Rev. Inst. Med. trop. Sdo Paulo
25(4):161-167, julho-agosto, 1983

CDU 616.992.282

ULTRAESTRUTURA DO PARACOCCIDIOIDES BRASILIENSIS
I — NA FASE LEVEDURIFORME (*)

Guilberto MINGUETTI (1), Robin Mario HOFMEISTER (2), Marilene FAVARO (3) e Orlando
Teodorico de FREITAS (4)

RESUMO

Séo estudados alguns aspectos ultraestruturais do Paracoccidioides brasiliensis
em cultura na fase leveduriforme, dando se énfase ao envoltério celular encontrado
nesta fase: na fase leveduriforme, aparentemente nio ocorre membrana basal, es-
trutura facilmente identificdvel na fase filamentosa; a parede celular é pouco ele-
tron densa e ndo apresenta aspecto laminado tal como observado na fase filamen-
tosa e a membrana plasmadtica é de fdcil identificacdo. O microrganismo na fase
leveduriforme € unicelular e apresenta nicleos, cromatina e nucléolos bem evi-

dentes.

Sua divisdo se processa por brotamentos, sendo as gémulas facilmente
identificaveis pela microscopia eletrénica.

INTRODUCAO

No trabalho anterior sobre a ultraestrutura
do Paracoccidioides brasiliensis na fase fila-
mentosa em cultura, os Autores chamam a aten-
cdo para ¢ pequeno nimero de trabalhos bra-
sileiros 67 e venezuelanos 1-5 dedicados ao assun-
to. O objetivo do presente trabalho é mostrar
as diferencas ultraestruturais observadas no
envoltério celular e no nicleo do microrganis-
mo durante as duas fases do seu ciclo dimdrfi-
co, ou seja, a fase leveduriforme e a fase fi-
lamentosa.

MATERIAL E METODOS

Paracoccidioides brasiliensis objeto deste
estudo foi obtido da Secio de Bacteriologia do
Laboratdrio Geral do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parand. Seu cultivo foi
inicialmente realizado em dgar-Sabouraud a
temperatura de 37°C e, depois, & temperatura
ambiente. As formas filamentosas obtidas com
o cultivo a temperatura ambiente foram pre-

paradas convenientemente e examinadas ao mi-
croscopio eletronico, resultando dai as observa-
¢bes contidas no trabalho anterior que trata da
ultraestrutura do P. brasiliensis na fase fila-
mentosa. Em seguida, parte da cultura foi no-
vamente colocada & temperatura de 37°C em
dgar-Sabouraud-sangue quando entdo se desen-
volveram novas formas leveduriformes. O ma-
terial foi colhido e imerso em glutaraldeido a
2% com tampdo cacodilato 015M. Apds duas
horas de pré-fixacdo em glutaraldeido, o ma-
terial foi lavado com tampédo cacodilato por
15 minutos. Fixacdo foi realizada em tetréxido
de dsmio a 1% com tampéo cacodilato 0 30M.
Em seguida, foi feita lavagem com solucdo de
tampéo cacodilato 0,15M e 02g NaCl durante
15 minutos, apds o que foi contrastado com ace-
tato de uranila a 2% por 24 horas. O material
foi novamente lavado em dgua destilada duran-
te 5 minutos e a desidratacio realizada com eta-
nol. Em seguida, foi colocado em acetona a
100% e embebido numa mistura de Polylite.
Seccbes ultrafinas foram obtidas através do
ultramicrotomo Sorval MT2B e coletadas em
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grades de cobre, coradas com citrato de chum.
bo e examinadas em microscapio eletronico
FPhilips EM 300,

RESULTADOS

Ao contrdrio do gue se observa na fase [i-
lamentosa, na fase leveduriforme o microrga-
nismo & unicelular e seu envoltério eelular cha-

como observada na fase filamentosa, nfo foi

visualizada nos microrganismos examinados.

Na fase leveduriforme, o citoplasma apresenta
caracteristicas de pranulacio fina onde mito-
condrigs sio observadas em pequeno mimero
a o reticulo endoplasmitico estd raramente pre-
sente. O nucleo € bastante caracteristico e fa-
cilmente identificavel. O nucleoplasma & claro
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ma atencdo por possuir parede celular pouco
eletron densa cuja superficie de corte apre-
senta aspecto uniforme (Figs. 2 e 71 e, a exem-
plo da fase filamentosa, poros também nio sa0
observados nesta estrutura, nesta fase, Nesta
fase, ainda, os limites de separagio entre o ci-
toplasma & a parede celular sio nitidos e a
identificacio da membrana plasmatica € fdeil
(Fig. 15, Por sua vez, membrana basal tipica,

Fig. 1 — Corle die utn fungo mos-
trundo parede celulur (PO, mem-
brang plasmdtics (eotas finnsy &
o micleo (M) gque OCcupa quase a
totalidade do inberior da céla,
0 eitoplasma  (C)  estd  reduzido
A UME peguUens porchoe marginal
que  eircundn o nicleo. O oo-
clpoplasma # claro e 8 cromoki-
ng  dselas  grossas)  enconire-se
agmlade a0 envelops mbclear.
3,000

Fig. 2 A dirsila sparece o
corte de wma eélula  mostrando
uma porgeo centrol de citoplas-
mi. (). O restante do o interior
celular & quase gue totalmente
preenchide pelo nicleo (M) cuja
ororElinn (st encontra-se
acolida ao envelope nuclear, A
parade celular (POl & pouen ele-
trom chemen, 30,000

e nele 45 veges sA0 observadas maessas homoge-
neas de cromatina constituindo os nucléolos ou,
entio, granulacoes finas de cromatina disper-
sas no interior do micleo ou ainda acoladas &
parede interna do envelope nuclear (Figs, 1, 3,
G, 8 e 9.

Nos varios campos examinados foram ol
servados micleos ocupando quase que a totali-
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dade da superficie da célula, contendo fina ca.
mada de cromatina acolada & parte interna do
envelope nuclear,

Ocasionalmente, nestas eélulas ocorrem for-
maghes anulares de material cromitico que se
posicionam nos extremos diametralmente opos-
tos do micleo. Nestas células, ainda, s vezes
sao observadas f{inas membranas, com uma
condensacio em sua parte medial, as guais pa-
recem separar o micleo em dois compartimen-
tos distintos (Fig. 5). Formagbes anulares de
material cromitico sio também hs vezes obser-
vadas na parte central do microrganismo dan-
do a impressio de célula em alvo (Fig. 2).

Frequentemente, sio visualizados microrga-
nismos com estreitamento do citoplasma e res-
pectivas membranas nos quais se percebe niti-

Fig. 3 — MNeste corie observa-se
diminuigio do calibre da célula
mo mivel di suu porgiio medial.
0 pgelea AIND) ooupe @ maior
parte do dntevior da odlulan @ oon
densaghes  pegquenas  de  material
hastante elotron denso gue Tepre-
senta o cromating sfio  ohserva-
dos o nucleoplasma. © = cito
plnsma, 38006

Fig. 4 — Corie de um micror-

ganismn  mostmode  diminnigho

do calibre celular (selas) em s

porgiio medial, por aproximagio

dos . segmenios opostos da pareds
celulnr, 20 ()

4

da distribuicio equitativa do micles e da cro-
matina contida no interior do mesmo para am-
bas as porgbes origindrias de tais estreitamen-
tos (Figs. 3 e 4). Além disso, sio constantes as
presencas de células interligadas entre si pela
intima aposi¢iio de suas paredes celulares, Al
gumas vezes, uma ou outra destas células in
terlipadas nao apresentam conteddo citoplas-
matico normal: apenas restos membranosos e
substancias de natureza amorfa sfo visualiza-
das dentro da parede celular (Fig. 100,

DISCUSSAQ
@uando observado pela microscopia eletrd-
nica na fase leveduriforme, o P. brasiliensis

apresenta aspectos morfoldgicos bastante dis-
tintos daqueles ohservados na fase filamento.
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Flp. 5 — MNeste corte observa-se

sa., Como jd foi abordado no trabalho anterior
gue focaliza a ultraestrutura do P. brasiliensis
na fase filamentosa, s caracteristica anatdmica
mais marcante ocaguela fase € o conjunio de
membranas constituintes do envoltdrio celular,
Ju seja, as membranas plasmatica e basal e a
parede celular. Na [ase leveduriforme, contu-
do, o envoltdrio celular mostra caracteristicas
bem distintas: ao contririo do gue se observa
na fase filamentosa, na fase leveduriforme a
parede celular & pouco ou gquase nadfy eletron
densa, seu aspecto & claro e sem a aparente la-
minacao observada ne parede celular do P. bra-
siliensis na fase filamentosa, Ainda em rela-
cio a esta estrutura, o presente estudo nio re-
velou a presenca de poros de gqualguer natu-
reza. Membrana basal nitida, como observada
na fase filamentosa, ndo fol identificada nos
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o crommting acolads a0 envelope
nipelear (selas grossas) e forma
gies clreulares de material oro-
miitice  localizadss  em  polos
cpostos (CR), Mo centro, ob-
EUTVA-ER  BRITULUrS  rlembrancs
taetas [nas) gue alravessa B oé-
lula de um lado o outro & gue

possui wma condensogio  de ma-

terial eletron densh (%) em o=un

parte  medial. N wuticlisn.
I

Fig, i — Cdlulas [Mlhas sinds inti-
mamente relacionadas por justa-
posicio das paredes colulores (se
1as], Mo interlor dos micleos
ohservados  nucléolos
(NG bem evidentas. © — egito-
plasma. 000 =

Nl &io

]

microrganismos da fase leveduriforme guer iso-
lados, em vias de divisio ou mesmo nagueles
microrganismos cujo processo de divisio ce-
lular jé fora completado, mas cujas células fi-
lhas se encontram ainds unidas entre si atra-
vés da intima aposicio de suas paredes celu-
lares. A membrana plasmadtica, por sua vez,
pode ser identificada em gualgquer periodo da
fase leveduriforme do microrganismo. Estas
diferencas do envoltdrio celular observadas du-
rante as duas fases, filamentosa e levedurifor-
me, devemn ser de grande importincia para ci-
clo evolutive do microrganismo e elas devem
ter relacao com a meanutencio da patogenicida-
de do fungo., Contudo, comprovaciio destes fa
tos so seria possivel através de estudos poste-
riorez com aplicacio de outra metodologia cien-
tifica. Outra grande diferenca que se observa
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entre as duas fases do ciclo dimdrfico do P.
brasiliensis refere-se ao niclen. Na fase fila-
mentosa, 05 nucleos das células que formam as
hifas apresentam contormos pouco nitidos, de
dificil visualizagfio. A cromatina, bastante fina,
apresenta-se dispersa no nucleoplasma e nu-
cléolos ndo sio observados, Na fase leveduri-
forme, contudo, os micleos sio bem evidentes
e na maloria das vezes ocupam a maior parte
do citoplasma do microrganismo que nesta
fase é unicelular. O envelope nuclear apresen-
ta se com limites nitidos e bem definidos, A cro-
matina, bastante eletron densa, apresenta-se ora
dispersa no nuclgoplasma em forma de pegue-
nas condensacdes de material cromdtico, ora
distribuida perifericamente acolada ao envelope
nuclear. Na fase leveduriforme, ainda, nucléo-
los sfio bastante comuns e facilmente identifi-

Fig. T — Na célula da esquerda

ohserva-se niclen (N) com  cons

densugbes de cromatine (CR) dis.

persas  pelo  nucleoplasma. As

paredes celulnres (PC) sfio cla-
g, 30000

Fig. 8 — QCélulns has com ni-
clews (W) contendo  fine  croma-
tina dispersa pelo nucleoplisma,
C = citoplasma; PC = pareds
celular. 20000

cdveis. Células com estreitamento citoplasma-
tico em suas porgdes mediais sio comuns e isto
poderia significar o inicio da gemulagio. Nas
fases iniciais deste processo de estreitamento
nota-se distribuicio uniforme e equitativa, do ci-
toplasma, do nicleo & da cromatina para ambas
as porcies do microrganismo em fase de ge-
mulagio. Em fases mais avancadas, porgoes
mais eletron densas s&o observadas na porgio
medial e, posteriormente, ocorrendo a separa-
¢io definitiva das porches distais, células filhas
580 observadas com intima aposicio de suas
paredes celulares (Figs. 6 e 9), O afastamento
definitivo das células filhas quase idénticas,
mas gue ainda guardam certa proximidade en-
tre s dando a4 caracteristica “Imagem em es-
pelho”, é o processo seguinte que caracteriza 0
ciclo final da divisio do P. brasiliensis na fase
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leveduriforme (Figs. 7T e £). Cada nova célula
formada € ainda potencialmente a fonte de no-
vas e sucessivas divisbes para a manutencio do
ciclo vital do microrganismo,

SUMMARY

Ulirastruciure of Paracoccidioides brasiliensis
in the yeast phase

Paracoccidioides brasiliensis in the veast
phase obtained from culture at 37C was stu-
died by electron microscopy. During the yeast
phase the fungus has a well defined cellular
wall which is considerably less electron dense
than the cellular wall observed in the fungus
during the mycelinl phase. Yet in the yeast
phase basement membrane is not seen and the
plasma membrane is as well defined structure,
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Pig. 9 — Células filhis ninde in-
timamente relacionadas por jus.
taposigiio  des  paredes  celulaves
igetag), C = ciloplasma; CR =
cromating; N — micleo. 38000

Fig. 1l — Meste corte sdio obser
vados  pelo menos  tris  cdlulas
Intimamente  relaciomudas  entre
i por justaposicho das paredes
calulares, Na cdlula do meio,
niéo 8o ldentiflcado: os elemen-
les normeis do clioplasma e do
nmidclen,  Apenas restos  membri
nosos (setas) & substincia de na-
turesa nmorfa podem ser vistos.
19000«

In the yeast phase the nucleus has a clear nu-
clear envelope, its chromatin is easily identified
and nucleolei are frequently seen, In the va-
rious fields examined there frequently occurred
cells having a constriction in their medial par-
tion. In these cells the nucleus and its chroma-
tin appear equally distributed in both partion
of the cell. Later, each partion of the cell be-
come individualised and the daughter cells are
seen keeping close proximity by apposition of
their cellular wall. Finally, there occurs sepa-
ration of the daughter cells and each cell re-
sulting from this process of division will even-
tually be a source of new divisions,
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