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UTILIZAC;AO DE AMINOACIDOS NO ESTUDO DO CRESCIMENTO DO
Paracoccidioides brasiliensis. INFLUENCIA SOBRE O DIMORFISMO

Maria Isabel Nogueira CANO(1) & Ménica S.M. Vidal de AGUIAR(2)

RESUMO

Ulilizamos 15 amostras de Paracoccidioides brasiliensis nas formas miceliana (M) e
leveduriforme (L), cultivadas em meio minimo ( MM) ¢ adaptadas ao mesmo meio
suplementado com a solugfio de aminodcidos (MMS). Para a realiza¢do do estudo auxoldgico
das amostras, foram preparadas solugdes complementares das quais foram retirados um
aminodcido de cada vez. Nove amostras foram prototréficas nas formas M efou L e as
demais auxotréficas para os diferentes aminodcidos e bases nitrogenadas. A heterogeneidade
dos resultados apresentados nio permitiu a caracterizagdo auxoldgica das 15 amostras de P,
brasiliensis estudadas. Nenhum dos compostos nitrogenados demonstrou ser essencial para o
crescimento ou para a manutengdo da morfogénese do fungo. Alteragdes morfoldgicas
(macro e microscépicas) também foram observadas, mas somente entre as amostras
prototréficas, sugerindo a ativagdo de um mecanismo de adaptac¢do desenvolvido pelo fungo
mediante a auséncia de substratos nitrogenados no meio de cultura (MM).

UNITERMOS; Paracoccidioides brasiliensis; Amino4cidos; Dimorfismo

INTRODUCAO

Paracoccidioides brasiliensis, agente etioldgi-
co da paracoccidioidomicose, ¢ um fungo dimdrfico
apresentando-se sob as formas miceliana (M), & tem-
peratura ambiente ¢ leveduriforme (L), a 37°C ©.
Esta transformagfio morfogenética define as fases de
transi¢fio vegetativa do fungo, resultantes de ativa-
¢do génica seletiva U9,

Vérios autores @ @ (9. (9 demonstraram que,
além da temperatura ¢ 47 compostos organicos
nitrogenados, como amino4cidos, sdo fundamentais
para o desenvolvimento das formas em que o fungo
se apresenta, A mudanga destas fontes nitrogenadas
altera profundamente a morfologia do fungo ©,

O presente trabalho, teve por finalidade, estudar
a influéncia dos amino4cidos sobre o crescimento ¢
dimorfismo do Paracoccidioides brasiliensis, além
da caracterizagio auxoldgica em relagdo aos
aminodcidos, de amostras provenientes de diferentes

regides endémicas da América do Sul.

MATERIAL E METODOS

Amostras de P. brasiliensis: Foram utilizadas
15 amostras do fungo mantidas em cultivo no Labo-
ratdrio de Micologia Médica do Instituto de Medici-

na Tropical de Sdo Paulo:

Btl, Bt2 e Bt3: Laboratdrio de Patologia da Fa-
culdade de Medicina de Botucatu, Sdo Paulo
(UNESP); Bt2: Cerebriforme a 25°C,

SN, 113, 666 e 665: Micoteca do Instituto de
Medicina Tropical de Sao Paulo, SP.

Pb arg e Pb Cob30: Laboratdrio de Micologia
Médica da Faculdade de Medicina de Buenos Aires,
Argentina.

891 e 1925: Faculdade de Medicina de
Montevideo, Uruguai.

728: Instituto Venezuelano de Investigagiio Ci-
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entifica, Caracas, Venezuela. Mutante auxotréfica da
amostra IVIC Pb 267.

262: Uberlandia, Minas Gerais. Isolada de ragio
para cées.

IHM 1962: Antartida. Isolada de fezes de
pinguins da Antértida.

Amostras isoladas de pacientes com paracocci-
dioidomicose: Btl, Bt2, Bt3, SN, 113, 666, 665,
Pbarg, PbCob30 (reisolada em cobaio), 891 e 1925.

Meios de Cultivo: Foram utilizados trés meios
de composi¢@o quimica semelhante: MM: meio mi-
nimo, sintético, elaborado de acordo com o “Manual
for methods in yeast genetics” **, composto de 1%
de “Bacto Yeast Nitrogen Base w/o Acid” (Difco),
1% de glicose anidra (Merck) e 1,8% de 4gar.
MMS: meio minimo suplementando com solugfo de
aminodcidos, em concentragdes foram determinadas
pelo Manual j4 mencionado. As solugdes foram pre-
paradas segundo a solubilidade de cada amino4cido,
seguindo indicagdo do index Merck ©. Os
amino4cidos foram utilizados nas seguintes concen-
tragdes (em mg/ml) : asparagina (0,01), triptofano
(10,0), metionina (10,0), histidina (10,0), arginina
(10,0), tirosina (2,0), fenilalanina (10,0), cisteina
(0,01), 4cido glutAmico (10,0), lisina (10,0), cistina
(0,01), e duas bases nitrogenadas: adenina (0,01) e
guanina (0,01). MMS ( - ): € o MMS subtraido de
um amino4cido, por exemplo: MMS - asparagina,
quer dizer que a asparagina foi subtraida do meio.

Condigoes de Crescimento - As 15 amostras
de Paracoccidioides brasiliensis foram cultivadas
em MMS nas forma M e L. A forma M foi
subcultivada em intervalos de 15 dias e a forma L
em intervalos de 7 dias. O tempo de adaptagio neste
meio de cultura foi de dois meses. Em seguida foram
realizados os testes para a avaliag@o de prototrofis-
mo, cultivando-se as 15 amostras em MM com
subcultivos repetidos de quatro em quatro dias, nas
temperaturas adequadas para ambas as formas. Este
teste teve a dura¢do de um més. As amostras que nfo
apresentaram crescimento em MM foram
subcultivadas em MMS ( - ) para a anilise de suas
necessidades nutricionais em relagdo aos
aminodcidos e bases nitrogenadas utilizados.

Anilise macro e microscépica - O aspecto
macroscépico das coldnias foi observado com auxi-
lio de microscépio estereoscépico (Nikon), ao final
de cada cultivo. Com auxikio de microscépio Gptico
de luz (Zeiss), as amostras foram analisadas (objeti-
va de médio aumento400X), nas formas M e L,
colentando-se pequena quantidade de material do
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cultivo, montando entre ldmina e laminula, com
lactofenol azul-algoddo. Foram realizadas
microfotografias das amostras prototréficas,
mantidas em MM, com auxilio de microscGpio
Ultraphoto II (Carl Zeiss) (Foto 2).

RESULTADOS

Os aspectos macroscépicos e microscopicos dos
cultivos em MMS, as temperaturas de 25°C e 37°C,
e a procedéncia das amostras encontram-se na Tabe-
la 1. A Tabela 2 demonstra que, das 15 amostras de P.
brasiliensis cultivadas em MM, quatro foram
prototréficas na fase M a 25°C (113, 1925, 891 e 666);
duas foram prototréficas na fase M a 37° C (262 e B3);
a amostra Bt2 foi a \nica prototréfica somente na
fase L a 37°C e as amostras SN e [HM 1962 foram
prototréficas nas fases M a 25°Ce L a37°C.

Estfo ilustradas na Tabela 3 as diferengas em
relagdo as necessidades de amino4cidos, como fonte
de nitrogénio orgénico. Pode-se observar, por exem-
plo, que as amostras 665, Pb. arg., Btl e Pb cob 30
ndo cresceram na fase L na auséncia de asparagina;
na fase M somente a amostra 728 n3o apresentou
crescimento. A auséncia de adenina inibiu o cresci-
mento das amostras 665, Pb arg, Btl, Pb cob 30 e
728, na fase M, sendo que na fase L ndo cresceu
apenas a amostra 339. Verificou-se que, entre o0s
aminodcidos e bases nitrogenadas utilizadas para
este estudo, nenhum demonstrou ser, particularmen-
te, importante para o crescimento e manuten¢do da
morfogénese do fungo.

A B C D E

FOTO 1: Aspectos macroscopicos das amostras prototréficas
cultivadas em MM (meio minimo):

A - Bi2 leveduriforme a 37°C.

B - IHM 1962 leveduriforme a 37°C.
C - 666 miceliano a 25°C.

D - Bt3 miceliano a 37°C.

E - 262 miceliano a 37°C.
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FOTO 2: Alteragdes micromorfol6gicas das amostras prototréficas de P. brasiliensis a 25°C, coradas por azul - algodio.

A) A esquerda duas hifas finas, septadas, da amostra 666, em MMS (400X).
B) Hifas da amostra 666 em MM, com ramificagdes laterais, mais espessas que as observadas no ftem A (160X).
C) Feixe de hifas septadas e finas, da amostra Bt2, em MMS (250X).

D) Hifas e fra,

E) Emar. o de hifas finas e

entos de hifas com formas irregulares da amostra Bt2, cultivada em MM (160X).
septadas da amostra IHM 1962 em MMS (250X).

F) Hifa com cadeia de células globosas de parede celular espessa, semelhantes a clamidoconidios, da amostra IHM 1962, cultivada

em MM (160X).

Na observagdo macroscépica das colonias, a au-
séncia de amino4cidos e bases nitrogenadas provo-
cou alteragdes na coloragdo, textura, diminuigio e
lentiddo de crescimento das amostras prototréficas
em fase M. As amostras 666 ¢ THM 1962, quando
cultivadas em MMS a 25°C, apresentaram coldnias
com aspectos cotonosos e micélio aéreo. Estas mes-
mas amostras quando cultivadas em MM, & mesma
temperatura, adquiriram aspecto leveduriforme. Por
sua vez, a amostra Bt2, tipicamente cerebriforme a

25°C, quando subcultivada nas mesmas condigdes em
MM, apresentava col6nias do tipo miceliano. (foto 1),

Observadas ao microscépio de luz, as amostras
prototréficas, mantidas em MM a 25°C, demonstra-
ram formas celulares bizarras e células semelhantes
a clamidoconidios, apresentando todas maior tama-
nho do que quando cultivadas em MMS 2 mesma
temperatura (foto 2). As amostras auxotréficas ndo
apresentaram as modificagdes morfolGgicas acima

321



CANO, M.LLN & AGUIAR, M.S.M.V. de - Utilizagio de aminodcidos no estudo do crescimento do Paracoccidioides brasiliensis.
Influéncia sobre o dimorfismo. Rev. Inst. Med. trop. S. Paulo, 33 (4): 319-324, 1991.

Tabela 1
Aspectos macro ¢ microscépicos das 15 amostras de P. brasiliensis em MMS, s temperaturas de 25° e 37°C.,
Amostras a25°C-M a37°C-L Origem
Macro Micro Macro Micro
*Pbarg. cotonoso artroconidios ~ membranoso e c€lulas leveduriformes  Argentina
cercbriforme com multibrotamentos
*Pbcob30 cotonoso aleuroconidios  membranoso e células leveduriformes  Argentina
cerebriforme com multibrotamentos
IHM1962 cotonoso artroconidios mcmbranoso e células leveduriformes Antéirtida
cercbriforme com multibrotamentos
*262 cotonoso membranoso e células leveduriformes  Uberlandia
cercbriforme com multibrotamentos  MG-Brasil
*1925 cotonoso alcuroconidios  mecmbranoso € células leveduriformes Uruguai
cerebriforme com multibrotamentos
*665 cotonoso artroconidios membranoso e células leveduriformes Sio Paulo
cercbriforme com multibrotamentos Brasil
*666 cotonoso membranoso e células leveduriformes Sdo Paulo
cercbriforme com multibrotamentos Brasil
*891 cotonoso mcmbranoso e células leveduriformes Uruguai
cercbriforme com multibrotamentos
*SN €Otonoso aleuconidios membranoso e células leveduriformes Sio Paulo
e artroconidios cercbriforme com multibrotamentos Brasil
*113 cotonoso membranoso e células leveduriformes  Sdo Paulo
cercbriforme com multibrotamentos Brasil
*Btl cotonoso membranoso e células leveduriformes Botucatu
cercbriforme com multibrotamentos Brasil
*Bt3 cotonoso aleuroconidios  membranoso e células leveduriformes Botucatu
cerebriforme com multibrotamentos Brasil
*Bt2 cerebriforme  clamidoconidios membranoso e células leveduriformes Botucatu
€ membranoso hialinos cercbriforme com multibrotamentos Brasil
*339 cotonoso aleuroconidios  membranoso e células leveduriformes Coldmbia
globosos cercbriforme com tubo germinativo
728 cerebriforme aleuroconidios  membranoso e células leveduriformes  Venezuela

¢ membranoso

cercbriforme

com tubo germinativo

* Amostras que apresentaram microscopicamente: hifas finas, septadas, ramificadas e hialinas.

TABELA 2

Amostras de P. brasiliensis desenvolvidas em

meio minimo (MM): Prototréficas.

descritas, quando foram submetidas as mesmas con-
digdes de cultivo.

FORMAS AMOSTRAS DISCUSSAO

M (25°C) 1925,113,891,666 O objetivo deste trabalho foi o de estabelecer o

M (37°C) 262,Bt3 perfil da utilizagGo de aminodcidos € algumas bases

L 37°C) Bi2 nitrgg/enadas,\como fonte de nitrogénio orgénico, por
cultivos de Paracoccidioides brasiliensis de proce-

M (25°C) e (37°C) SN, IHM 1962 déncias diferentes, nas fases M e L. Para tal foram
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- (MMS (-)) dos aminodcidos e bases abaixo relacionados

TABELA 3
Amostras de P. brasiliensis auxotréficas que ndo cresceram em meio minimo suplementado e subtraido

AMOSTRAS
MMS (-) Forma M (25°C) Forma L (37°C)
Asparagina 728 665; Pb arg; Btl;
: Pb cob 30
Triptofano Pb arg; Pb cob 30 PB arg; Bd; Pb cob
30
Metionina Pb arg: Pb cob 30; 665; Btl; Pb cob 30
. 339 728 \
Histidina Pb arg; Bil; Pbcob 665; Btl; Pb cob 30
30; 339 728
Arginina Pb arg; Btl; Pb cob 665
30; 665; 728
Tirosina Pb arg; Bil; Pb cob 665; Btl; 339
30; 339; 665; 728
Fenilalanina Pb arg; Bi; 728 Btl; 339; 728
Cisteina Pb arg; Btl; 665; 728 Pb arg; 665; 728
Ac. glutdmico Pb arg; Bil; Pb cob Pb cob 30; 728
30
Ligina Btl; Pb cob 30; 339 Pb arg; Btl; Pb cob 30
Cistina Btl; Pb cob 30; 665; Pb arg
728
Adenina Btl; Pb cob 30; 665; 339
728
Guanina Bd; 728 Bl

escolhidas amostras de diversas regides endémicas
de paracoccidioidomicose na América do Sul.

Observamos se existiam diferengas que possibi-
litassem uma caracterizagio auxolégica do fungo, a
nivel epidemiolégico, o que se tomou praticamente
impossivel devido & heterogeneidade dos resultados
apresentados.

O “fator” responsével pelo crescimento e manu-
tencdo das formas morfogenélicas apresentadas pelo
fungo em cultura, ainda ndo foi definido.
RESTREPO et al. " ¢ VILLAR et al. “” comprova-
ram que a temperatura ndo € o Unico elemento
limitante, e que fatores nutricionais estariam impli-
cados mais dirctamente na morfogénese do P.
brasiliensis.

A presenga de aminodcidos e bases no meio de
cultura podem ser responsiveis pela manuntengdo da

fase leveduriforme do fungo. As amostras Bt3 e 262
cresceram com aspecto miceliano em MM a tempe-
ratura de 37°C, nfio ocorrendo 0 mesmo com as ou-
tras amostras prototréficas. Isto talvez indique a
existéncia de reais diferencas entre as amostras, no
que diz respeito 3 regulagdo da morfogénese.
GILLARD & LAFFER ® também observaram
amostras de P. brasiliensis que cultivadas em MM a
37°C, na presenga do aminodcido tirosina, manti-
nham a forma miceliana, mesmo apés alguns
subcultivos. RAMIREZ-MARTINEZ & RODRI-
GUEZ ¢ utilizando MM preconizado por
GILLARD & LAFFER ®, observaram que as amos-
tras de P. brasiliensis por ¢les estudadas, apresenta-
vam deficiéncias nutricionais em relagdo a nitrogé-
nio orgénico tanto na fase M quanto na fase L. PA-
RIS et al. ®, utilizando MM que continha sais ¢ tra-
¢os de elementos, observou resultado diferente dos
autores acima citados. As amostras de P,
brasiliensis sc mostraram prototréficas somente na
fase L. Utilizando o mesmo MM mencionado no
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trabalho de PARIS et al. ®, encontramos resultados
distintos, os quais nos levam a indagar se a questio
real € a composicdo do meio de cultura (MM), ou se
cada amostra possui caracteristicas que lhe sfio pré-
prias e que as diferenciam das outras.

Em relagfo as alteragGes morfolégicas observa-
das nas amostras prototréficas, o que se pode espe-
cular ¢ que provavelmente o P. brasiliensis tenha
desenvolvido um metabolismo de adaptagfio devido
a auséncia de substratos organicos nitrogenados no
meio de cultura. Assim sugerimos que para uma res-
posta mais exata sobre deficiéncia nutricional e
regulacio da morfogénese do P. brasiliensis, scjam
estes mecanismos estudados a nivel da biologia
molecular,

SUMMARY

The use of aminoacids in the study of
Paracoccidioides brasiliensis growth and its role
in fungus dimorphism.

Fiftenn Paracoccidioides brasiliensis strains,
in the mycelial (M) and yeast like (Y), were culti-
vated in minimal medium (MM) and subcultivated
to be adapted to the same medium supplemented
with a pool of amminoacid in solution (MMS).
Each of the aminoacids were studicd scparately of
the solution to provide the auxclogical study. The
prototrophism was demonstrated by nine strains in
both M and Y forms, and the auxotrofism by the
remaining strains. The hcterologous results has not
allowed us to draw an auxological characterization
of the P. brasiliensis.

As far as we could observe none of the
aminoacid studied in this piece of rescarch can be
considered of absolute importance for to the growth
and the morphogenesis maintainance of the fungus.
Morphological alterations were only verified in the
prototroph strains, which suggest that there could
have been adaptative metabolism activity due to the
absence of organic nitrogen compounds in the
minimal medium (MM).
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