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RESUMO 

São estudados alguns aspectos ultraestruturais do Paracoccidioides brasiliensis 
em cultura na fase leveduriforme, dando se ênfase ao envoltório celular encontrado 
nesta fase: na fase leveduriforme, aparentemente não ocorre membrana basal, es­
trutura facilmente identificável na fase filamentosa; a parede celular é pouco ele­
tron densa e não apresenta aspecto laminado tal como observado na fase filamen­
tosa e a membrana plasmática é de fácil identificação. O microrganismo na fase 
leveduriforme é unicelular e apresenta núcleos, cromatina e nucléolos bem evi­
dentes. Sua divisão se processa por brotamentos, sendo as gêmulas facilmente 
identificáveis pela microscopia eletrônica. 

INTRODUÇÃO 

No trabalho anterior sobre a ultraestrutura 
do Paracoccidioides brasiliensis na fase fila­
mentosa em cultura, os Autores chamam a aten­
ção para o pequeno número de trabalhos bra­
sileiros ó,7 e venezuelanos 1-s dedicados ao assun­
to. O objetivo do presente trabalho é mostrar 
as diferenças ultraestruturais observadas no 
envoltório celular e no núcleo do microrganis­
mo durante as duas fases do seu ciclo dimórfi­
co, ou seja, a fase leveduriforme e a fase fi­
lamentosa. 

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. As formas filamentosas obtidas com 
o cultivo à temperatura ambiente foram pre-

paradas convenientemente e examinadas ao mi­
croscópio eletrônico, resultando dai as observa­
ções contidas no trabalho anterior que trata da 
ultraestrutura do P. brasiliensis na fase fila­
mentosa. Em seguida, parte da cultura foi no­
vamente colocada à temperatura de 37ºC em 
ágar-Sabouraud-sangue quando então se desen­
volveram novas formas leveduriformes. O ma­
terial foi colhido e imerso em glutaraldeído a 
2% com tampão cacodilato 0.15M. Após duas 
horas de pré-fixação em glutaraldeído, o ma­
terial foi lavado com tampão cacodilato por 
15 minutos. Fixação foi realizada em tetróxido 
de ósmio a 1 % com tampão cacodilato O 30M. 
Em seguida, foi feita lavagem com solução de 
tampão cacodilato 0,15M e O 2g NaCI durante 
15 minutos, após o que foi contrastado com ace­
tato de uranila a 2% por 24 horas. O material 
foi novamente lavado em água destilada duran­
te 5 minutos e a desidratação realizada com eta­
nol. Em seguida, foi colocado em acetona a 
100% e embebido numa mistura de Polylite. 
Secções ultrafinas foram obtidas através do 
ultramicrotomo Sorva! MT2B e coletadas em 
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grades de cobre. coradas com citrato de chum. 
bo e exarninadas ern microscópio eletrônico 
Philips EM 300. 

RESUl.:l'i\008 

Ao contrário do que se observa na fase fi· 
lamentosa. nn fase leveduri!orme o tnicrorga­
nismo é unicelular e seu envoltório celular cha· 

t 

/ 

como observada na fase filamentosa, não foi 
visualizada nos microrganismos examinados. 
Na rase leveduriforme, o citoplasma apresenta 
características de granulação fina onde mito• 
condrias são observadas em pequeno número 
e o retículo endoplasmâtico estâ raramente pre­
sente. O núcleo é bastante característico e fa· 
cilmente identificável. O nucleoplasma é ehno 
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ma atenção por possuir parede celular pouco 
eletron densa cuja s uperfície de cor te apre• 
senta aspecto uniforme (Figs. 2 e 7) e, a exem­
plo da fase filamentosa, poros tambén1 não são 
observados nesta estrutura, nesta rase. Nesta 
case, alnda. os limites de separação entre o ci· 
t.oplasma e a parede celular são nítidos e a 
Identificação da membrana plasmática é fácil 
tFig. 1 • . Por sua vez. membrana basal típica, 

2 

1-'tg. J Cone dl" um fungo mos• 
Irando 1,:·1rede celular rPC). mrm­
br1uK1 µtasmáUca (scUls fintLS) e 
o nuetco (N, que o,cup;i. qua9e a 
lOWlid"de 00 lmertor dll c~lttJa. 
O çttopLasma (C) está reduzi® 
a uma pequena pori,ilo ma.tttnal 
q1,1c c,:irçun(l..1 <> midoo. O nu• 

clooplasma é claro e a cromaU• 
J\ll (1:ieh&.s jl'OS&IS} en(:()nt-r:l. ~e 
•«:ob,d.- ao i:iwe.lope ouclea,. 

39.000 X 

Pi.J. 2 A direi11> ap:"n·«e ~ 
cor l.e de uma 00:hda nl06Lrando 
umv. porção central de ciwplas• 
mt\ CC). O !Ull\nte do inttriOr 
celular é quase que totalmente 
Vl'\.'etu::hido pelo oúcieo • N) cuja 
c.irom.'i1in(1 (set0-sJ encontro•~ 
a colada ao envelope nuelet1r . .'!. 

paJ'(,'(I~ celular tPCI é pouco ele• 
tni,n Ôl:11~. 3U.000 X 

e nele às vezes são observadas massas homogê­
neas de cromatina constituindo os nucléolos ou. 
então, granulações finas de cromatina disper• 
sas no interior do núcleo ou ainda acoladas à 
parede interna do envelope nuclear CFigs. 1, 3. 
6. 8 e 9). 

Nos vãrios cam pos examinados foram ob­
servados núcleos ocupando quase Que a totaü, 
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dade da superficie da célula, contendo Iina ca­
mada de cromatina acolacta à parte interna do 
envelope nuclear. 

Ocasionalmente. nestas células ocorrem for­
mações anulares de material cromático que se 
posicionam nos exlremo.s diametralmente opos­
tos do núcleo. Nestas células, ainda, às vezes 
são observadas Cinns mCl'nbranas, com uma 
condensação em sua parte medial, as quais pa• 
recem separar o núcleo em dois compartimen­
tos distintos (Fig. 5 >. Formações anula= de 
material cromático sã.o também às vezes obsel'• 
vadas na parte central do microrganismo dan· 
do a impressão de célula em alvo (Fig. 2l. 

Frequentemente, são visualiza.dos microrgà· 
nismos com ost.reitamento do citoplasma e res· 
pecUvas membranas nos quais se percebe nílJ· 
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F1g. a - Nei.te corte obse"a-se 
diminuição do calibre da célula 
ao nh•cl <k- 91a porção med.ial. 
O nooleo I N) OCllJJ3 u maior 
pane do !nll'rlcu· d:l <;élula (l oon 
dt'nSaç,õc..-s pequent1..'i ele materlnl 
b;L'St:l.llte cktron drnso que repre­
senta a crom~lin:a ~o ol)serça. 
dos no nueleoµla.Vll3. e = eito 

plJL.-;nui. 39.000 

Fig. oi - CorhJ de um mtcror• 
ganii.mo IUCM-1 rondo rtiminuJçllo 
do roUbre ce.lut81" (setas) cm 11uir 

p<,n:ito medial. por aproxlmaçiio 
dos ~ 1nentÕll oposios da pan'Ck' 

cel uliu- :io 000 

da distribuição equitativa do núcleo e da cro­
matina contida no interior do mesmo para am• 
bas as porções originárias de tais estreitamen­
tos (Figs. 3 e 4) . Além disso, são constantes as 
presenças de células Interligadas entre s i pela 
intima aposição de suas paredes celulares. Al• 
gumas vezes, urna ou outra. destas células in, 
terligadas não apresentam conteúdo cltoplas­
máUco normal: apenas restos membranosos e 
substâncias de natureza amorfa. são visua.Uza. 
das dentro da parede celular (Fig. 101. 

DISCUSSÃO 

Quando observado pela microscopia eletrõ• 
nica na fase Ieveduriforme, o P. brasmensls 
apresenta aspectos mor(ológicos bastante dis· 
tintos daqueles observados na fase filamento, 
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sa . Como já foi abordado no trabalho anterior 
que focaliza n u.ltraestrutura do P. brasilicnsis 
na fase filamentosa., a característ ica arlatôrnica 
mais marcante daquela. fase é o conjunto de 
membranas constituintes do envoltório celular, 
,:m seja, as membranas plasmática e basal e a 
parede celular. Na fase leveduriforme. contu• 
do. o envoltório celular mostra características 
bem distintas: ao contrár io do que se observa 
na fase filamentosa. na fase leveduriforme a 
parede celular é pouco ou quase nada eletron 
densa, seu aspecto é claro e sem a aparente la• 
minação observada na parede celular do P. bra­
~iliensis na fase rnamentoS8.. Ainda em rela• 
ção a esta estn1tura, o presente estudo não 1·e. 
velou a presença de poros de qualquer natu· 
reza. Membrana basal nitida, como observada 
na rase lilamentosa. não foi Identificada nos 
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Plg. ã - Neste corte observa-se 
a cromutina aco1ada ao em·e1ope 
1ludear ($ela.~ i;r~-'L<;) e fonnit• 

ç0es c:l.rculares de mMer1al cro• 
mãLico loco.litadas em polos 
OPCll'!f0$ (CR ) . No Centro. oJ:>. 
sen•a•se esi.rut.ura membrsJ\0/!,a 
u1eh1~ n.na~) que àt111ve:s..~• .a cé• 
luJa dec um lado a outro e q1,1-e 

l)(lc5."lli lum• condenso.cão de ma• 
Ler1a1 
port• 

eletron del'!fçl , · ) 

medial. N = 
39,000 X 

t-m sua 
l\tiCleo. 

11-ig. $ - Cêlulas fllhà!< itin(lQ int!• 
mamfe1'1t" rdaci.ooadas por ju."Sltl· 
posit.ão das poredes ccluJares (se­

t1l í<J , No interior tios ~úeleos 
'N, isft() obser\•ado.ct n1.1<.:lóolos 
<NC> bem e,•idt'OleS. e = Cito-

plasma. 20.(100 X 

microrganismos da fase levcduriforme quer iso­
lados. em vias de divisão ou mesmo naqueles 
microrganismos cujo processo de divisão ce• 
lular já tora con,pletado, mas cujas células fi. 
lhas se encontram ainda unidas entre si atra• 
vés da intima aposição de suas paredes celu· 
lares. ,\ membrana plasmática, por sua vez, 
pode ser identificada em qualquer período da 
fase levecturiforme do microrganismo. Estas 
diferenças do en\ioltôrio celular observadas du· 
rante as duas fases. filamentosa e levedurifor· 
me, devem ser de grande importância para ci• 
elo evolutivo do microrganismo e elas devem 
ter relação com a manutenção da patogeniclda• 
de do fungo. Contudo, comprovação destes !a 
tos só seria passivei através de estudos poste­
riores com aplicação de outra metodologia cien• 
titica. Outra grande diferença que se observa 
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entre as duas fases do ciclo dimórlico do P. 
brasWeus is refere-se no núcleo. Na fase fila­
mentosa, os núcleos das células que formam as 
hi!as apre.~ent.am contornos pouco nlttdos, de 
difícil visuall.ação. A cromatina, bastante fina. 
apresenta-se dispersa no nuc1eoptasma e nu· 
cléolos não são observados. Na (ase leveduri• 
fom1e, contudo, os núcleos são bem evidentes 
e na maioria das vezes ocupam a maior parte 
do citoplasma do microrganismo que nesta 
fase é unicelular. O envelope nuclear apresen­
ta se com limites oltidos e bem delinidos. A cro. 
matina, bastante eletron densa, apresenta•se ora 
dispersa. no nucleoplasma em forma de peque• 
nas condensações de material cromático. ora 
distribuida perifericamente acolada ao envelope 
ouclear. Na fase 1eveduriforme, ainda, nucléo­
los são bastante comuns e facilmente identifi, 

P'tg. 7 - Na cêluta da esquerda 
o'bsum1,se nUClco (N> oom oon• 
dcni,açoes ~ <:r()màlinll (CR) ((IS• 
persas pelo nucleoptasma. J\S 
pan..-d.e5 otlulnres tPC) são ela• 

rll.!J. 39.000 X 

Fig. 8 - Oélula.'1 ftlha.<i ,:om nll• 
cleos (N > contondo tina croma-
1;in1.1 (lispe:ri.ll pelo nuclcopla.srua, 
e ::::. citopln.sma: PC _ parede 

celular. 23.000 X 

cáveis. Células com estreitamento citoplasmá· 
tico em suas porções mediais são comuns e Isto 
poderia significar o inicio da gemulação. Nas 
fases iniciais deste processo de estreitamento 
nota~se distribuição uniforme e equitativa., do ci­
toplasma, do núcleo e da cromatina para ambas 
as porções do microrganismo em fase de ge. 
mulação. Em fases mais avançadas, porções 
mais eletron densas são observadas na porção 
medial e, posteriormente, ocorrendo a separa• 
ção definitiva das porções distais, células !ilhas 
são observadas com íntima aposição de suas 
paredes celulares (Figs. 6 e 9) . O afastamento 
definitivo das células filhas quase idênticas, 
mas que alnda guardam certa proximidade en· 
t re si dando a. característica •· imagem em es­
pelho", é o processo seguinte que caracteriza o 
ciclo rioal da divisão do P. brasWensis na fase 
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levedm·iforme e Figs. 7 e 8l . Cada nova célula 
formada é ainda potencialmente a fonte de no• 
vas e s ucessivas divisões para a manutenção do 
ciclo vital do microrganismo. 

SUMMARY 

Ultras tructurc or Paracocctdioides brasiliensis 
in the ycast pbase 

Paracoceidioidcs bntsiliensi,;; in the yeast 
phase obtained from culture at 37"C was stu· 
died by electron microscopy. Dur ing the yeast 
phase t.he fungus has a well defined cellular 
wall which is considerably less electron dense 
than the cellular wall observed in tbe fungus 
du1'ing the myce!Jal phase. Yet in tbe yeast 
phase basement membrane is not seen and the 
plasma mem brane is as well defined structure. 
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Pig. 9 - Cch.llaJS Iilhu..s llinda tn· 

lJmamente relad01lad:L'I por j u$• 
lapos.içii.o d.as paredes celul.are6 
(S(:t.11s>. C = citoplasma: CR = 
cromatina: N = n llcloo. 39.000 X 

f'ig. 10 - Neste cone soo ObéseT• 
vti.d<r.s pelo menos três céluJss 
intimamente relacionadas 1mtre 
s i por Justaposição elas p;,lred~ 
celula~. Nt1 célula do melo, 
não são td-e:ntlftcarn)s os tilemen• 
IOSS no rmais do cltopln$ma e do 
ndeleo. Apet)M restos membra, 
nosos <setas> e isu t:ic;tãocla de ua., 
turw .. 'I. amorra podem kr vistos. 

19.000 X 

ln the yeast phase the nucleus has a clear nu· 
clear envelope, its chromatin is easily ldentlfied 
and nucleolet are frequently seen. ln the va. 
rious fields exa.núned th ere frequently ooeurred 
cells having a constriction in their medial par­
tion . ln these ce11s the nucleus and its chroma­
tin appaar equally dist ríbuted in both partion 
of tbe cell. Later , each partion of the cen be­
come individualised and the daughter cells are 
seen keeping close proximlty by apposi tlon of 
theil· cellular wall. Finally, there occurs sepa­
ration of the daughter cells and eacb cell re­
sulting from this process of division will even• 
tually be a source of new divisions. 
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