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RESUMO 

São estudados alguns aspectos ultraestruturais do Paracoccidioides brasi
!iensis em cultura na fase filamentosa, dando-se ênfase às células que constituem 
as hifas. Além dos constituintes citoplasmáticos, são descritos em detalhes o en
voltório celular, constituído pela membrana plasmática, membrana basal e parede 
celular, e o septo que é 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 constituírem-se em clamidosporos em potencial. 

INTRODUÇÃO 

Embora muito se tenha escrito sobre a pa
racoccidioidomicose, poucos são os trabalhes 
de Autores brasileiros que enfocam a ultraes
trutura do Paracoccidioides brasiliensis. Na bi
bliografia sobre a paracoccidioidomicose levan
tada por LACAZ 10, de 1908 a 1978, observa-se 
somente um trabalho de Autor brasileiro que 
trata do estudo do P. brasiliensis em cultura 
através da microscopia eletrônica. Mesmo as
sim, tal trabalho refere-se ao estudo do P. bra
siliensis por microscopia eletrônica de varredu
ra 11 • Sendo este microrganismo classificado 
como dimórfico, por apresentar predominância 
de formas gemulantes ou leveduriformes quan
do em vida parasitária ou quando cultivado à 
temperatura de 37ºC e predominância de mi
célios filamentosos septados quando cultivado 
à temperatura ambiente, é de grande interesse 
a avaliação dos aspectos ultraestruturais do 
fungo em ambas as fases. Os Autores enfocam 
no presente trabalho as unidades que consti
tuem as hifas e as membranas envoltórias do 
microrganismo, pois pouca ênfase tem sido da-

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

MATERIAL E MÉTODOS 

Paracoccidioides brasiliensis, objeto deste 
estudo, foi obtido da Seção de Bacteriologia do 
Laboratório Geral do Hospital de Clínicas da 
Universidade Federal do Paraná. Seu cultivo foi 
inicialmente realizado em ágar- Sabouraud à 
temperatura de 37ºC e, depois, à temperatura 
ambiente, quando então se desenvolveram as 
formas filamentosas. O material obtido foi a 
seguir pré-fixado em glutaraldeído a 2% com 
tampão cacodilato 0,15M. Após duas horas 
de fixação em glutaraldeído o material foi la
vado com tampão cacodilato por 15 minutos. 
Fixação foi realizada em tetróxido de ósmio a 
1 % com tampão cacodilato 0,30M. Em segui
da, foi feita lavagem com solução de tampão 
cacodilato 0,15M e O 2g NaCl durante 15 minu
tos, após o que foi contrastado com acetato de 
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uran lla a 2¼ por 24 horas. O material foi no• 
vnmente lavado em água desUlada durante 5 mi. 
nutos e n desidratação realizada com etanol. 
Em seguida !oi colocado em acetona a 100% e 
embebido numa mistura de Polylite. Secções 
ultrafinas toram obtidas através do ultramicro
tomo Sorva! MT2B e coletadas em grades de 
cobro, coradas com cit rat.o de chumbo e exa· 
minadas em microscópio eletrônico Philips 
EM~00. 

RESULTADOS 

Quando se observa ao microscópio eletrô
nico o P. brasiJiensis em sua fase filamentosa, 
o que mais chama. a atenção do examinador é 
o seu envoltório celular. Aparentemente. t.al 
envoltório ó constituído de três memoranps: 

uma interna, a membrana plasmática, bastante 
fina, uma exten1a, a membrana basal, de as
pecto granuloso e de espessura superior à da 
membrana plasmática e, entre ambas. a parede 
celular (Figs. 2 e 3) . A parede celular chama 
atenção por sua acentua.da espessura em rela• 
ção as demais e por ser bastante eletron densa. 
Embora possa parecer uma estrutura laminar, 
não são identificadas na parede celular sub· 
unidades estruturais, como é o caso das lamelas 
encontradas nn bainha de mielina, mesmo quan
do aquela estrutura é observada em grandes 
aumentos fFigs. 3, 4 e 5), como também nela 
não são observados poros de qualquer nature· 
za. 

A membrana externa ou basal aparece co
mo um manto único que envolve todas as Cé· 

'Plg. 1 - A eliQUC'rd3, vf-se uma bita em M.!()Çi10 

lon1till1dinal constltu{Cla por quntro célu.lus &e• 

1)t1radal\ entre si pelos rcspcc1h•~ ~PIO&. Sil.O 
bastante evidentes t• [Kl~dr ..:eh1lM e i~ mmn, 
1mmu 00&11 c~ell.\is grossa~•. esrn tlltima envol• 
vendo toda .. ~ as ~lu.Lns a um 1iÓ wmpo. AI• 
guns ar~t.itoo de WCnica SiO vL'ltoS no interior 
~ (.'élull1lS (.". l. ,\ direita destas c4lulas apa

rece um cone de ouim hií;,; que permile a vi• 
6ualiziiçio de ul'l('nU duait oéJulas em sooçlo 
lon;,;iha,tinal. Nn campo aparecem ainda seo
çõel" 1:rans,•ersaLs de outras oéJuh1.s. Algumas 
ct.ns odlulus mostr1un o m1cJt-o (Nl oom rospcc, 

tivu.s uromt\lintiis (.scluis fina~>. 15.000 X 
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y1~ . z Cc>rlf• 1ong1m<11na.J m~trnnd(I () f!!<)):l.~ erlsiente entre as paredes celulal'fu; ao nl\·t'I 
dos sepc.os (S8t.as fin.ist. Obsef\•e que oão ocorre membrant1 ~l t"lltn:' a.s paredes celular~ 
ao mvel CIQ.'S M:ptoe:;, e que as peJ'OO.to,; <:ehaJt1.res enoontram ~ retifiC::td;I.$ ilqu~le,; nh't'is. As S8t8S 
gr05SILS mdicam a mc..'f11bnl1\3 bGsal que ewolve as células como um n.;amo ,intco. /1:;s cu~ 
Clt! seuis 1001c:am a cromauna do núcieo CN>. Nuruerocsos grãoulos eletron densoi. são ,•iSIO:s no 
cnopill..sm;i, O 11.rn~1de vae(iolo iVI <.>b~en•,1(lc) n(1 <-'éluh• do ~ niro upn,':;('nta membrana Umluuu.,,, 

23.000 X 
Pig, 3 - COrle t rnr)$V't1'$\l de uma. céh•lu de uma htfli mosirando detafües das três memb1"3na:s 
que formam o e:nvoltóno ce.Jular. rc = parede celular; MP = mem'bt'lltW pJai;matica: MB = 
membmna ba~l; 1, = ;,\rtefl.'i.O, Observe. o asl)l!Cto JamUUll' da parede celul:11· ~ :S-\lll ~ra em 
rthaçiio w. outrlLS nwmbranas. O b!\er,·e lambém. a (;l~ de poros ao n1ve1 da parede ctlular. 

70.000 X 

lulas de uma rufa. Sua identificação é mais 
fácil ao nível dos septos - porções limítrofes 
entre as células - pois áqueles niveis ocorre 
uma discreta dhni.nuição dos calibres das hifas 
lFigs. 1, 2 e 6l. O septo por sua vez é forma• 

do por lnUma aposição das paredes celulares 
de duas células justapostas. No septo obser
va-se pequeno espaço entre ns paredes ceJulares 
das duas células vizinhas, mas dentro dele 1'lão 
se visualiza qualquer sinal da membrana exter• 
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na ou basal (Fig. 2). Ao nível do septo. ainda, 
ocorre uma retificação da curvatura natural 
da superfície das células e, às vezes, nele são 
observados espessamentos das paredes celula• 
res ele projeção para o interior das células (Fig. 
6). 

O citoplasma caracteriza.se por un1a. gran. 
de quantidade de partfoulas de ribossomos os 
quais, na maior parte das vezes, são identifica
dos acotactos às membranas do retículo endo• 
plasmático. 1\parelho de Golg-i não foi identifi. 
cacto em nenhum dos cortes examinados. Oca· 
sionalmente, corpos mielinicos são vistos den• 
tro elo citoplasma tFig. L3• . Corpúsculos t!h,:-• 
tron densos são tambCm observados dispersos 
no citoplasma. 

4 

5 

PI;;. 4 Corte 1rans..-ersal de 

uma das eélu.Ja:it <»nl!-tituintes de 
uma bita. PC = p:trOOe celular: 
r ... w = mmibrana plasmáli<;à. A5 
setas delhnit."am parclalmente o 
micleo q_ue abriga em seu int&o 
rior <:crtn quanUdaeh: de:: eromau
na. P:·1rticulas ele1ron dtin!Sl'l.s .são 
,·irtas no cJtopl~rn.i. 25.000 X 

i,•t.g. s - Cúrti! 1r:m~,·.:r.slll onde 
~ destaca a proemlní:1\éta dl) pa. 

réei.., <-'elular {PC). No <:ltOpla.!;, 

ma sM vL~tot1 alJ:,uns arteCatO!J 
dt> Wc:nJca ( A). A dit~ite. do 
ç;i.n:apo aparecem res~ de J)tlre
de eeh,lttr sem contetl<lo cilo-

p1a.cimá1icio. 22.000 X 

O núcleo é de clliicil identificação: seus li· 
mites são pouco precisos e irregulares. o nú· 
cleo não possui uma Corma definida e mesmo 
nos cortes longi tudinais das células que consti• 
tuem a hita não são observados nUcleos que 
acompanham com s•.1a forma o maior eixo das 
mesmas. Nucléolos tipicos não foram observa. 
dos dentro do nucleoplasma, mas uma fina cro• 
matina é vista dispersa no mesmo na ma-ioria 
das vezes ( Pigs, 2 e 4) . Embora em franca 
fnse de reprodução, não foram observadas nos 
microrganismos examinados massas organiza· 
das de material cromossômico. bem como cen• 
triolos ou microtúbulos. 

Nos v}írios campos t:~aminados foram no• 
tactas pa1·edes celulares vaaias, isto é, sem qual-
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quer conteúdo citoplasmático CFigs. 9. 10 e 12). 
Tais paredes celulares desprovidas de conteú· 
do citoplasmático podem representar as for· 
mas do P. brasilicnsis em degeneração, visto se
rem as paredes c..-elula1-es, aparentemente, as es· 
truturas de maior resistênc1& do microrganis
mo e, portanto, as últimas a desaparecerem no 
processo naLural de degeneração. ÀS vezes, con, 
tudo, paredes celulares são vistas envolvendo 
um conteúdo amorfo sem que nele se possà 
identificar os componentes do citoplasma e is· 
so poderia representar uma !ase Intermediária 
do processo de degeneração natural do micror• 
ganismo em cultura (Fig. li ) . 

OISC:USSAO 

urn dos aspectos ult.raestruturais que mais 
se destacam no estudo do l'aracoccidioides bra-
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Plg. 6 - Cone IOL1gitucbnal mos
traodo discreto espes.samc:nto d~ 
paredl"'$ ér-lul:irei na porção oen 
ltal d06 Se'p«IS (setas Unas). As 

setas ~ .apontam n, mc:m• 
brlll'l3 00~.1. 31.000 X 

F'lg. '1 cone longU udinaJ de 
uma hila mostrando apare:ou, in(• 

cio de i,eparnçiu) d ;~ éêlula!< qut 
:, (:OOSUtuem. AO nh·el do pon• 
to de mnior proximidt\de Ci'ntre as 
Oéhila~ n membruna bà.~àl i <ll•à • 
se lmpereeptivel 1setasl. a re,m. 
Cfl.Çjo dl.l pe rede cdular não é lio 
rnarcantf< e h:í um dL~re.o 1.tu 
rncn10 do espaço e2is-tente enl.n' 

;1.$ parcri~ Q!:hlJEU'1!8, 31.000 X 

sillensls é, sem dúvida, o conjunto das mem· 
branas que rormam o envoltório celular. Oes· 
tas, chama atenção a membrana externa. que 
por similaridade com certas células animais e 
vegetais pode ser chamada de membrana basal. 
A membrana basal em uma determinada tase da 
evolução do microrganismo envolve todas as cé
lulas de uma determinada hifa a um só tempo, 
como um manto celular único. A mem brana 
basal, contudo. não é observada cobrindo as 
paredes celulares ao rúvel dos septos. O es· 
paço septal é, pOr tanto, desprovido de membra
na basal. Por observações S\lcessivas dos di
versos campos examinados pode-se depreender 
que determinadas células de uma hifa, após coe. 
xistirem por um determinado tempo sob uma 
mesma membra.na basal , ern uma deternúnada 
rase da evolução do microrganismo afastam-se 
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entre si alargando o espaço existente emre as 
paredes celulares ao nível do septo. Isto faz 
com que haja um rompimento da membrana 
basal ao nivel do septo (Figs. 7 e 8l e cada cé· 
lula. agora. individualizada, terá. sua própria 
membrana basal. Na ocorrência da divisão de 
uma célula individualizada, a mesma se proces• 
saria dentro da membrana basal que então pas• 
saria novamente a abrigar células !ilhas como 
wn manto único mantendo-as unidas até nova 
rase de separoção das células. Tem s ido des· 

t ~> cm::: a reprodução do P. brasiliewds na 
fase tevedurlforme ocorre por gemUlação, ou 
seja, as gêmulas ou blastósporos derivam por 
brotamento do microrganismo que nesta. fase 
e w1icelular 1.1 ◄.'-.<.1 11 . Na case filamentosa, a 
l-Cprodução dar•se hL as custas de clamidospo• 
ros que seriam esporos tormactos às custas dos 

Plg. 8 - COJ'le: longitudinal de 

duas celul" de uma biia mos• 
&r;lndo aparente processo de se-
J)IU'açio entn..- E'lfi..'I . !, metn• 

brana l:18.sal ~ ,·i&t,a t'OY()l\°l"'I} 
dO rui O!'!luJas somente ao n{l"eJ 
do poo10 mais próximo c:n tr-c eh•s 
(SCUI.S>, No 1;:idQ ()p(l!$1(1, hà :lpft• 

renie ruptura da membrana ba• 
f:lll.l , 16.000 X 

f tg. 11 - C.:o rlo lransl'l'r su.l d (• ,,1 
i umas téh1l.L"> ê'm dife-rt!ntes ra
~.., f'\-Oluth·as.: a célula J apresen
ta aspectos norma.is A CClul;i 2 
.ipr~ lla membrana ptasmàdca 
n'!lraida e um grande C8l)Clç0 cxis
lO fflt rt' ela e ta parede orlular. 
Tal erspaço i p rt'l!llChidl) p()r M l hl<• 

tàncla amorrn fA1. O n llcloo (N.t 

11,pn-sc-nta condc:nsatões isoladas 
1:lc- m:neri.tl íin:tmen\4! lf11DU}e.r, 
partlculas elet ron dê!l!<al'I: :\ inem, 
bnu,a nuclear ~1dente . Na Nllul.a 
a nâ(I ttparoctm constilmntt"S d · 
1op!a.c.má1loos 110rm.:'.lb,, upcoas 
n-s:tos membranosos de :\!lpe(;I.Q 
ir~ul.ar ,11;i(I ,•i~ós no seu into• 

rlor . 17.000 

filamentos micelianos que são pluricelulares. 
Baseando-se no processo acima descrito de in
dlviduallzação das células de uma determinada 
hifa poder-se-ia concluir que o mesmo está cti, 
retamente relacionado ao processo de reprodu· 
ção do microrganismo e que cada célula de 
uma bita constltui se em um esporo em poten· 
ciaJ, isto é, cada nova célula uma vez indi\!idua. 
lizada poderia dar origem por divisões suces· 
sivas a um novo micélio. CARBONELL descre. 
veu a presença de poros ele localização mediana 
nas paredes celulares ao nl<el dos septos '•'· 
Tais poros, descritos em outros tJpos de fungos 
com hifas septadas, recebem o nome de poros 
septals. Segundo vários Autores, tais poros te· 
riam grande participação nn troca de lnater lal 
genético enLre duas células j ustapostas. Eles 
seriam o ponto máximo de estrangulamento da 

157 



lfiNGUETTl, O.: HOl'M.C!S'rER, R. M.; FÃ.VARO, M. & FREITAS, O. T. (l,e - Ultrtte:sl.rutu.r6 do ParacocéldJotc:1es 1,rlil• 

slllen/1.iis. 1 - Na {a$,e fi.lament0&1. ltcv. 111st. MecL lrop. S!io P:mlo ~:152·160. 1983. 

- .. 

L 1-0. 
FI{;. 10 - NE!lôW. u,:uru obl$crvO•~ unw p;i.n;c;ir ctlulor (PC) ",•fnia··. bt() é, .'lt!M ql)l\$1it.vintC;!i 

ç11oph1:>máttoos, 5ept0$ sáo a.lnda obser'111.d0b. O sep.io situado na pane- superior da figu ra 
apresenta um E.-S~l'llio bem evidente em sua parte medial (lôel8S), 15.000 X 

f'1g, 11 - cm1e Jongltudtll!I.I de porte de uina h1fà em provável p.rOOt~ de ck'l®Cfê\çâo. B 
ma.reame a prosCl'.lça de grandes p1u1.icuLas eletron densas. Porém é evt<lenw um t11.1menlo dos 
espaç0$ vazio.<i trit1'é e.l.as. R~to., meml)ra00$06, pr<>Wv-elmentc rcpmwntando nistos do envol• 

tôno nuclear csews> sào alnda otiae't'Vado/1.. 29.000 x 

parede celular durante o processo de divisão de 
uma determinada célula, funcionando como um 
pertuito atrovés do qual, por invaginação, pas
sa a membrana plasmática que faz continuida• 
de com as células vizinhas. Poros septais, con
tudo, não foram observados no presente tra• 
balho e, ao contrário, no local onde dever~se,,ia 
obsea·var o poro nota se alg:wnss vezes espessa
mento das paredes celulares. Tal diferença po-

deria decorrer de diferentes etapas de desenvol
vimento do microrganismo estudada por CAR, 
BONELL e pelos Autores do presente trabalho 
ou, ainda, tais espessamentos das placas sept.ais 
poderiam sugerir urn tipo particular de septo 
cte estrutura mais complexa. A presença de 
corpos mielínicos no intel'iOr do f'itoplasma (:lo 
Pa.rncoccidioldes bJ'asHíensis ainda é olJjeto de 
especulação cientifica 1• 
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Fig. 12 - Abauto. OOtlé l()naitudl· 
nal 1no:s-tmndo u°f's oélula!< t-n• 

volvldS!< por uma mesm:t m<::m• 
brana basal e ~PQmdas entre si 
veios 5e'PlO.S 1setà.~). Acima. ob• 
.se.r·,:i.,se ll ptlrOOe celular (PC) d.e 

outra hlío ~m quatquel' ,:(mst i• 
1«iotc cltopla.cinmuco. Nela rn1n, 
bém l)llO silo lde1Uificadu.s as 
a:tembran.--..-. b:lS.11 e plasmfl1ic11, 

19.000 

f'ig. IJ corte 1rans,•cr~a) de 
um.a oélulà mOG1ranelo oorpc> mie• 
Unfoo (seta ni,a1 no mlertor d9 
citopltt~ma (C1, ,u ~;cs ~ros• 
!EllS apontam parta a meml)r.1110 
ba!t.'¼l. PC = p'lrtdt> celular. 

35,000 y 

SUMMI\R Y membranes. The cellular wall has a lam;nated 
appearance and does not exibit pores on its 

Ultrastructu.rc of Paracoccidloídes brasiliensis suxface. 
in thc n,yeeli.:H phase 

Paracoccidioides bra.~IUensis in 1nyceliaJ 
phase obtained from cu1ture at room tempera
lure was studied by electron microscopy. At 
the levei of the hypha the fungu.s has a ceUular 
envelope composed of three layers: an interna! 
1ayer. the plasma membrnne, which is sitn ilar 
to the plasma rnembrane of any otber ceH; an 
externai rnembrane, thicker and more electron 
dense than the plasma membrane and between 
the plasma and basement membranes there 
occurs the cellulur wall w hic h is n weH defined 
etcctron dense structure much more thicker anel 
electron dense than the plasma and basement 

At one stage of the fungus development the 
cells of a certa.ln hypha, which occur in groups 
disposed loogitudinally, are seen surrounded hy 
a common layer or base1nent membrane. These 
cells have a small space between them at the 
leve] or the septum which Is tbe place where 
the cellular walls or the nea.r cells lie ln close 
proximity. Basement membrane is not seen sur. 
rounding the cellular wall at the levei of the 
septum. ln time t.he space between two near 
cells may enlarge and the basernent membrane 
suffers an interruplion at the levei or the sep• 
twn and each cell ucqui res lts 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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