo, no local onde deyver-se-ia
observar o poro notase algumas vezes espessa-
mento das paredes celulares. Tal diferenca po-
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deria decorrer de diferentes etapas de desenvol-
vimento do microrganismo estudads por CAR-
BONELL e pelos Autores do presente trabalho
ou, ainda, tais espessamentos das placas sepiais
poderiam sugerir um tipo particular de septo
de estrutura mais complexa. A presenga de
corpos mielinicos no interior do eitoplasma do
Paracoccidioides brasiliensis ainda ¢ objeto de
especulacio cientifica !
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SUMMARY

Ultrastructure of Paracoccidioides brasiliensis
in the mycelial phase

Paracoccidioides  brasiliensis in  mycelial
phase obtained from culture at room (empera-
ture was studied by electron microscopy. At
the level of the hypha the fungus has a cellular
envelope composed of three layvers: an internal
layer, the plasma membrane, which is similar
to the plasma membrane of any other cell; an
external membrane, thicker and more electron
dense than the plasma membrane and between
the plasma and basement membranes thers
occurs the cellular wall which is a well defined
alectron dense structure much more thicker and
electron dense than the plasma and basement

Fig. 12 — Abaixo, corte Jobgituedi-
nal mosimndo trés  odlulas  en
volvidas por umn mesma  mermn-
brang basal & separadas entre i
pelos seplos (Selas),  Acime, ob
SECYE-5e 0 parede celular (PCY de
outra hifa sem  qualguer oonsti-
tuinte cltoplaamdtico,  Neln tam
ém  niao CEA0  ldentificadss  as
membranas  basal e plasmaition
18,00

Py 13 Corte  transversal de

uma cfluln mostrands corpo mie-

linico. (seta fna) no interior do

cltoplasmi (0}, As sefas pros-

sAE  ApOniam  pors o0 membrang

haszal, PO parede  eelular,
A5,

membranes. The cellular wall has a laminated

appearance and does not exibit pores on its
surface,

At one stage of the fungus development the
cells of a certain hypha, which oecur in groups
disposed longitudinally, are seen surrounded by
g common layer of basement membrane, These
cells have a small space between them at the
level of the septum which is the place where
the cellular walls of the near cells lie in close
proximity. Basement membrane is not seen sur-
rounding the cellular wall at the level of the
septum. In time the space between two near
cells may enlarge and the basement membrane
suffers an interruption at the level of the sep.
tum and each cell acquires its own basement
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membrane thus becoming eventually a new mul-
ticellular fungus by successive division.

The cells which form the hypha have a

single nucleus with fine chromatin dispersed in
the nucleoplasm. The cytoplasm contain mito-
chondria, ribosomes, endoplasmic reticulum, va-

cuoles and electron dense bodies.

Hyphas un-

dergoing degeneration are also described.
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