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RESUMO 

 

Melaninas formam um grupo diverso de pigmentos sintetizados na 

maioria dos organismos por meio da hidroxilação e polimerização de 

compostos orgânicos. Nos fungos, a melanina exerce um importante papel na 

proteção contra as intempéries ambientais, a radiação ultravioleta, extremos de 

temperaturas, além de aumentar a virulência e a patogenicidade destes 

organismos. Assim, buscou-se descrever a síntese de melanina em 

Duddingtonia flagrans, fungo nematófago, e a relação da melanização sobre a 

cinética de predação do nematoide Panagrellus spp. Para tal foram testados 

diferentes meios de cultura na presença e na ausência de precursores L-

DOPA, na adição de glicose e do inibidor tricyclazol.  As análises foram 

realizadas por espectroscopia de infravermelho, ressonância paramagnética 

eletrônica (RPE) e microscopia eletrônica de transmissão. O melhor 

crescimento e a melanização do fungo ocorreram em meio Sabouraud dextrose 

quando comparado aos demais meios utilizados, após 21 dias incubados a 

30°C. O acréscimo de glicose nas concentrações de 2% a 10% (v/w) não inibiu 

o processo de melanização em D. flagrans. Entretanto acréscimos de 2% de 

glicose em pH 5,0 observou-se um aumento na coloração em relação aos 

demais tratamentos. Nas concentrações de glicose acima de 10% ocorreu a 

inibição completa do crescimento. Como conclusão pode-se confirmar a 

presença do pigmento melanina e atribuir os valores obtidos por RPE 

(g=2.0051 0.0001) a produção de feomelanina pelo fungo. Ainda, pode-se 

verificar a deposição dos grânulos de melanina sobre a parede celular. A 

síntese da melanina ocorreu em melanossomos e sua gênese é análoga a de 

melanossomos de células de mamíferos. Contudo, a presença de melanina não 

influenciou de forma significativa a cinética de predação entre o fungo e 

nematoide.  

 

Palavras-chave: Duddingtonia flagrans, melanina, fungo nematófago, L-DOPA, 

tricyclazol.  

 

 

 



 
 

 

ABSTRACT 

 

Melanins form a diverse group of pigments synthesized in most 

organisms through the hydroxylation and polymerization of organic 

compounds.In the  fungi, melanin has an important role in protecting against 

environmental inclemencies, ultraviolet radiation, temperature extremes, 

virulence and pathogenicity of these organisms. Thus, we attempted to describe 

the melanin synthesis in Duddingtonia flagrans, nematophagous fungus, and 

the relationship between melanization and predation kinetics of Panagrellus 

spp. nematode. For this, differents culture media were tested in presence and in 

absence of L-DOPA precursors, in addition of glucose and tricyclazole inhibitor. 

The analysis were realized by infrared spectroscopy, electronic paramagnetic 

resonance (EPR) and transmission electron microscopy. The better growth and 

melanization of the fungus occurred in Sabouraud dextrose medium when 

compared to other media used after 21 days incubated at 30°C. The addition of 

glucose at 2% to 10% (v/w) concentrations did not inhibit the melanization 

process in D. flagrans. However, the addition of glucose at 2%  at pH 5.0, it was 

observed an increase staining  in relation to others treatments. In the glucose 

concentrations above 10% occurred complete inhibition of growth. It was 

confirmed the presence of melanin pigment and to assign the values obtained 

by RPE (g=2.0051 0.0001) to production of pheomelanin by the fungus. And it 

was observed the deposition of the melanin granules on the cell wall. Melanin 

synthesis has occurred in melanosomes and its genesis is analogous to that of 

mammalian cell melanosomes. However, the presence of melanin did not 

significantly influence the kinetics of predation between the fungus and the 

nematode.  

 

Key words: Duddingtonia flagrans, melanin, nematophagous fungus, L-DOPA, 

tricyclazol.
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1. INTRODUÇÃO 

 Melaninas são substâncias amorfas formadas pela polimerização de 

compostos fenólicos e indólicos e encontrada em todos os reinos biológicos, o 

que as colocam em uma posição de destaque na escala evolutiva (Solano, 

2014). Dentre as vantagens atribuídas aos portadores de melanina destacam-

se a proteção contra a radiação ultravioleta (Allam et al., 2014), a 

contaminação radioativa em reatores nucleares (Dadachova et al., 2007; 

Zhdanova et al., 2000), a danos traumáticos (Treseder e Lennon, 2015), ao 

estresse oxidativo e osmótico (Kejzar et al., 2013), a extremos de temperaturas 

e pressão (Plonka e Grabacka, 2006). Além de participarem integralmente do 

aumento do processo de virulência e patogenicidade em muitas espécies de 

fungos (Tian et al., 2003; Casadevall et al., 2012).  

Os pigmentos de melanina são muito comuns no reino Fungi (Solano, 

2014), embora a melanogênese esteja restrita a certos estádios do 

desenvolvimento do micélio, na esporulação ou em reações defensivas contra 

danos ocasionados no ambiente em que vivem. Sendo assim, esses pigmentos  

são abundantes e podem ser encontradas associadas a parede celular ou em 

organelas subcelulares especializadas (Franzen et al., 2008). 

Usualmente, os organismos produtores de melanina podem sintetiza-la 

por duas principais vias:  por meio de um substrato de origem endógena,  neste 

caso  pela ação d4e 1,8-di-hidroxinaftaleno (DHN) e de policetídeos ou 

alternativamente por meio de uma via exógena com a participação de L-3,4-

dihidroxifenilalanina (L-DOPA) (Almeida-Paes et al., 2009). Em fungos, 

incluindo as leveduras, estes precursores de melanina,  DHN e L-DOPA, são 

segregados, oxidados e exteriorizados na parede celular do fungo melanizado 

(Figueiredo-Carvalho et al., 2014).  

Apesar da importância e ubiquidade deste pigmento, sua elucidação 

ainda é inconclusa, uma vez que a melanina é praticamente insolúvel em 

solventes orgânicos o que dificulta sua investigação por técnicas bioquímicas 

convencionais, além de serem  moléculas estruturalmente complexas, diversas 

e ainda indefinidas (Eisenman e Cadasevall, 2012). 

Entre a diversidade de fungos existentes na natureza, os fungos 

nematófagos que são aqueles com a habilidade de capturar e predar 
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nematoides, são de interesse dado seu potencial como biocontroladores 

(Larsen, 2006).  

Monacrosporium haptotilum e Arthrobotrys oligospora, ambos fungos 

nematófagos, expressaram tirosinase (Meerupati et al., 2013) uma proteína que 

regula positivamente a estrutura de captura em comparação com outras 

proteínas encontradas no micélio em M. haptotilum (Andersson et al., 2013).  

Em fungos, as tirosinases são enzimas citosólicas, envolvidas na 

melanogênese, com considerável heterogeneidade em relação a outras 

enzimas (Bell e Weeler, 1986). Estas possuem uma gama de pesos 

moleculares e estão geralmente associadas com a formação e estabilidade de 

esporos, em mecanismos de defesa e aumento da virulência, regeneração de 

tecidos em casos de danos traumáticos, além do papel fundamental na 

pigmentação em algumas espécies de fungos, dessa forma, a tirosinase é uma 

enzima envolvida na síntese e manutenção da melanina (Halaouli et al., 2006).  

A presença de melanina na parede celular dos fungos pode aumentar a 

sobrevivência das espécies em ambientes extremos e severos com 

alternâncias de temperaturas, que podem incluir as regiões polares ou 

desertos, no interior de máquinários domésticos, local em que eles 

aparentemente resistem ao calor e a ação de detergentes (Zalar et al., 2011), e 

até mesmo a ambientes inóspitos, como em reatores nucleares contaminados 

pela radiação (Dadachova et al., 2007; Rosa et al., 2010). 

Duddingtonia flagrans, outro fungo nematófago, é espécie única deste 

gênero e um dos principais fungos pesquisados como agente de controle 

biológico para nematoides gastrintestinais de ruminantes (Larsen, 2006, Silva 

et al., 2013; Buzatti et al., 2015; Andrade et al., 2016). Este possui a 

capacidade de produzir conídios e grande número de estruturas reprodutivas 

conhecidas como clamidósporos, um tipo de esporo de parede mais espessa, 

coloração marrom claro e de maior resistência (Rubner, 1996). Esta parede 

celular é tida como responsável pela maior tolerância dos clamidósporos ao 

transito gastrintestinal após sua administração oral fazendo com que D. 

Flagrans suporte melhor o estresse digestivo do que outras espécies de fungos 

nematófagos e assim, fomentando o interesse no seu estudo. Uma vez 

estabelecido o fungo nas fezes, a presença de larvas infectantes e de 

nematoides de vida livre estimulam a produção de hifas adesivas em forma de 
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armadilhas que aprisionam e matam estes nematoides reduzindo a 

contaminação das pastagens (Braga e Araújo 2014).  

Por se tratar de um polímero com características singulares, as 

melaninas tem despertado grande interesse, principalmente pelas indústrias 

em todo mundo (Lopes et al., 2013). O estudo mais aprofundado sobre a sua 

síntese, estrutura, localização e o seu papel biológico na sobrevivência dos 

fungos melanizados podem auxiliar na compreensão de como esta 

macromolécula atua nos processos biológicos e nas interações ecológicas na 

constante luta pela sobrevivência (Solano, 2014).  

Assim, devido à escassez de estudos sobre o processo melanogênico 

em fungos nematófagos e a importância deste pigmento em fungos, buscou-se 

investigar a sua presença, localização e sua influência na cinética de predação 

em D. flagrans.  

2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. Melaninas: Estrutura e Formação 

 As melaninas são pigmentos que em termos evolutivos, talvez tenham 

surgido nos primórdios da vida na Terra, desde os tempos dos dinossauros e 

cefalópodes primitivos de 160 milhões de anos (Glass et al., 2012); sendo 

contemporaneamente encontradas em todos os reinos biológicos (Solano, 

2014).  

Conferem aos organismos portadores uma variedade de funções dentre 

as quais destacam-se o aumento da virulência e patogênicidade em 

microrganismos, aumento da resistência a antibióticos e antifúngicos, proteção 

contra radiação ultravioleta e nuclear, além responderem de forma positiva 

contra diferentes poluentes de origem antropogênica (Zhdanova et al., 2000; 

Tian et al., 2003; Casadevall et al., 2012; Treseder e Lennon, 2015).  

 O termo melanina provém do grego “melanos” que significa “escuro”, 

sendo que a terminologia melanina , foi utilizada pela primeira vez em 1840 

pelo químico sueco Berzelius.Ele encontrou e batizou um pigmento de cor 

escura  extraído da membrana dos olhos de alguns animais (D’ischia et al., 

2013).  
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O suíço Bruno Bloch, inspirado por estas descobertas, demonstrou que 

os grânulos de melanina eram depositados no citoplasma de células, 

geralmente localizados na membrana basal da epiderme, e denominou estas 

células especializadas de melanoblastos, células precursoras de melanócitos. 

E ainda evidênciou que o efeito catalisador da oxidação da dihidroxifenilalanina 

(DOPA-melanina) devido à ação de uma enzima que ele denominou de DOPA-

oxidase (Bloch, 1927). No entanto, até aquele momento, DOPA-melanina não 

havia sido descrita em mamíferos e tão pouco se conhecia ligação da molécula 

melanina com a tal enzima isolada por Bloch no início do século passado 

(Simon et al., 2009).   

 Em geral, as melaninas são compostos fenólicos de alto peso molecular, 

insolúveis, hidrofóbicas que possuem como base estrutural  domínios indólicos 

representadas covalentemente em estruturas emparelhadas e unidas por 

interações do tipo Van de Walls (Chatterjee et al., 2012; Figueiredo-Carvalho et 

al., 2014).  

Estruturalmente, as melaninas são um grupo de pigmentos complexos, 

com uma estrutura  diversa e indefinida. Não existindo uma regularidade 

molecular que possa representa-las de forma concreta ou que as enquadre em 

qualquer classificação estrutural (Solano, 2014). Além de não existir evidência 

de cristalinidade que as distinga, pois a maioria das definições propostas 

apresentam pequenas falhas devido à dificuldade em se definir algo com uma 

vasta diversidade de composição, cor, tamanho, ocorrência e funções 

(Treseder e Lennon, 2015). 

Alguns modelos estruturais propostos para melaninas comerciais, 

formados pela oxidação de precursores difenólicos como DOPA-melanina (Ito, 

1986) classificam as melaninas como um heteropolímero disposto em uma 

pilha de oligômeros de quatro a sete monômeros (Duff et al., 1988). No 

entanto, este modelo descrito por meio de análises por difração de raios-X 

pode conter algumas falhas quando comparado ao polímero natural, uma vez 

que seus intrínsecos detalhes estruturais podem variar entre os tipos de 

melaninas distribuídas e entre os diferentes reinos biológicos (D’ischia et al., 

2013).  

A base estrutural conhecida por meio da ressonância paramagnética 

eletrônica (RPE) ainda é limitada pela exiguidade de informações estruturais 
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existentes, mas em contrapartida bem definidas, no que diz respeito as suas 

possíveis ligações covalentes à proteínas, lipídios e carboidratos (Chatterjee et 

al., 2012).  

A característica principal para que as melaninas possam ser 

representadas provém obviamente e unicamente por uma série de estudos 

realizados por meio da difração por raios-X, que revelaram uma característica 

distintiva, um curioso espaçamento entre as moléculas da ordem de 0,34 nm. 

Fato este, não encontrado em nenhum outro biopolímero, exceto entre a 

separação das bases nitrogenadas de DNA (Thathachari, 1976; Zajac et al., 

1994).   

Entretanto, Cadasevall et al. (2012) ao estudarem as características 

estruturais da melanina por meio da difração por raios-X em cepas de 

Cryptococcus neoformans, observaram que as estruturas planares da melanina 

encontrada neste fungo produziam picos agudos no espectro de difração em 

relação a distância umas das outras. Assim notaram uma singela diferença nas 

distâncias existentes entre a melanina extraída da cepa estudada em relação 

as estruturas planares das melaninas sintéticas utilizadas como controle. Foi 

sugerido diferenças entre as estruturas das melaninas sintéticas e  as 

produzidas por C. neoformans, o que  reforça a ideia de que estes compostos 

podem assumir uma grande variedade de configurações e formas. 

Rodolfo Nicolaus em 1969 classificou as melaninas em três diferentes 

grupos: as eumelaninas, feomelaninas e alomelaninas. Os dois primeiros 

grupos compreedem pigmentos de origem animal, presente principalmente na 

pele. O segundo tipo que engloba uma ampla variedade de pigmentos escuros 

não-nitrogenados presentes em plantas, algumas espécies de fungos e 

bactérias. E o último grupo, alomelaninas, presente apenas em fungos e 

plantas (Nicolaus, 1969). Em uma classificação mais recente, ocorreu a 

inclusão de outro grupo de melanina, conhecida como neuromelanina. Este 

grupo estão presentes apenas em células nervosas animais (Magarelli et al., 

2010).   

2.2. Eumelaninas 

As eumelaninas são macromoléculas de cores pretas ou marrons 

produzidas pela polimeração oxidativa da tirosina pela ação da enzima 
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tirosinase em dihidroxifenilalanina (DOPA) e DOPA-quinona (Sarna e Plonka, 

2005). Essa reação inclui uma série de ciclização,  que leva a formação de 

monômeros indólicos intermediários conhecidos como DOPAchromo que  

posteriormente sofrem uma descarboxilação para formação dos compostos 

5,6-dihidroxiindole (DHI) ou ainda pode ser catalizada por tirosinase associada 

a proteínas (TRP2 e TRP1) para produção de 5,6- dihidroxiindole-ácido-2-

carboxílico (DHICA) para finalmente serem oxidados para formação de 

eumelanina (Solano, 2014). 

As eumelaninas foram identificadas principalmente em cefalópodes 

marinhos (Palumbo et al., 1994), em humanos, fato que pode ser notado 

facilmente pela coloração dos pelos e cabelos de indivíduos juvenis devido a 

abundância do pigmento (Robbins, 2012), na formação exocuticular de insetos 

(Nappi e Sugumaran, 1994) e para alguns grupos de bactérias, como 

Streptomyces antibioticus, a produção de eumelanina pode ser utilizada como 

componente taxonômico (Chen et al., 1992).  

Portanto essas macromléculas heterogêneas podem assumir duas 

formas distintas ao longo de sua síntese, dependendo das posições e dos 

acoplamentos envolvidos (Meredith e Sarna, 2006). Sendo que a proporção 

destes varia de acordo com o tipo de eumelanina produzida, o que irá 

depender do local onde esta melanina será requerida, conforme demonstrado 

na figura 1  (Plonka e Grabacka, 2006; Chatterjee et al., 2012).  
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Figura 1. Síntese da eumelanina na matriz melassomal em células de 

organismos melanogênicos. T- tirosinase; TRP1- tirosinase associada a uma 

proteína do tipo 1(DHICA oxidase); TRP2- tirosinase associada a uma proteína 

do tipo 2 (DOPAChromo tautomerase); DOPA-3,4-dihidrixifenilalanina; DHI- 

5,6-dihidroxiindole; DHICA- 5,6-dihidroxiindole-ácido-2-carboxílico Fonte: 

Plonka e Grabacka, 2006.   

  

2.3. Feomelaninas  

 Biopolímeros de coloração amarelo-avermelhada que são sintetizados a 

priori como eumelaninas, também derivadas do precursor DOPAquinona, 

porém, na feomelanogênese, a atividade e a expressão da tirosinase é 

reduzida (Barber et al., 1985). Durante a feomelanogênese, tióis assumem o 

papel da tirosinase para cisteinização da DOPAquinona por meio da cisteína 

em cisteinilDOPA ou por intermediação da glutationa em glutationilDOPA 
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(Kobayashi et al., 1995). Subsequentemente após uma série de reações ainda 

desconhecidas sofre polimerização para produzir alguns derivados de 

benzotiazina (5-hidroxi-1,4- benzotiazinilalanina) que resultará na formação de 

macromoléculas de alto peso molecular conhecidas como feomelaninas (Fig. 2) 

(Chang, 2009).  

 Muitos organismos foram descritos como feomelanogênicos incluindo 

répteis, mamíferos e pássaros (Solano, 2014), porém a ocorrência do pigmento 

em fungos apresentava algumas falhas, uma vez que esta era apenas 

configurada devido a coloração marron-amarelada observada 

macroscopicamente em algumas espécies (Ye et al., 2011), e também pela 

presença de grupos tióis associados aos oligômeros de melanina (Ito e 

Wakamatsu, 2003).   

 

 

Figura 2. Modelo esquemático da síntese de feomelanina após etapa da 

eumelanogênese via tirosina. Na feomelanogênese a glutationa ou a cisteína 

assumem a função da tirosinase e convertem DOPAquinona em CistenilDOPA 

e derivados de Benzotiazina para a produção de Feomelanina.  Fonte: Chang, 

2009. 
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2.4. Alomelaninas 

As alomelaninas denotam de um tipo de pigmento não animal resultante 

da oxidação de fenóis, desprovidos de nitrogênio, pertencentes a um grupo de 

polímeros heterogêneos que estão presentes em plantas, alguns ascomicetos 

do gênero Tuber (De Angelis et al., 1996), Aspergillus (Wheeler, 1983) e 

deuteromicetos de coloração marrom escuro para preto (Chang, 2009; Solano, 

2014).  

A síntese inicia-se pela entrada de acetil-CoA ou malonil-CoA (Adachi e 

Hamer, 1998). Dessa forma, o primeiro passo, é a formação de 1,3,6,8-

tetrahidroxinaftaleno (1,3,6,8-THN), que é catalisado por uma PKS em uma 

série de reações de redução e de desidratação para produção de 

intermediários, dentre os quais, destaca-se a scitalona, pela ação da enzima 

catalisadora THN redutase. A desidratação da scitalona produz 1,3,8-

trihidroxinaftaleno e vermelona, por meio de outras redutases e finalmente 

ocorre a polimerização destes compostos o que leva a formação de 1,8-

dihidroxinaftaleno, DHN-melanina, como demonstrado na figura 3 (Langfelder 

et al., 2003; Eisenman e Casadevall, 2012). 
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Figura 3. Síntese de alomelanina- DHN melanina. PKS- policetídeo sintase; 

1,3,6,8-THN- 1,3,6,8-tetrahidroxinaftaleno; 1,3,6-THN- 1,3,6-trihidroxinaftaleno; 

1,8-DHN- 1,8-dihidroxinaftaleno. Fonte: Plonka e Grabacka, 2006.  

 

2.5. Enzimas Relacionadas à Síntese de Melanina em Microrganismos 

2.5.1. Tirosinases 

As tirosinases (Polifenol-oxidase EC 1.14.18.1) surgiram na Terra em 

consequência das transformações químicas existentes na atmosfera primitiva, 

transiniente talvez da mudança de um sistema exclusivamente redutor para um 

oxiadante, resultante do surgimento da fotossíntese (Plonka e Grabacka, 

2006).  

As primeiras referências sobre o possível papel das tirosinases na 

melanogênese fúngica foram propostas em 1895, quando Bourquelot e 

Bertrand observaram a presença da enzima no fungo Russula nigricans. Desde 

então, a tirosinases tem sido encontrada amplamente por toda a escala 

filogenética, distribuída desde as bactérias a mamíferos (Chang, 2009). 

As tirosinases pertencem à família das hemocianinas presentes em 

moluscos e insetos, assim como as catecol-oxidases em plantas (Chang, 

2009). As tirosinases envolvidas na formação de melanina podem apresentar-

se sob três diferentes formas: as oxi, met, e deoxi-tirosinases (Solano, 2014). 

Nessas diferentes formas dois átomos de cobre (CuA e CuB) estão interligados 

a três moléculas de histidina e distribuídos sobre sítios específicos de ligação. 

Esses sítios catalisam reações de oxidações em monofenóis (ciclo creolase ou 

monofenolase) e em difenóis (ciclo catecolase ou difenolase). Ambas as 

reações utilizam oxigênio molecular, participantes nas reações de síntese de 

melanina para formação de quinonas (Langfelder et al., 2003; Chang, 2012).  

No ciclo monofenolase, um monofenol reage com a forma oxi sendo 

catalisada em um o-difenol, o qual é oxidado em uma o-quinona, que resulta 

em uma forma deoxi pronta para uma posterior ligação dioxigênio (Chang, 

2012). A oxi-tirosinase é, então, regenerada após a ligação do oxigênio 

molecular à deoxi-tirosinase. Se apenas o- difenol estiver presente, (ciclo 

difenolase) ambas as formas, oxi e met, poderão reagir com o-difenol, 

oxidando-o para formar uma o-quinona (Halaouli et al., 2006). Posteriormente, 
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o-difenol liga-se à forma oxi e é oxidado para o-quinona, obtendo-se assim a 

forma met da enzima. Esta por sua vez, transforma outra molécula de o-difenol 

em o-quinona que é finalmente reduzida para a forma deoxi, conforme 

demonstrado na figura 4 abaixo (Chang, 2009; Chang, 2012). 

 

Figura 4. Ciclo catalítico de monofenolase e difenolase para tirosinase 

fúngica. Eoxy, Emet, EDoxy, são três tipos de tirosinases e EoxyD, EoxyM, 

EmetM são complexos monofenóis. Fonte: Chang, 2012.  

As tirosinases atuam sobre a tirosina formando um complexo enzimático 

cúprico-proteico, pelo qual, o aminoácido é convertido em L-DOPA (3,4-

dihidroxifenil-L-alanina) em uma série de reações, das quais L-DOPA é 

convertida em DOPAchromo para posterior oxidação em DOPAquinona e 

finalmente polimerizada em DOPA-melanina (Kobayashi, 1995; Manivasagan et 

al., 2013).  

Em mamíferos, a melanogênese é regulada pela expressão dos genes 

codificados pelas enzimas tirosinase, TRP-1 e TRP-2 por três vias principais. 

Essas vias são reguladas pelo fator de transcrição associado a microftalmia 

(MITF), que está diretamente relacionada a manutenção dos melanócitos 

(Vance et al., 2004). Essas vias de regulação são iniciadas por uma série de 

moléculas como interleucinas, interferon, hormônios de crescimento e 

prostaglandinas, as quais determinam não apenas a quantidade, mas também 

a qualidade da melanina produzida (Chang, 2012).  
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Em fungos, as tirosinases são enzimas citosólicas, envolvidas na 

melanogênese com considerável heterogeneidade em relação a outras 

enzimas, que também apresentam átomos de cobre ligados a suas moléculas 

(Halaouli et al., 2006). Estas possuem uma gama de pesos moleculares e 

estão geralmente associadas com a formação e estabilidade de esporos, em 

mecanismos de defesa e aumento da virulência, regeneração de tecidos em 

casos de danos traumáticos, além do papel fundamental no escurecimento e 

pigmentação em algumas espécies de fungos (Selinheimo et al., 2007; Van 

Gelder et al., 1997; Halaouli et al., 2005).  

2.5.2. Laccases 

As Laccases (benzenediol:oxigen-oxidoredutase EC 1.10.3.2), 

juntamente com ascorbato oxidase em plantas, assim como a ceruloplasmina 

sintetizada no fígado de mamíferos e as ferroxidases, são igualmente 

metaloproteínas que pertencem a um pequeno grupo conhecido como 

“proteínas azuis” (Thurston, 1994).  

Estas proteínas são caracterizadas por possuírem em sua conformação 

quatro átomos de cobre ligados à histidina, dos quais, um está ligado a um sítio 

denominado de CuT1, que atua na redução de substratos e outros dois tri-

átomos sob os domínios CuT2/CuT3, que são locais de redução de oxigênio,  

os responsáveis pela coloração azul-esverdeada (Kunamneni et al., 2007).  

A laccase está amplamente distribuída entre plantas e fungos, sendo 

também encontrada em insetos e bactérias (Nagai et al., 2003).  Beloqui et al. 

(2006) ao mapearem genes de expressão para polifenóis oxidases extraídos de 

uma comunidade microbiana no rumem de bovinos, encontraram um gene que 

regula uma enzima com características análogas a laccase, conhecida como 

RL5. Esta informação pode sugerir que esta enzima pode também estar 

presente na síntese de melanina destes microrganismos e atuando de alguma 

forma em mamíferos.  

As laccases demonstram atividade fenol oxidase, além disso, podem 

oxidar uma vasta gama de constituintes aromáticos como aminas, N- 

heterociclos, fenotiazinas, grupos tióis, dentre outros (Levasseur et al., 2010).  

Em fungos, os principais produtores de laccase são os basidiomicetos, 

sabidamente conhecidos, por desempenharem importante papel na 
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degradação de matéria orgânica. Por este motivo, as laccases das espécies de 

fungos da podridão branca ou da podridão da madeira, têm sido amplamente 

estudadas e caracterizadas devido a sua fundamental participação na 

degradação da lignina (Copete et al., 2015). 

O papel da laccase na melanogênese está bem descrita em 

Cryptococcus neoformans este fungo, ao contrário de outros, melaniza apenas 

na presença de substratos exógenos, tais como a L-DOPA. Sua melanização é 

catalisada pela laccase, que está associada a uma difenoloxidase que catalisa 

a oxidação de compostos difenólicos para produção de quinonas (Eisenman et 

al., 2007).  

Cryptococcus neoformans presumivelmente melaniza durante o 

processo de invasão e infecção de mamíferos, provavelmente devido à 

eliminação de substratos pelos tecidos do hospedeiro (Rosas et al., 2000). 

Cryptococcus neoformans ainda pode melanizar na presença de substratos 

provenientes de metabólitos bacterianos, além de substratos mono ou 

polifenólicos (Garcia-Rivera et al., 2005; Frases et al., 2007). 

A melanogênese via laccase pode ocorrer por duas formas distintas, 

dependendo do substrato, tanto pela oxidação de p-difenóis, quanto de o-

difenóis. Assim, a oxidação por o-difenóis resulta na deposição de pigmentos 

insolúveis na parede das células e a oxidação por p-difenóis produz pigmentos 

solúveis que difundem-se entre as células (Williamson, 1998).  

Chatterjee et al. (2012) ao utilizarem quatro catecolaminas percursoras 

de melanina como substratos: L-DOPA, metil-L-DOPA, epinefrina e 

norepinefrina em cepas de C. neoformans. Foi observado a existência de uma 

semelhança estrutural entre os espectros das melaninas fúngicas obtidos tanto 

na presença de L-DOPA quanto com metil-L-DOPA. O resultado suporta a ideia 

da existência de mecanismos comuns na ciclização de seus domínios indóis. 

Transformações metabólicas análogas seriam então excluídas pela simples 

presença de noradrenalina e epnefrina, uma vez que estes falham em produzir 

pigmentos insolúveis com domínios indóis.  

A biosíntese de melanina em C. neoformans se dá por uma série de 

reações de oxi-redução onde DOPA e DOPAquinona são catalisadas por uma 

fenoloxidase. As subsequentes reações melanogênicas ocorrem via clássica 

Mason-Raper (Mason, 1955) (Fig. 5), pela qual rapidamente formam os 
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compostos indólicos DOPAchromo e 5,6-dihidroxiindole, totalmente 

dependente da laccase (Polacheck e Kwon-Chung, 1988).  

 

 

Figura 5. Esquema representivo da melanogênese via DOPA e 

DOPAquinona via clássica Mason-Raper (Williamson, 1998).  

 

2.5.3. Policétideo Sintase (PKS)  

 Os policétideos sintases (PKSs) compreendem uma grande classe de 

metabólitos secundários naturais encontrados em bactérias, plantas e fungos 

(Pastre et al., 2007). Os PKS são sintetizados por meio de percussores acetil-

CoA e são estruturalmente divididos em três classes: do tipo I, que são 

proteínas modulares; do tipo II que são frequentemente proteínas aromáticas e 

do tipo III que são pequenas moléculas aromáticas produzidas por diversos 

tipos de fungos. Estas enzimas são totalmente ativas em diversos sistemas 

biológicos (Plonka e Glabracka, 2006).  

Grande parte do interesse por essas sintases provém da incomparável 

importância biológica que estas enzimas desempenham nos sistemas naturais, 

o que faz com que estas sejam potenciais candidatas para descoberta de 

novas drogas (Shen, 2003). Portanto, estas enzimas fornecem uma gama de 

oportunidades de estudo devido a sua poderosa atividade catalítica, a sua 

habilidade em transportar íons entre as membranas biológicas e sua notável 
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versatilidade na geração de novos compostos por meio da combinação de 

diferentes mecanismos. Sendo ainda, responsáveis por inúmeros casos de 

intoxicação alimentar em humanos e também pelo aparecimento do fenômeno 

de marés vermelhas, causadoras de grande mortalidade em peixes (Hill, 2012). 

Em fungos, apenas algumas enzimas PKS estão envolvidas na 

melanogênese. Em espécies de coloração negra a melanização ocorre por 

meio de um policético similar a 1,8-dihidroxinaftaleno (DHN-melanina).e em 

fungos de coloração marrom escuro a melanina é sintetizada por meio da 

polimerização de um policético proveniente do pecursor 1,3,6,8-

tetrahidroxinaftaleno (THN4) por sucessivas reações de desidratação ( Kroken 

et al., 2003). Portanto, as enzimas que pertencem ao grupo de PKS 

responsáveis pela síntese melanogênica em fungos são de tipo-I que 

produzem policetídeos aromáticos não reduzidos (Fujii et al., 2004).  

 

2.6. Síntese de Melanina  

Presente em todos os reinos biológicos, as melaninas desempenham um 

importante papel na proteção e virulência dos organismos que as possuem, o 

que faz com que seja notavelmente grande o interesse por estudar esse 

pigmento. Este fato é refletido diretamente nas inúmeras publicações que 

tratam dos diferentes aspectos relacionados à síntese e função deste polímero 

em fungos nas últimas décadas (Henson et al., 1999; Plonka e Grabacka, 

2006; Eisenman e Cadasevall, 2012; Gessler et al., 2014; Solano, 2014).  

A síntese de melanina em microrganismos de vida livre pode estar 

relacionada a susceptibilidade que o organismo possui por viver em um 

ambiente hostil sujeito a intempéries ambientais, o que lhes confere uma certa 

vantagem na sobrevivência em relação aos demais (Steenbergen e 

Cadasevall, 2003) 

O pigmento melanina é muito comum em fungos, embora a 

melanogênese esteja restrita a certos estádios do desenvolvimento. Portanto, o 

biopolímero pode ser encontrado no micélio, durante a esporulação, ou devido 

a reações defensivas a algum dano traumático (Romero-Martinez et al., 2000; 

Treseder e Lennon 2015). Assim, a melanina é um composto abundante e que 

pode ser encontrado na parede celular, o que faz com que em fungos a 
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melanina usualmente seja produzida no interior da célula fúngica e em seguida 

carreada para fora alojando-se sobre a parede celular (Solano, 2014).  

As melaninas fúngicas são carregadas negativamente e formadas pela 

polimerização oxidativa de compostos fenólicos e indólicos tais como a 

glutaminil-3,4-dihidroxibenzeno (GDHB), ou por uma catecolamina, ou pela via 

1,8-di-hidroxinaftaleno (DHN) ou ainda pela 3,4-di-hidroxifenilalanina (DOPA) 

em Basidiomicetos. Contudo, a maioria dos fungos Ascomycota sintetizam 

melanina do tipo DHN-melanina a partir da via policetídeo sintase (Bell e 

Wheeler, 1986). Algumas espécies de fungos podem ser capazes de sintetizar 

o polímero melanina pela via exógena L-DOPA, que se assemelha ao processo 

de formação em células de mamíferos, embora difira em alguns detalhes 

(Eisenman e Casadevall, 2012).  

Em mamíferos, partículas de melanina são produzidas dentro de 

organelas ligadas à membrana plasmática das células chamadas de 

melanossomos, que posteriormente são transportadas ativamente por meio de 

uma rede de microtúbulos pelos melanócitos aos queratinócitos por 

mecanismos de transferência celular ainda desconhecidos, de onde serão 

finalmente transferidos para as células vizinhas, chegando até a parede celular 

(Hara et al. 2000; Vancoilife et al., 2000; Eisenman, 2012). 

A transferência de melanina para os queratinócitos, requer a ativação de 

um receptor ativado por protease do tipo 2 (PAR-2) pelo qual as partículas de 

melanina são carreadas pelas projeções dendríticas dos melanócito. Esta 

transferência pode ser efetuada por mecanismos distintos dos quais se 

destacam a citofagocitose (Seiberg, 2001). No processo por citofagocitose as 

projeções dendríticas dos melanócitos leva a formação de um fagolisossomo, 

no qual os grânulos de melanina se dispersam pelo citoplasma celular; quando 

a transfrência ocorre por exocitose, a melanina é exteriorizada pela fusão da 

membrana plasmática do melanossomo com a membrana do queratinócito e 

em seguida englobada por endocitose ou fagocitose, ou mesmo pela fusão das 

membranas das organelas envolvidas que podem formar uma rede de canais 

que permitem a passagem de vesículas de membrana que ao final do processo 

acoplam-se aos queratinócitos ou podem ser diretamente ingeridos por 

fagocitose (Van Den Bossche et al., 2006).  
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 Os melanossomos são organelas intracelulares com a função exclusiva 

de sintetizar e estocar melanina (Eisenman e Casadevall, 2012). Estas 

estruturas derivam dos endosomos iniciais das membranas endosomais, que 

são compartimentos formados a partir da endocitose pela fusão de vesículas 

provenientes do complexo de Golgi (Raposo e Marks, 2007). Em células 

animais, estas organelas maturam no interior dos melanócitos e passam por 

quatro estádios morfologicamente distintos conforme descrito para células de 

humanos e outros mamíferos (Slominski et al., 2004). Dessa forma, o primeiro 

e o segundo estádio, que são chamados de pré-melanossomos são 

caracterizados pela completa ausência de melanina e pela formação de fibras 

intralamelares que começam a se formar no estádio I e irão se completar no 

final do estádio II. Nesse estádio observa-se grande atividade de Tirosinase 

provenientes dos ribossomos e enviadas via retículo endoplasmático ao 

complexo de Golgi e armazenadas nos melanossomos (Raposo e Marks, 

2007). Assim que as estriações lamelares são formadas, a síntese de melanina 

se inicia com a sua deposição ao longo das fibras, o que resulta em seu 

espaçamento e escurecimento, seguindo a maturação no estádio III e 

posteriormente, o completo preenchimento de suas paredes proteicas no 

estádio IV (Fig. 6), local com intensa atividade enzimática onde é notável a 

presença de Tirosinase, TRP1 e DOPAcromo Tautomerase, também conhecida 

como DCT ou TRP2 (Miot et al. 2009).  

 

 

Figura 6. Caracterização ultraestrutural dos estádios de maturação dos 

melanossomos em células de mamíferos. Etapas que se iniciam no estádio I 

com a formação das estruturas lamelares até seu completo preenchimento com 

o pigmento melanina no estádio IV. As setas indicam as vesículas 

intralumelares no estádio I e as fibras completamente formadas no estádio II. 

Barra de Escala= 0,5 μm. Fonte: Raposo e Marks, 2007.  
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 No estádio IV os melanossomos são translocados ao longo de 

microtúbulos de células actino-dendríticas e são então transferidos os vizinhos 

queranócitos para posterior deposição sobre a parede celular (Van Den 

Bossche et al., 2006).  

 Mutações nos genes que codificam as proteínas do processo de 

formação das estruturas lamelares nos estádios I e II podem causar albinismo 

em humanos e atuar na diluição nas cores das pelagens de animais (Bennett e 

Lamoreux, 2003). O PMEL (Pré-melanossomo Proteína), ou SILV (Silver Locus 

Protein Homolog) são proteínas codificadas pelo gene PMEL, também 

conhecido como SILVER, ME20, GP100 ou Pmel17. Este gene é regulado 

diretamente pela MITF (Microftalmia associada ao fator de transcrição) (Kim et 

al., 1996).  

 Em fungos a participação dos melanossomos na síntese da melanina 

deu-se inicialmente com a descoberta de vesículas de transporte (Rodrigues et 

al. 2007) no complexo da parede celular algo que serviu de base para 

demonstrar que a melanização fúngica ocorre também em organelas 

especializadas análogas aos melanossomos de mamíferos (Frazen et al. 2008, 

Eisenman et al. 2009, Walker et al., 2010).  

 

2.7. Triciclazol como Inibidor da Síntese de Melanina 

O papel das DHN em fungos tem sido extensamente estudado com o 

uso de inibidores de biossíntese de melanina (BELL et al., 1976; KUBO et al., 

1082; Chang, 2006; Romero-Martinez et al., 2000; Almeida-Paes et al., 2009; 

Figueiredo-Carvalho et al.; 2014). Dentre os quais se distingue o triciclazol (5-

metil-1,2,4-triazol-3,4-b-benzotiazol) que afeta as células inibindo a atuação da 

THN redutase (tri-hidróxi-naftaleno-redutase), diminuindo assim a concentração 

de metabólitos intermediários durante a síntese de melanina 

(TOKOUSBALIDES e SISLER, 1979). Ao passo dessa transformação podem 

se auto-oxidarem e acumularem 2-hidroxijulgone (2-HJ) e flaviolina, o que é 

caracterizado pela aparente coloração castanho avermelhada (Kejzar et al., 

2013). Dessa forma, Franzen et al. (2006) ao estudarem culturas de Fonsecaea 

pedrosoi tratadas com triciclazol notaram que os cultivados apresentaram uma 

coloração avermelhada em relação aos controles (coloração escura com 
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tonalidades que variaram de verde a preto), o que demonstrou aspectos 

visíveis sobre a mudança de cor sobre estas culturas.  

 Brunskole Svegelj et al. (2011) publicaram um estudo utilizando outros 

tipos de inibidores da síntese de melanina em culturas de Curvularia lunata e 

observaram a atuação dos inibidores benzo-1,3-dioxole e benzo-1,2,5-

thiodiazole sobre a enzima THN redutase. A utilização destes inibidores afetou 

o desenvolvimento da pigmentação negra nas culturas estudadas, o que 

comprova a eficácia destes inibidores na síntese de melanina.  

 

2.8. Melanina como Fator de Virulência e Patogenicidade em Fungos 

Fatores de virulência são atributos que aumentam a capacidade de um 

patógeno atacar e colonizar com sucesso um determinado hospedeiro (Abad et 

al., 2010). A flexibilidade genética existente em microrganismos patogênicos, 

pode resultar em fenótipos alterados e dessa forma permitir a estes organismos 

uma certa vantagem evolutiva em relação aos demais (Brown et al., 2015).  

Devido a sua rápida adaptação a mudanças evolutivas e por 

conseguinte aumento do seu valor adaptativo, estes organismos tendem a 

ampliar sua gama de possíveis hospedeiros, explorar novos nichos ecológicos, 

tolerar com maior facilidade o estresse ambiental e consequentemente tornar-

se mais virulêntos, nete caso, hipervirulêntos e/ou a sua resistência a agentes 

antimicrobianos (Andersson et al., 2010). Portanto, um dos mais importantes 

fatores de virulência e patogenicidade em fungos é a presença de melanina 

sobre a sua parede celular (Madri et al., 2009).  

Nesse contexto, estima-se que exista pouco mais de 100.000 espécies 

de fungos na natureza (Cadasevall, 2007). No entanto, apenas cerca de 300 

espécies têm sido associadas algum tipo de patologia, tanto em humanos 

quanto em animais. Em geral, o termo virulência e patogenicidade refere-se a 

capacidade que um organismo possui para causar algum tipo de doença. Esta 

propriedade é o resultado de uma interação direta entre o patógeno e o seu 

hospedeiro, portanto, de muitas maneiras, patogenia e virulência são termos 

amplamente definidos (Al-Fakih, 2014). 

A habilidade de produzir melanina como fator de virulência tem sido bem 

descrita por diversos autores, e desde a descoberta do vírus da AIDS, vários 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Andersson%20DI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20208551


34 
 

 

destes fatores foram identificados e isolados utilizando principalmente como 

modelo para fungos C. neoformans (Eisenman e Cadasevall, 2012). 

Dentre os fatores que promovem a virulência, destacam-se a presença 

de uma parede celular coberta por melanina, uma capsula revestida por 

polissacarídeos, rápido crescimento a temperaturas superiores a 30ºC, ou até 

mesmo abaixo deste limiar, a ação da enzima urease e a integridade de sua 

parede celular, dentre tantos outros ainda desconhecidos, que somados, 

podem auxiliar os fungos na invasão e colonização de um hospedeiro (Cox et 

al., 2000; Gomes et al., 2010; Ngamskulrungroj et al., 2011; Feder et al., 2015). 

Em C. neoformans a melanização da parede celular pode ocorrer tanto 

in vitro quanto in vivo pela presença de catecolaminas e compostos índoles ou 

devido a um processo infeccioso, respectivamente (Chatterjee et al., 2012). 

Dessa forma, Garcia-Rodas et al. (2015) descreveram o papel que uma 

proteína expressa na fase G1 do ciclo celular, a G1/S (Cln1), poderia exercer 

sobre o processo de melanização em C. neoformans, uma vez que esta 

proteína promove a estabilização da parede celular durante o ciclo celular. A 

relação entre esta ciclina e o processo de melanização foi observada pela 

utilização de ripamicina, uma substância que provoca paralização de fases 

específicas do ciclo celular. Os mutantes para Cln1 foram consistentemente 

mais suscetíveis a danos oxidativos em meios que induziram a melanização na 

cepa estudada, o que confirmou a importância da participação desta proteína 

na melanogênese. 

 Quando uma série de fatores são combinados, observa-se um elevado 

índice nas taxas de invasão e infecção por inúmeras espécies de fungos 

patogênicos em humanos e em animais. Raparia et al. (2010) em um estudo 

com 18 pacientes imunocomprometidos e positivamente infectados por fungos 

alojados no SNC, observaram que a maioria das infecções fúngicas era devido 

a presença de espécies de fungos melanizados como C. neoformans, 

Aspergillus fumigatus, Coccidioides immitis, Cladophialophora bantiana, 

Fonsecaea monophora e Scedosporium apiospermum.  

 Em muitas espécies de fungos, a parede celular composta por uma 

estrutura complexa de polissacarídeos também pode estar diretamente 

associada ao processo de invasão e colonização do tecido do hospedeiro 

(Latge et al., 1992). Em A. fumigatus, a relação existente entre a parede celular 
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e seu potencial virulento é claro Rementeria et al. (2005) em uma revisão sobre 

a virulência em A. fumigatus, citaram alguns dos genes e proteínas que 

associados a parede celular poderiam aumentar a patogenicidade e 

consequentemente o poder infeccioso deste fungo. Dentre estes, os autores 

destacaram a presença de uma estrutura protetora e de sustentação sobre a 

parede celular composta pelo polissacarídeo ß-1,3-glucano, não encontrado 

em bactérias e que possui diferentes atividades biológicas, das as quais 

destacam-se a estimulação do sistema complemento e ativação de mediadores 

nos processos inflamatórios como o TNF-α, fator de necrose tumoral (Yoshioka 

et al., 1998). Entretanto, os ß-glucanos reduzem o metabolismo de gordura 

corporal e reduzem o risco de hipoglicemia, participam também da síntese de 

processos alérgicos, estimulam a produção de células do sistema imunitário 

como macrófagos e células B e T, além de induzirem a expressão de diversas 

citocinas desencadeando assim, uma resposta específica de defesa contra 

diferentes patógenos (Malaczewska et al., 2010). O mecanismo de ação parece 

estar relacionado ao peso molecular, tipo de ligações glicosídicas, resíduos 

presentes, solubilidade em água, conformação espacial e grau de 

polimerização do β-glucano. Algumas espécies de fungos podem mascarar a 

estrutura de seus ß-glucanos ou parte deles, evitando o reconhecimento pelas 

células de defesa do hospedeiro, minimizando as respostas inflamatórias, o 

que torna o organismo parasitado muito mais suceptível a doenças (Magnani e 

Castro-Gómez, 2008).  

 A produção de enzimas hidrolíticas, tais como proteases, lipases e 

fosfolipases são em conjunto fatores determinantes no processo de infecção e 

contribuem dessa forma para o aumento da virulência (Ibrahim et al., 1995),. 

Estas enzimas desempenham um papel fundamental na nutrição, na invasão 

de tecidos, na aquisição de íons, na proteção contra o estresse oxidativo e 

também, por promover de certa forma, o escape do fungo as respostas 

imunológicas do hospedeiro (Aboul-Nasr et al., 2013).  

2.9. Melanina como Fator de Resistência e Proteção 

A síntese de melanina em microrganismos de vida livre pode oferecer 

uma miríade de vantagens sobre a sobrevivência e a manutenção destes no 

ambiente em que vivem (Nosanchuk e Cadasevall, 2006).  
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A presença do polímero e sua possível ligação com a proteção das 

interpéries ambientais se deve ao fato de que os fungos que possuem a 

capacidade de sintetiza-lo, e que passam parte de sua vida fora do corpo de 

seus hospedeiros, frequentemente adquirem certo sucesso ao colonizar o 

ambiente (Eisenman e Casadevall, 2012), conforme demonstrado por 

Mylonakis et al. (2002), que utilizaram Caenorhabditis elegans, nematoide de 

vida livre, como modelo experimental de infecção para diversas cepas de C. 

neoformans quando estes eram encontrados no solo.  

A resistência a agentes microbianos também tem sido atribuída a 

presença de melanina. Van de Sande et al. (2007) observaram a ocorrência da 

diminuição da concentração inibitória mínima (CIM) para o fungo Madura 

mycetomatis com a adição de diferentes concentrações de melanina (25 mg/ml, 

2,5 mg/ml, 250 mg/ ml, 25 µg/ml, 2,5 µg/ml) ao meio de cultivo contendo 

itraconazole, ketoconazole, fluconazole e anfotericina B. Similarmente, Van 

Duin et al. (2002) testaram a eficácia da caspofugina, anfotericina B, 

itraconazole, fluconazole e flucitosina sobre cepas de C. neoformans e 

Histoplasma capsulatum e observaram a redução da atividade antifúngica da 

anfotericina B e da caspofugina sobre os fungos testados, atribuindo o 

resultado a presença da melanina no meio. Entretanto, Da Silva et al. (2006), 

ao estudarem culturas melanizadas e não melanizadas de Paracoccidioides 

brasilienses não encontraram diferenças significativas sobre a CIM do fungo 

para anfotericina B, fluconazole, itraconazole, sulfametoxazole e ketoconazole 

e atribuíram a CIM encontrada a limitação de antifúngicos disponíveis para o 

teste.  

Eisenman e Cadasevall (2012) chamaram atenção para o número 

limitado de drogas efetivas no tratamento de infecções fúngicas, e constataram 

a necessidade inegável da melhoria das terapias antifúngicas, e ainda 

sugeriram a consideração da melanização em culturas fúngicas quando se 

cogitar o teste sobre a eficácia de alguma droga in vitro.  

Este fato se deve às discrepâncias encontradas em alguns estudos e 

ainda aos resultados duvidosos de outros trabalhos que demonstram um 

aumento da síntese de melanina quando tratadas com certas drogas, como é o 

caso do antipsicótico trifluoperazina, em que foi observado uma maior atividade 
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fungicida contra culturas melanizadas criptocócicas do que contra as não 

melanizadas (Wang e Casadevall, 1996).  

Moretti et al. (2008) atribuíram a resistência encontrada para 

Cryptococcus spp. em diversos estudos sobre resistência a antifúngicos, à 

casos de falência clínica da terapêutica, uma vez que, conforme mencionando, 

poucos estudos relacionaram a associação potencial entre o desfecho clínico e 

a susceptibilidade in vitro. 

Outros atributos têm sido associados à presença de melanina em 

fungos. Nestes organismos a melanina pode também fornecer proteção contra 

radiação ultravioleta (UV) (Singaravelan et al., 2008); contra isótopos 

radioativos, comforme demonstrado por Zhdanova et al. (2000) que encontrou 

37 espécies de fungos pertencentes a 19 gêneros que habitam as instalações 

de uma usina nuclear abandonada em Chernobyl e também por Dadachova et 

al. (2007) em Cryptococcus neoformans e Histoplasma capsulatum 

encontrados em reatores abandonados na mesma cidade ucraniana.  

A melanina é utilizada ainda, na exibição sexual e camuflagem, como a 

cor do pêlo de animais que é determinado pela presença ou ausência do 

polímero (Xu e Luo, 2014).Também pode atuar no mecanismo de defesa contra 

predadores, como a liberação de tinta em suspensão de partículas de melanina 

produzidas por Sepia officinalis em resposta a qualquer situação de perigo 

(Derby, 2014). A melanina também desempenha um papel importante sobre o 

sistema imune de insetos, ativando a profenoloxidase, que atuam como 

mediadores do processo de reconhecimento de patógenos (Nappi e 

Christensen, 2005).  

 

2.10. Classificação dos Fungos Nematofagos 

Fungos nematófagos fazem parte de um diverso grupo de fungos que 

utilizam estruturas refinadas na captura e obtenção de presas (Herrera-Estrella 

et al., 2016) dos quais foram descritos mais de 200 espécies (Ahren et al., 

2004) e estão classificados de acordo com Drechsler (1937) na divisão 

Deuteromycetes, classe Hyphomycetes, ordem Hyphomycetales e família 

Moliniaceae (Grifin, 1994). Dessa forma, os organismos nematófagos 

pertencentes à classe dos Hyphomycetes são em sua maioria organismos 
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saprófitos e estão relacionados aos seus hábitos de predar pequenos 

nematoides (Liu e Zhang, 1994) e ocasionalmente outros animais 

microscópicos, tais como rotíferos e protozoários (Mcinnes, 2003). Mais 

recentemente, a filogenia dos vários tipos de fungos nematófagos os coloca 

como pertencentes a um grupo monofilético localizado dentro da família 

Orbiliales, Ascomycota (James et al., 2006). Os estudos filogenéticos 

demonstram que os mecanismos envolvidos na construção das armadilhas 

estão ligados em pelo menos duas linhagens distintas de fungos, tendo como 

precursor principal um grupo eficiente na construção de anéis e outro em 

armadilhas com botões adesivos (Yang et al., 2008).  

Não obstante, outra corrente suporta a ideia de que os fungos 

nematófagos possam ter evoluído de fungos celulolíticos e lignolíticos como 

uma possível resposta as deficiências de nutrientes em habitats com grandes 

déficits nutricionais (Barron, 1992). Nestes locais, com uma alta proporção 

carbono: nitrogênio os nematoides poderiam servir como fonte de nitrogênio 

durante seu crescimento em substratos contendo grandes quantidades de 

carboidratos, podendo assim, os fungos nematófagos utilizarem a celulose e 

outros polissacarídeos como fonte de carbono (Nordbring-Hertz et al., 2006).  

Entre os fungos nematófagos mais comumente avaliados nos estudos 

visando o controle biológico de nematoides gastrintestinais de ruminantes 

destacam-se os gêneros Arthrobotrys (Tunlid e Jansson, 1991; Grønvold et al., 

1993; Gomes et al., 2001; Zhang et al., 2013), dos quais A. oligospora (Fresen, 

1850) e A. musiformis (Drechsler, 1937); o gênero Duddingtonia, D. flagrans 

(Duddington, 1955) e o gênero Monacrosporium, representados principalmente 

por M. thaumasium (Drechsler,1985), M. sinense (Liu e Zhang, 1994) e M. 

haptotylum (Liu e Zhang, 1994) se destacam (Braga et al., 2008).  

  

2.11. Gênero Duddingtonia 

O gênero Duddingtonia é composto por uma única espécie conhecida 

como D. flagrans, e que compreende organismos com capacidade de produzir 

estruturas reprodutivas resistentes conhecidas como clamidósporos (Larsen et 

al., 1992). Os clamidósporos podem permanecer viáveis no ambiente mesmo 

depois de ingeridos e eliminados pelas fezes de ruminantes, colonizando-as 
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logo após a sua deposição no solo e predando os nematoides por meio de 

suas redes adesivas (Silva et al., 2013).  

Anteriormente descrito como Tricothecium flagrans (Duddington, 1950) e 

posteriormente como Arthrobotrys flagrans, em 1950 Duddington observou que 

formas fúngicas assim como o seu desenvolvimento eram diferentes das 

presentes em fungos do gênero Arthrobotrys. Tricothecium flagrans não 

apresentava aglomerados de conídios formando correntes de anéis, algo 

comum ao gênero Arthrobotrys, portanto, o gênero passou a ser denominado 

Duddingtonia, e a espécie, como Duddingtonia flagrans (Cooke, 1969).  

Estruturalmente, o micélio de D. flagrans é composto por hifas septadas 

e claras, com pequeno crescimento aéreo. Os conidióforos septados, eretos, 

retos e alongados com vários crescimentos subapicais e os conídios são 

produzidos na extremidade dos conidióforos com um septo mediano, possuindo 

morfologia de 25-50 µm de comprimento por 10-15 µm de largura (Cooke e 

Godfrey, 1964). 

Os estudos promissores utilizando D. flagrans como agente biocida de 

nematoides gastrintestinais de animais datam do início da década de 90. 

Peloille (1991) demonstrou, dentre outras características, ser o fungo capaz de 

sobreviver ao trânsito gastrintestinal de ovinos. Em paralelo, um estudo “in 

vitro”, que simulou o trato digestivo de ovinos (Larsen et al., 1991), permitiu que 

sete isolados de D.flagrans, um de A. oligospora e dois de A. superba fossem 

selecionados para estudos complementares “in vivo”. Destes 10 isolados, nove 

foram re isolados das fezes após a passagem através do trato digestivo de 

bezerros. A atividade predatória de oito isolados (um A. superba, um A. 

oligospora e seis D. flagrans) foi entre 61% e 93% nos bioensaios com bolos 

fecais. Já nas culturas de fezes, sete dos dez isolados (um A. oligospora e seis 

D. flagrans) reduziram entre 76% e 99% das larvas (Larsen et al., 1992). Dado 

a esta capacidade superior de suportar o estresse digestivo, as pesquisas se 

concentraram com D. flagrans primeiramente em bovinos (Grønvold et al., 

1993; Wolstrup et al., 1994; Larsen et al., 1995b; Nansen et al., 1995) e 

posteriormente equinos (Larsen et al., 1995a, Larsen et al., 1996; Fernández et 

al., 1997, Fernández  et al., 1999; Baudena et al., 2000), ovinos (Faedo et 

al.,1997; Githigia et al., 1997; Faedo et al., 1998; Knox e Faedo, 2001; Peña et 

al., 2002; Fontenot et al., 2003; Chandrawathani et al., 2002, Chandrawathani 
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et al., 2003, Chandrawathani et al., 2004; Cordeiro et al., 2004), caprinos 

(Chandrawathani, et al., 2002, Chandrawathani et al., 2003; Paraud e Chartier, 

2003) e suínos (Nansen et al., 1996; Petkevicius et al., 1998) sendo 

demonstrados em todos um sucesso da espécie em atravessar o trato digestivo 

e manter alta atividade nematófoga.   

Além de resistir à ação do suco gástrico do estômago em ruminantes e 

outros animais, D. flagrans produz grande quantidade de clamidósporos. 

Assim, diferentes isolados vêm sendo utilizado com sucesso no controle de 

várias espécies de nematoides, tanto parasitos de animais domésticos e 

selvagens, quanto em humanos (Tavela et al., 2013; Braga e Araújo, 2014; 

Andrade et al., 2016; Simin et al., 2016).  

Apesar de desempenhar com êxito seu papel como agente 

biocontrolador, mas, com variações na taxa de predação, um estudo com 22 

isolados de D. flagrans oriundos da Dinarmarca, Reino Unido, França, 

Alemanha, Estados Unidos, Índia e Malásia curiosamente mostrou haver um 

baixo nível de variação genética entre estes sugerindo uma divergência recente 

de um progenitor possivelmente entre 16 a 23 mil anos atrás (Ahren et al., 

2004).  

A aplicação de fungos nematófagos para o tratamento de parasitos 

intestinais são promissores, uma vez que estes organismos são potencialmente 

efetivos no controle, na prevenção e na redução de larvas no ambiente, 

atuando dessa forma como agente biológico nos estádios de vida livre dos 

nematoides gastrointestinais, seja em condições experimentais ou naturais 

(Assis et al., 2013). Porém, a utilização de diferentes partes dos fungos, como 

conídios, clamidósporos e micélio, em animais domésticos, deve ser 

ponderada, pois demonstra que diferentes isolados e concentrações, podem 

gerar resultados divergentes (Braga et al., 2013).  

 

2.12. Nematoide Avaliado como Modelo Experimental 

2.12.1. Panagrellus spp. 

O gênero Panagrellus compreende 12 espécies, das quais: P. pycnus 

(Thorne, 1938); P. ludwigi (Man, 1910) (Goodey, 1945); P. nepenthicola 

(Menzel, 1922) (Goodey, 1945); P. silusioides (Thalolikhin, 1965); P. redivivus 

(Linnaeus, 1767) (Goodey, 1945); P. redivivoides (Goodey, 1943) (Goodey, 
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1945); P. ventrodentatus (Weingärtner, 1954) (Goodey, 1963); P. 

dorsibidentatus (Rühm,1956) (Goodey, 1963); P. dubius (Sanwal, 1960); P. 

filiformis (Sukul, 1971) (Andrássy, 1984); P. ceylonensis (Hechler, 1971) e P. 

leperisini (Massey, 1974), são os únicos representantes (Andrássy, 1984). 

Muitos membros da família são saprófitos, e alimentam-se de bactérias e 

fungos, ocupando uma variedade de nichos, e distribuídos por todo o mundo, 

exceto nas regiões polares e na Austrália (Hechler, 1971; Ricci et al., 2003).  

 Panagrellus spp. são organismos vermiformes, não segmentados, de 

coloração clara, com tamanho médio corporal de 1,5 mm e cerca de 50 µm de 

diâmetro, cada ponteaguda e com a boca arredondada (Stock e Nadler, 2006). 

Estes desenvolvem-se rapidamente, atingindo a maturidade em apenas 3 dias 

de vida. Os machos são menos numerosos que as fêmeas, com tamanho 

corporal menor e mais afilado em relação ao formato corporal das fêmeas. 

Reproduzem-se sexuadamente e apresentam altas taxas reprodutivas 

(Santiago et al., 2003). São vivíparos, e dão a luz de 10 à 40 filhotes em um 

período de 24 à 36 horas, durante 20 à 25 dias de seu ciclo de vida, pelo qual 

cada fêmea produz aproximadamente 3000 filhotes durante a sua etapa 

reprodutiva (Figueroa, 2009). 
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3. OBJETIVOS  

Identificar e caracterizar o pigmento melanina em culturas do fungo 

nematófago Duddingtonia flagrans para comprovar a melanogênese e avaliar 

relação existente entre o fator de virulência para esta espécie e o grau de 

infecção nas interações fungo-nematoide.  

 

3.1 Objetivos Específicos 

 Buscar a presença de pigmentos que se assemelham a melanina em D. 

flagrans; 

 Caracterizar o pigmento melanina sob diferentes condições de cultivo e 

suplementação por técnicas padronizadas in vitro; 

 Isolar e purificar o pigmento melanina em colônias de D. flagrans; 

 Comprovar a melanogênese por meio da Espectroscopia de 

Infravermelho e por Espectroscopia por Ressonância Paramagnética 

Eletrônica;  

 Identificar os locais de deposição do pigmento sobre as hifas fúngicas e 

clamidósporos por meio da Microscopia Eletrônica de Transmissão;  

 Avaliar a relação existente entre a produção de melanina pelo fungo e o 

fator de virulência nas suas relações de predação com a utilização de 

Panagrellus spp. como nematoide modelo. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Cultivo e Avaliação das Concentrações de Glicose e pH 

 Para avaliar o meio de cultivo mais indicado para obtenção do material 

fúngico em D. flagrans (CG 721), discos de 10mm de diâmetro das culturas 

fúngicas foram inoculados nos meios YPD (peptona 2%, extrato de levedura 

1% e dextrose 2%); BDA (batata 0.4%, dextrose 2%); MM (meio mínimo 

composto de glicose 15 mM, MgSO4 10 mM, K2HPO4 29.4 mM, glicina 13 mM e 

tiamina a 3.0 mM, pH 5.5) e o meio SDA (Sabouraud Dextrose Agar) 

suplementados com 1 mM de L-DOPA (Sigma® Aldrich, USA) seguidos de 

incubação por 21 dias em câmara escura a 30°C para evitar a polimerização da 

L-DOPA. Posteriormente, o meio SDA foi escolhido como padrão para cultivo e 

suplementado com diferentes concentrações de glicose (2%, 4%, 8%, 10% e 

20% w/v) e com valores de pH que variaram entre 5,0; 5,5; 6,0; 6,5 e 7,0 para 

todas as formulações, também incubados a 30ºC. Seguindo esta modificação, 

e com o fungo mantido em câmara escura, foi adicionado ao meio 1 mM de L-

DOPA, para verificar a intensificação da pigmentação de melanina na cepa 

estudada. Todos os tratamentos desta etapa experimental foram testados em 

triplicata.  

 

4.2. Influência do Inibidor Tricyclazol sobre a Pigmentação 

 Para avaliar o papel das DHN em fungos foram preparadas placas de 

Petri em meio SDA utilizado o inibidor de biosíntese de melanina tricyclazol 

(Sigma® Aldrich, USA), (5-metil-1,2,4-triazol-3,4-b-benzotiazol). Assim, 10 mg 

do inibidor foi diluído em 1 mL de etanol e adicionado ao meio de cultura nas 

concentrações de 2, 4, 6, 8, 16 e 32 mM. Placas em SDA sem o inibidor foram 

utilizadas como controle. Os cultivados sobre estas condições foram incubados 

em câmara escura a 30°C por 21 dias.  

 

4.3. Isolamento e Purificação do Pigmento Melanina 

As partículas de melanina foram extraídas de culturas de D. flagrans 

crescidas em SDA na presença de 1 mM de L-DOPA e glicose na 

concentração de 2% w/v. Em seguida, as partículas de melanina foram 

isoladas utilizando agentes desnaturantes e ácido quente de acordo com a 
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metodologia descrita por Rosas et al. (2000) e Alviano et al (2004) conforme 

segue: (i) centrifugação a 10.000 x g por 30 minutos das massas fúngicas 

compostas por colônias de 21 dias desenvolvidas em 5 placas de Petri (10 cm 

de diâmetro); (ii) lavagem em solução salina PBS (0.1 M, pH 7.5); (iii) 

ressuspensão em solução de Sorbitol (0.1M) e citrato de sódio (0.1 M, pH 5.5); 

(iv) centrifugação e adição de enzima de lise de Trichoderma harzianum 

(1mg/mL) incubada overnight a 30ºC para produção de protoplastos; (v) coleta 

dos protoplastos por centrifugação e lavagem em PBS; (vi) adição de 

Tiocianato de guanidina (4.0M) overnight a 25ºC; (vii) coleta de debris celulares 

por centrifugação; (viii) lavagem com PBS repetida por 3 vezes; (ix) adição de 

proteinase k (1mg/mL) e tampão TRIS por 12 horas a 37ºC; (x) lavagem com 

PBS repetida por 3 vezes; (xi) banho-maria do material em HCl 6.0M por 1 h; 

(xii) centrifugação a 10.000 x g; (xiii) lavagem exaustiva em PBS; (xiv) e diálise 

com água destilada em temperatura ambiente durante 10 dias para obtenção 

do polímero de coloração escura. 

  

4.4. Espectroscopia de Infravermelho (IV) 

Para análise do pigmento isolado de D. flagrans foi confeccionada uma 

pastilha de Brometo de Potássio (KBr) adicionando-se 1mg do pigmento a 

100mg de KBr e submetendo-se em uma pastilhadora com 8 toneladas por cm2 

de pressão. Como controle positivo utilizou-se 1mg de melanina sintética 

comercial (Sigma® Aldrich, USA). Os espectros na região do infravermelho 

foram então obtidos em um espectrofotômetro Shimadzu FT IR 8300 na região 

de 4000 a 400 cm-1.  

 

4.5. Espectroscopia por Ressonância Paramagnética Eletrônica (RPE) 

Para as análises em RPE, 10µg do pigmento isolado de D. flagrans pelo 

procedimento anterior previamente descrito foram utilizados. Além desse, 

outras amostras foram obtidas por meio dos cultivados fúngicos em placas de 

Petri com meio SDA, suplementados com L-DOPA (1.0 mM) e placas não 

suplementadas com este precursor, que foram utilizadas como controle. Outras 

quatro amostras do fungo foram obtidas com a adição de tricyclazol (Sigma® 

Aldrich, USA) nas concentrações de 2, 6, 8 e 16 mM. As amostras foram então 
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e trituradas em cadinho de porcelana e em seguida levadas ao espectrômetro. 

 Os espectros de RPE foram obtidos em temperatura ambiente utilizando 

um espectrômetro Bruker E500 operando em banda X (9.5 GHz), com potência 

de micro-ondas de 1 mW, amplitude de modulação de 1 G e frequência de 

modulação de 100 kHz. Uma amostra de MgO:Cr3+ (g = 1.9797) foi utilizada 

como referência para a obtenção do fator g do sinal da amostra estudada.  

 

4.6. Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 

As amostras foram fixadas por 24 horas à temperatura ambiente em 

glutaraldeído 2,5% grau II diluído em tampão cacodilato 0.1 M pH 7.4. Após a 

fixação, as amostras foram lavadas 3 vezes por 5 minutos no mesmo tampão e 

parte pós-fixadas por 60 minutos em tetróxido de ósmio 1% (OsO5) adicionado 

de 0.8% de ferrocianeto de potássio segundo a metodologia proposta por.  

Parte das mesmas amostras foram igualmente lavadas após a prévia 

fixação em glutaraldeído 2,5% grau II diluído em tampão cacodilato 0.1 M pH 

7.4 e processadas via técnica utilizada em estudos histoquímicos para 

coloração conhecida por Fontana-Masson e adaptada para a microscopia 

eletrônica de transmissão (MET), conforme descrito por Franzen et al. (2008) e 

modificada para o presente estudo, pela qual uma solução de nitrato de prata 

amoniacal a 10% opalescente foi previamente diluída em água destilada e 

hidróxido de amônio. Em seguida, as amostras foram lavadas 3 vezes em água 

destilada e incubadas na solução de nitrato de prata amoniacal e armazenada 

em câmara escura a 25ºC por 40 minutos. A amostra foi então novamente 

fixada em glutaraldeído diluído em tampão cacodilato 0.1M conforme descrito 

anteriormente. Após a fixação, as amostras foram novamente lavadas 3 vezes 

em água destilada e posteriormente desidratadas por 20 minutos em séries 

crescentes de acetona (Merck® Darmstadt, Germany): 30%, 50%, 70%, 90% e 

100%. Para as amostras fixadas em tetróxido de ósmio 1% (OsO5) e 0.8% de 

ferrocianeto de potássio seguiu-se o mesmo protocolo de desidratação.  

Em seguida, as amostras foram infiltradas lentamente em séries 

crescentes de acetona e resina Spurr (Sigma® Aldrich, USA) iniciando em 

concentrações decrescentes de acetona:Spurr 3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:3 

respectivamente, até inclusão em resina pura e sendo então, acondicionadas 
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em estufa a 60ºC para polimerização por 48 horas e os blocos obtidos cortados 

em Ultramicrótomo (Reichert Ultracut, Leica®, Suíça). Os cortes ultrafinos (nm) 

foram coletados em grades de cobre (300 mesh), contrastados em acetato de 

uranila e citrato de chumbo durante 20 e 5 minutos, respectivamente e depois 

de secos, observados em Microscópio Eletrônico de Transmissão Zeiss 900 a 

80 KV. 

 

4.7. Avaliação da Cinética Predatória e Produção da Melanina durante 

Interação Fungo – Nematoide 

O isolado de D. flagrans foi cultivado em triplicata sobre placas de Petri 

(10 cm de diâmetro) contendo como meio de cultura sob três situações: Agar-

milho; Agar-milho com adição de 1 mM de L-DOPA e Agar-milho com adição 

de 16 mM de tricyclazol (Sigma® Aldrich, USA). As placas foram então 

mantidas em câmara escura a temperatura de 30º C por 30 dias.  

Pedaços de 1cm2 dos meios de cultura previamente descritos contendo 

partes do fungo D. flagrans foram transferidos individualmente para o centro de 

placas de Petri contendo Agar-água também em triplicata e sobre três 

condições: Agar-água, Agar-água com adição de 1mM de L-DOPA e Agar-água 

com adição de 16 mM de tricyclazol (Sigma® Aldrich, USA) e estocadas em 

câmara escura por mais 5 dias para o crescimento até o bordo das placas. 

Posteriormente, duas cavidades (3mm de diâmetro) foram feitas em cada placa 

em áreas equidistantes e adicionados 200 Panagrellus spp. por cavidade e 

incubadas a temperatura ambiente. A atividade predatória foi então 

quantificada no microscópio óptico nos tempos de 2h, 4h, 8h, 12h e 24h de 

interação para verificar o número de nematoides apreendidos nas armadilhas 

do fungo ao longo da superfície do meio de cultura delimitado pelos quadrantes 

marcados na parte inferior da placa. A análise estatística foi realizada por meio 

do teste de análise de variância ANOVA com as médias dos tratamentos em 

triplicata e o teste de Tukey para comparação entre as médias pelo Programa 

GENES (CRUZ, 2013) (p> 0,05). 
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5. RESULTADOS 

5.1. Efeito do Meio de Cultura sobre a Pigmentação 

 A pigmentação das colônias variou em função do meio, do tempo e da 

suplementação utilizada (Fig. 7 a - d). As colônias cultivadas em SDA 

apresentaram uma considerável pigmentação somente quando suplementadas 

com 1mM de L-DOPA (Fig. 7 b , d) em 21 dias de incubação. Aquelas 

cultivadas sem a presença de L-DOPA não obtiveram uma coloração tão 

intensa quando comparadas as suplementadas (Fig. 7 a, c). A adição de 2 à 

8% w/v de glicose com ajuste de pH a 5,5 foi fundamental para a ocorrência da 

melanização em D. flagrans (Fig. 8). As colônias cultivadas em meio YPD, BDA 

e MM não desenvolveram bem ao longo dos dias ou não melanizaram nas 

condições avaliadas.  

 

 

Figura 7. Pigmentação das colônias de Duddingtonia flagrans em meio SDA 

com e sem adição de L-DOPA. Visão da colônia e meio de cultura sem (a) e 

com adição L-DOPA (b) e vista ventral da placa de Petri com o meio de cultura 
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sem (c) e com adição de L-DOPA (d) respectivamente. Partículas de melanina 

extraídas de 5 colônias cultivadas em placas de Petri de 10 cm de diâmetro (e). 

 

 Figura 8. Pigmentação das colônias de Duddingtonia flagrans em meio 

SDA suplementado com L-DOPA e com adição de glicose. (a) 

concentração de glicose à 2%; (b) à 4%; (c) sob 8%; em (d) à 10%; e (e) à 

20%. Foi possível notar que a partir da adição de 8% até atingir a concentração 

de 20% de glicose, o crescimento da colônia é inibido gradativamente.  

5.2. Análise do espectro por infravermelho (IV) 

As análises obtidas por infravermelho demonstraram que as bandas de 

absorção observadas na amostra extraída de D. flagrans foram condizentes 

com a estrutura da melanina sintética (Sigma® Aldrich, USA) que foi utilizada 

como controle, conforme demonstrado na figura 9 a e 9 b, respectivamente. 

Com base nos resultados observados nas regiões de estiramento das 

moléculas do polímero de melanina extraída em D. flagrans foi possível 

identificar os grupos funcionais responsáveis pela absorção do espectro em 

cm-1 (hidroxilas de banda forte associadas e em quilatos centrais (H+, C=O e 

NO2) nas regiões entre 3441 cm-1 à 2852 cm-1; N=C=S (isotionatos de banda 

larga e intensa), C=O de ésteres, amidas associadas e não substituídas; C=C 

de cadeias aromáticas; NH2 de banda média forte e CH2, CH3 na região 

compreendida entre 2087 cm-1 à 1377 cm-1; C-F (halogênio), C-O de ácidos 

carboxílicos e de ésteres insaturados e de cadeias aromáticas, além de CO de 

ésteres aromáticos alifáticos e vinílicos na região entre 1311 cm-1 à 1072 cm-1; 

S=O (sulfóxido), R-CH=CH2, -C=CH2, R2-C=CH2, -CH=CH2 e anéis aromáticos 
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diversos na região do espectro de 1028 cm-1 à 702 cm-1; cloroalcanos entre 596 

cm-1 à 563 cm-1; além da presença de compostos formados por bromoalcanos 

e iodoalcanos nas regiões compreendidas entre 532 cm-1 à 470 cm-1). 

 

Figura 9. Análises obtidas por meio do Infravermelho (IV). a) 1 mg de 

partículas de melanina extraída de 5 colônias de D. flagrans cultivadas em 

placas de Petri de 10 cm de diâmetro cada; b) 1mg de partícula de melanina 

comercial (Sigma® Aldrich, USA). Os demais espectros de onda são derivados 

da presença de radicais presentes nas partículas de melanina extraída do 

fungo.  

 

5.3. Espectroscopia por Ressonância Paramagnética Eletrônica (RPE) 

Em todas as amostras analisadas por RPE, ou seja, culturas de D. 

flagrans suplementadas com L-DOPA 1mM, com adição 16 mM de tricyclazol, 

melanina extraída da cultura fúngica e a melanina comercial, obtiveram 

espectros que possuem uma linha isotrópica com fator g = 2.0051  0.0001, 

indicando que em todas as amostras foi detectado um mesmo radical livre. Em 

relação à cultura fúngica sem este tratamento (Fig. 10 a), o tratamento com 

tricyclazol a 16 mM (Fig. 10 b) reduz a concentração do radical livre em 84%. A 

concentração do radical livre na amostra suplementada com L-DOPA foi três 

vezes maior do que a amostra sem nenhum tratamento (Fig. 10 c). A melanina 
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extraída de colônias de D. flagrans (Fig. 10 d) e a melanina comercial (Fig. 10 

e) apresentaram o radical livre em concentração idêntica ao fungo sem nenhum 

tratamento (Fig. 10 a). 

 

Figura 10. Espectros obtidos por meio de RPE. a) colônia de D. flagrans em 

meio SDA; b) D. flagrans tratado com 16 mM de tricyclazol; c) colônia de D. 

flagrans suplementada com L-DOPA a 1 mM; (d) partículas de melanina 

extraída de D. flagrans e (e) melanina comercial (Sigma® Aldrich, USA). É 

possível obervar a redução de 84% do radical livre na amostra tratada com 

tricyclazol (b) e um aumento de até três vezes mais da colônia suplementada 

com L-DOPA (c) em relação ao fungo sem nenhum tratamento (a). Uma 

amostra de MgO:Cr3+ (g = 1.9797) foi utilizada como referência para a 

obtenção do fator g do sinal da amostra estudada.  
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5.4. Inibição da Melanização sob a Presença de Tricyclazol (Sigma® 

Aldrich, USA) 

 Todas as colônias tratadas com as diferentes concentrações de 

tricyclazol não desenvolveram pigmentação escura (Fig. 11 a) quando 

comparadas com as amostras sem tratamento (Fig. 11 b) e com as 

suplementadas com L-DOPA (Fig. 11 c), porém a análise via Espectroscopia 

por Ressonância Paramagnética Eletrônica (RPE) das amostras analisadas 

tratadas com tricyclazol indicaram a presença do radical livre característico do 

pigmento melanina (Fig. 10 b). As amostras cultivadas em concentração de 32 

mM apresentaram deficiência no seu desenvolvimento (Fig. 11 d). 

 

 

Figura 11. Pigmentação das colônias de D. flagrans com adição do inibidor 

de melanina Tricyclazol. Vista ventral da placa de Petri em meio de cultura 

SDA com adição de 16 mM de tricyclazol (a); em meio cultivado apenas em 

SDA (b); em meio SDA com a suplementação de 1 Mm de L-DOPA (c) e placas 

com amostras tratadas com 32 mM de Tricycalzol (d). 

 

5.4. Microscopia Eletrônica de Transmissão MET 

As imagens da ultraestrutura das hifas e clamidósporos corados com 

marcador específico indicaram a presença de partículas eletrondensas de 

melanina distribuídas pelo citoplasma e com maior deposição sobre a parede 

celular (Fig. 12 a, b). O mesmo padrão de pigmentação, porém menos intenso, 

foi observado para as amostras coradas com tetróxido de ósmio e ferrocianeto 

de potássio (Fig. 12 c, d).  
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Figura 12. Cortes ultrafinos de D. flagrans demonstrando a localização das 

partículas eletrondensas de melanina. Hifa fúngica (a, c). Clamidósporos (b, 

d). Amostras contrastadas com solução de nitrato de prata amoniacal a 10% (a, 

b) e amostras contrastadas com tetróxido de ósmio a 1% e ferrocianeto de 

potássio a 0,8% (c, d). As setas indicam a presença e localização das 

partículas de melanina. Foram visualizados a parede celular (PC) e vacúolos 

(V). Barra de escala: 5 µm (a - c) e 2 µm (d).  

 

As amostras tratadas com tricyclazol a 16 mM apresentaram uma 

redução na quantidade de partículas eletrondensas distribuídas pelo citoplasma 

e sobre a parede celular, talvez por conta da concentração do inibidor. Este 
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padrão foi observado mesmo quando as amostras foram submetidas à 

marcação com a solução de prata amoniacal (Fig. 13 a - d).  

 

 

Figura 13. Redução de partículas eletrondensas em cortes de D.flagrans 

tratados com Tricyclazol na concentração de 16 mM. Hifa fúngica (a, c). 

Clamidósporos (b, d). As setas indicam a presença das partículas 

eletrondensas. Note que para as amostras coradas com tetróxido de ósmio a 

1% e ferrocianeto de potássio a 0,8% os grânulos de melanina pouco ou não 

apareceram (c, d). As estruturas foram indicadas como: a parede celular (PC), 

melanossomo (Me), mitocôndria (Mi), vacúolos (V), retículo endoplasmático 

(Re) e os corpos de Woronin (Wo). Barra de escala: 5 µm (a) e 2 µm (b - d). 

 

Os cortes ultrafinos de D. flagrans demonstraram a presença de uma 

estrutura em forma fibrilar com diferentes perfis de deposição de partículas 
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eletrondensas (Fig. 14 a - f). A possível gênese de formação e maturação desta 

estrutura foi observada ao acaso pela fusão endosomal da membrana 

plasmática da célula fúngica (Fig. 14 a), pela qual pode ser observada a 

formação de vários túbulos no interior da referida organela (setas pretas). Foi 

possível observar o melanosomo (Fig. 14 b, c), a formação de uma expansão 

na estrutura do melanossomo (Fig. 14 b), a formação das fibras proteicas no 

interior da organela (Fig. 14 e, f), o acúmulo de grânulos eletrondensos ao 

longo das fibras (Fig. 14 e) e ainda uma possível rede de transporte dos 

grânulos em torno da parede celular de D. flagrans (Fig. 14 f).  

 

 

Figura 14. Caracterização ultraestrutural do melanossomo em D. flagrans. 

Cortes ultrafinos demonstrando a possível gênese na formação dos 

melanossomos em estádio I à III em células tratadas com tricyclazol a 16 mM 

(a - d) e em estádio III em células tratadas com L-DOPA a 1mM (e, f). Foi 

possível visualizar o melanossomo (Me), a membrana plasmática (MP), o 

retículo endoplasmático (Re), mitocôndria (Mi), corpos de Woronin (Wo), septo 

entre as hifas (Se) e a parede celular (PC). Barra de escala: 5 µm (a - d) e 2 

µm (e, f).  

5.5. Avaliação da Cinética Predatória e Produção da Melanina durante 

Interação Fungo – Nematoide 

Embora a presença do pigmento melanina possa aumentar a virulência e 

a patogenicidade para muitas espécies de fungos, em D. flagrans a produção 
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de melanina com adição de L-DOPA a 1 mM ou a sua ausência pela adição do 

inibidor tricyclazol a 16 mM parece não influenciar de forma significativa (p < 

0,05) a cinética de predação e captura observada no modelo experimental 

utilizado para este estudo na interação entre D. flagrans e Panagrellus spp. 

com médias de captura e apreensão que variaram de 0,25% à 15,75% e 0,25% 

à 17,00% respectivamente no período compreendido entre 2 à 24 horas de 

interação. Em relação ao fungo sem tratamento, utilizado aqui como controle, 

as médias variaram de 0,25% à 13,75%, que também não demonstrou 

diferença significativa entre os demais tratamentos (p < 0,05). As diferenças 

nas médias de captura e infecção somente foram observadas entre os tempos 

de interação e não entre os tratamentos conforme demonstrado na Tabela 1 

abaixo.  

 

Tempo 
(horas) 

 Fungo com adição 
de L-DOPA 1mM 

 Fungo com adição de 
Tricyclazol 16 mM 

  Fungo sem 
  Tratamento 

2 *0,25Ac  0,25Ac        0.25Ab  
4 1,50Ac  0,25Ac        2.00Ab  
8 2,25Ac  3,25Abc        3.50Ab  

12 9,00Ab  6,75Ab      12.00Aa  
24 15,75Aa  17,00Aa      13.75Aa  

 

Tabela 1. Cinética de captura e infecção durante a interação fungo-

nematoide para o fungo D. flagrans em três situações: in vitro (fungo 

cultivado em SDA com adição de L-DOPA a 1 mM, SDA com adição de 

tricyclazol a 16 mM e cultivado apenas em SDA a 2%) quantificadas e 

avaliadas nos tempos de 2, 4, 8, 12 e 24 horas de interação.  

*Médias seguidas pelas mesmas letras maiúsculas na horizontal e na vertical 

não diferem estatisticamente entre si.  

 

A movimentação de Panagrellus spp. sobre a superfície do Agar-água 

nas placas de Petri e a diferenciação das estruturas de captura e predação em 

D. flagrans foram observadas logo nas primeiras horas de interação. Após 2 

horas, uma pequena quantidade de Panagrellus spp. foi observada aderida as 

estruturas de predação (Figura 15 a - c), que aumentou progressivamente a 

medida que o tempo passava, chegando ao término do experimento a 17,00% 
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do total de larvas apreendidas, muitas das quais encontravam-se mortas em 

apenas 24 horas.   

 

 

 Figura 15. Formação das estruturas de predação durante a interação 

entre D. flagrans e Panagrellus spp. em Ágar Água. As setas pretasindicam a 

formação destas estruturas para culturas melanizadas (a) e não melanizadas 

(b, c) nos tempos de 2h, 4h, 8h, 12h e 24 horas. Barra de escala: 50 µm (a, b e 

c).   
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6. DISCUSSÃO 

6.1. Caracterização do Pigmento Melanina em Culturas de D. flagrans 

Melaninas são heteropolímeros insolúveis em água e em solventes 

orgânicos, sendo substâncias amorfas, com cargas elétricas negativas e de 

alto peso molecular, formadas pela polimerização de compostos fenólicos e 

indólicos e distribuídas por todos os reinos biológicos com diversas funções 

(Eisenman e Casadevall, 2012).  

Estruturalmente, as melaninas são um grupo de pigmentos complexos 

com uma estrutura relativamente diversa, uma vez que ainda não existe 

nenhuma regularidade molecular que possa representa-las de forma concreta, 

ou nenhum sentido que as insira em qualquer classificação usual, sendo assim, 

muitas vezes classificadas provisoriamente com base em sua coloração 

(Treseder e Lennon, 2015).  

Assim, foi analisado a influência que o meio de cultura poderia exercer 

sobre a pigmentação em D. flagrans com a suplementação de L-DOPA e 

glicose como fonte de carbono em concentrações de 1 mM e de 2 a 20% w/v 

respectivamente, e observou-se que em D. flagrans a pigmentação das hifas e 

do meio ocorreram apenas sob a presença de L-DOPA, sendo que este é um 

elemento chave para produção de melanina, conforme demonstraram 

Figueiredo-Carvalho et al. (2014) para as cepas de Trichosporon asahii, T. 

asterioides, T. inkin, e T. mucoides.  

Em D. flagrans, a pigmentação foi mais acentuada sob concentrações de 

glicose consideradas normais aos meios de cultura Sabouroud disponíveis no 

mercado, uma vez que para este meio, são adicionados em sua formulação a 

proporção de 2%. Porém, a coloração da colônia intensificou-se com a adição 

de glicose nas concentrações de 2 a 8%. Resultados similares foram 

encontrados por Almeida-Paes et al. (2009), em que os autores observaram 

que a melanização em Sporotrix schenckii foi restritiva em meios sem glicose e 

maior nos meios com a adição de até 10 % do açúcar para algumas cepas, 

assim como a presença de L-DOPA, que foi fundamental para o processo de 

melanogênese para fungo analisado. Em meio SDA a pigmentação ocorreu 

tardiamente em relação aos demais meios e o aumento da concentração de 

glicose não impediu a pigmentação em S. shenckii. Este fato é muito similar ao 

presente estudo, uma vez que as culturas de D. flagrans pigmentaram em um 
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período superior a 21 dias quando incubadas a 30°C com concentrações de até 

8% de glicose.  

Da mesma forma, Figueiredo-Carvalho et al. (2014) ao estudarem o 

efeito que os meios de cultura poderiam exercer sobre a produção de melanina 

em Trichosporon spp., observaram ainda que a melanização ocorreu melhor na 

presença de concentrações elevadas de glicose e L-DOPA e sugeriram que a 

melanização pode ser controlada por fatores nutricionais, dado que, a 

melanização poderia ser reprimida sob altas concentrações de carbono devido 

a inibição da expressão da enzima laccase (Frases et al., 2007).  

Frases et al. (2006) também encontraram resultados semelhantes para 

culturas de Criptococcus neoformans, em que a coloração escura, típica quanto 

a presença de melanina, foi totalmente dependente do meio utilizado, porém a 

pigmentação escura não foi observada em meio SDA. No entanto, quando a 

cepa fúngica foi cultivada na presença de uma cultura bacteriana, altas 

concentrações de glicose acabaram inibindo a coloração escura no fungo 

estudado. O mesmo fato foi observado no presente estudo, onde a adição de 

glicose em concentrações superiores a 10% inibiu o desenvolvimento das 

colônias de D. flagrans.  

O papel das DHN em fungos tem sido extensamente estudada com o 

uso de inibidores de biosíntese de melanina, dentre os quais o tricyclazol é o 

mais utilizado e que afeta as células inibindo a atuação da THN redutase (tri-

hidróxi-naftaleno-redutase) e atua sobre a scytalona, diminuindo assim a 

concentração de metabólitos intermediários durante a síntese de melanina, que 

ao passo dessa transformação podem se auto-oxidarem e acumularem 2-

hidroxijulgone (2-HJ) e flaviolina, caracterizado por uma fraca coloração 

castanho avermelhada (Romero-Martinez et al., 2000).  

A redução da concentração do radical livre observada na cultura tratada 

com tricyclazol em 84% pela RPE para a cepa estudada sugere que este 

radical livre esteja associado com a presença da melanina. Diversos estudos 

confirmaram que o tricyclazol reduz consideravelmente a coloração do micélio 

em diferentes culturas de fungos largamente reconhecidos como produtores de 

melanina (Lazarovits e Stoessl, 1988; Howard e Valent, 1996; Rižner e 

Wheeler, 2003; Zhang et al., 2006; Kumar et al., 2015), mas não chegam a 

inibir totalmente a coloração, mesmo em concentrações mais elevadas do 
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inibidor (Mares et al., 2004). Em D. flagrans, um aumento na concentração de 

tricyclazol levou a uma diminuição considerável no crescimento da cepa, 

ficando restrita a concentração de 16 mM, além de não inibir completamente a 

sua produção.  

Kejzar et al. (2013) testaram os efeitos que a inibição da síntese de 

melanina poderia provocar em Hortaea werneckii sobre diferentes 

concentrações hipersalinas e constataram que a ausência de melanina reduz a 

integridade da parede celular do fungo, afetando a divisão celular e expondo H. 

werneckii aos efeitos nocivos sobre elevadas concentrações de NaCl. 

 A síntese de melanina envolve reações de redução e/ou oxidação 

seguida de polimerização de compostos fenólicos e indólicos conduzindo à 

síntese final de polímeros orgânicos (Slominski et al., 2004). Os radicais livres 

intermediários formados dentro deste complexo fornecem a melanina 

propriedades paramagnéticas, o que facilita a análise de espectroscopia por 

ressonância paramagnética a detectar e investigar com segurança a presença 

de radicais livres contidos em amostras de melanina (Meredith e Sarna, 2006). 

Quando buscou-se demonstrar também por meio da RPE sinais de 

ressonância que confirmassem a presença de melanina nas amostras de D. 

flagrans e para este foi obtido o sinal de ressonância que atesta a presença de 

um radical livre com fator g = 2.0051  0.0001 para todas as amostras do fungo 

analisadas (amostra comercial, amostra de partículas de melanina extraídas do 

fungo cultivado em SDA, amostras do fungo com L-DOPA e amostras tratadas 

com 16 mM de tricyclazol). Este radical pode estar relacionado com a presença 

de o-semiquinona, um radical livre endógeno, característico da melanina 

(Meredith e Sarna, 2006).  

Sinal idêntico ao encontrado em D. flagrans também foi observado por 

Cesareo et al. (2012) em um estudo sobre o uso da RPE no diagnóstico de 

células humanas com melanoma e por Otręba et al. (2015) em outro estudo 

com melanócitos humanos (g= 2.0021 para ambos). Zdybel et al. (2015) 

utilizando como modelos experimentais em RPE de eumelaninas e 

feomelaninas sintéticas, encontraram valores superiores do fator g para as 

moléculas de feomelaninas em relação as eumelaninas (g=2.0036 à 2.0053), 

que são sinais exclusivos quanto a presença do radical livre o-semiquinona em 

feomelaninas.  
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Chikvaidze et al. (2014) ao desenvolverem um método para 

determinação das concentrações de feomelaninas e eumelaninas presentes 

em cabelos humanos, observaram que os sinais de RPE resultariam de uma 

sobreposição de 2 espectros de microondas, dos quais, um simples espectro 

era resultante da presença de eumelanina, para cabelos pretos, e um triplo 

espectro quanto a presença de feomelanina, para cabelos vermelhos. Eles 

também encontraram valores do fator g parecidos para a presença de 

eumelanina (g=2.0035) e valores superiores (g=2.0055) quanto a presença de 

feomelanina, o que de certa forma, poderia explicar a possível sobreposição de 

microondas observada.  

Estes resultados foram condizentes para D. flagrans, uma vez que os 

valores elevados do fator g dependeram do acoplamento orbital do spin e dos 

níveis de energia no ambiente molecular durante o desemparelhamento dos 

elétrons em radicais livres, o que poderia ter elevado os valores do fator g 

(Wertz, 2012), assim como foi observado por Zdybel et al. (2015) para 

feomelaninas, sugerindo assim, o fato de que D. flagrans possivelmente 

produza melanina sob a forma de feomelanina. Portanto, o radical livre com 

fator g = 2.0051, detectado nas amostras estudadas corresponde a uma 

semiquinona e está associada à produção de melanina por D. Flagrans. Os 

valores elevados do fator g podem assim também serem explicados, dado que 

durante a feomelanogênese, tióis assumem um papel fundamental na posterior 

cisteinização direta de DOPAquinona em cisteinilDOPA ou na intermediação da 

glutationa em glutationilDOPA que subsequentemente após uma série de 

reações ainda desconhecidas sofre polimerização para produzir alguns 

derivados de benzotiazina, o que resulta na formação final de macromoléculas 

de alto peso molecular (Kobayashi et al., 1995; Chang, 2009; Chang, 2012). 

O estudo morfológico e ultraestrutural das células de D. flagrans permitiu 

observar os grânulos de melanina presentes em coesão com a parede celular 

do fungo, seja como um polímero enredado dentro da parede da célula, ou 

incorporado a sua camada mais externa. Similarmente, Mandal et al. (2007) ao 

analizarem a ultraestrutura da parede celular de C. neorformans demonstraram 

a presença de melanina sob a forma de anéis concêntricos de diferentes 

dimensões e que ocupavam aproximadamente 75% da área total da parede 

celular quando comparadas com cepas albinas utilizadas para o estudo. Zhong 
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et al. (2008) observaram a existência de ligações covalentes entre 

polissacarídeos e nanoproteínas presentes em íntima associação com a 

melanina contida nas paredes celulares de C. neoformans e sugeriram que a 

melanina poderia atuar como um componente da parede celular. Franzen et al. 

(2006) também verificaram a presença de grânulos de melanina depositados 

sobre a parede celular do micélio e sobre os conídios de Fonsecaea pedrosoi.  

A presença de uma rede densa de múltiplas camadas de melanina sobre 

a parede celular dos clamidósporos em D. flagrans possibilitou entender melhor 

como uma estrutura de resistência, e que é muito utilizada no controle biológico 

de nematoides grastointestinais em ruminantes, poderia resistir tão bem a 

passagem pelo trato digestivo desses animais antes de sua atuação final na 

captura e predação de nematoides presentes nas fezes. Eisenman et al. (2005) 

em seu estudo sobre a ultraestrutura da parede celular em C. neoformans 

observaram que a melanina estava distribuída sobre diversas camadas de 

grânulos dos quais formavam pequenos poros e canais entre as partículas e ao 

utilizarem anticorpos específicos anti-melanina notaram que estes poros 

reduziam em dimensão quando comparados às células controle, e assim, 

pequenas moléculas poderiam ser impedidas de entrarem na célula através da 

parede celular. Este fato sugere que durante o trajeto dos clamidósporos de D. 

flagrans pelas vias digestivas dos animais após adminstração oral, os poros 

existentes entre os grânulos de melanina poderiam ser comprimidos e diminuir 

dessa forma o seu diâmetro, o que os tornariam mais resistentes ao ataque dos 

sucos digestivos ou de outras possíveis moléculas que são lançadas no trato 

digestivo e que seriam tóxicas ao fungo. Lamy-Freund et al. (1991), 

evidenciaram o problema da resistência a anti-fúngicos como a Anfotericina B e 

constataram que o tamanho de suas moléculas favoreciam a formação de 

pequenos agregados dificultando a penetração e a passagem da droga pela 

parede celular do fungo analisado.  

No presente estudo foi possível demonstrar a presença de estruturas 

subcelulares, semelhantes aos lisossomos de mamíferos, conhecidas como 

melanossomos (Seiji et al. 1963) e que a princípio, parecem participar da 

síntese e deposição de melanina em D. flagrans, conforme previamente 

descrito para F. pedrosoi por Franzen et al. (2008) no qual foi proposto que a 

síntese de melanina para o fungo estudado iniciava-se no interior dos 
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melanossomos com a formação de uma matriz fibrilar seguida da junção com a 

membrana fúngica, da qual os grânulos de melanina atingiriam a parede celular 

ocupando os espaços periplasmáticos entre a membrana e a parede celular do 

fungo, porém as imagens obtidas no referido trabalho, não deixaram claro a 

semelhança dos processos descritivos mencionados conforme acontece com 

os melanossomos de células animais.  

Há algum tempo, é sabido que os melanossomos em mamíferos e pelo 

menos para uma espécie de salamandra, Proteus anguinus (Prelovšek e Bulog, 

2003), passam por quatro estádios de maturação. Estes podem ser definidos 

em: estádio I- de pré-melanossomo, com uma matriz filamentosa ainda não 

bem definida, estádio II- com os filamentos lamelares bem definidos e com 

grande atuação da enzima tirosinase, passando pelo estádio III, com início da 

deposição dos grânulos de melanina e alta atividade enzimática ao longo da 

matriz lamelar e finalmente chegando ao estádio IV, com completa deposição 

de melanina e aumento da opacidade e escurecimento da organela (Orlow, 

1995; Mioti et al., 2009; Nguyen e Wei, 2004; Raposo e Marks, 2007).  

Embora tais estádios de maturação dos melanossomos tenham sido 

propostos para fungos à analogia desta gênese tal como ocorre em células de 

mamíferos e de uma espécie de salamandra ainda não havia sido bem 

documentada para fungos com o grau de detalhamento, como feito aqui para 

D.flagrans. Curiosamente observamos no estádio II a organela emitindo um 

prolongamento em direção ao septo. Embora não tenha atingido total 

maturação, seria possível a deposição ou transporte de parte do conteúdo por 

meio deste prolongamento para tal região da hifa?  

É importante ressaltar, que o arranjo da melanina sobre a parede celular 

em fungos tende a ser diferente para cada espécie, contudo, a presença da 

melanina em fungos está bem descrita para diversas espécies como um 

importante fator de proteção e de virulência, sendo assim considerada 

essencial para a sobrevivência principalmente em espécies de vida livre 

(Eisenman e Casadevall, 2012). Fernandez et al. (2013) ao estudarem o 

processo de melanização das paredes celulares em hifas de um fungo 

ectomicorrízico Cenococcum geophilum observaram que a produção de 

melanina funcionava como um regulador importante na tolerância ao estresse 

osmótico e também sobre a dessecação em ambientes sujeitos ao estresse 
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hídrico, uma vez que as paredes celulares melanizadas podem ajudar a evitar 

a saída de solutos da célula, e dessa forma, a melanização poderia reforçar a 

parede celular, permitindo que a célula suporte a elevada pressão de 

turgescência resultante da reinundação seguinte ao estresse hídrico. Rosa et 

al. (2010) ao estudarem fungos extremófilos, observaram que das 26 espécies 

fungos endófitos analisados sob condições naturais, nas regiões polares, 

80,7% daqueles que viviam sobre as folhas da herbácea Deschampsia 

antarctica (Poaceae), comumente encontrada na Antártida, produziam algum 

tipo de pigmento de melanina. Em D. Flagrans, tem-se atribuído o maior exito 

de sobrevivência ao estresse digestivo aos clamidósporos e em especial a 

parede celular espessa que estas fases de vida apresentam (Ojeda-Robertos 

et al., 2009). Porém como demonstrado, existe uma concentração de depósito 

de melanina numa grossa camada na parede celular, e como se sabe que a 

melanização interfere na porosidade da parede celular reduzindo o tamanho 

destes (Jacobson e Ikeda, 2005), é muito provável que a capacidade de 

resistência do fungo ao transito gastrintestinal dos animais, possívelmente se 

deva em função da presença da melanina, que age diretamente na parede 

celular reduzindo a sua porosidade.  

Esses achados sustentam a ideia de que esses fungos podem 

sobreviver bem em locais isolados sob condições extremas de alta insolação, 

radiação UV, umidade relativa do ar seca e baixas temperaturas e que a 

melanina pode dessa forma desempenhar um papel chave para o sucesso dos 

fungos. 

 

6.2. Cinética Predatória e Produção da Melanina durante Interação Fungo 

– Nematoide 

A melanina pode estar presente em fungos, com uma variedade de 

funções biológicas, dentre as quais destaca-se a proteção contra radiação 

ultravioleta e seu papel sobre a virulência em algumas espécies (Treseder e 

Lennon, 2015). Em fungos nematófagos, antagonistas que capturam e infectam 

nematoides presentes nas fezes de ruminantes por diferentes mecanismos 

(Assis et al., 2013), a possível presença do polímero melanina só recentemente 

foi demonstrada por Andersson et al. (2013), com a identificação de genes 

relacionados a produção de tirosinases em Monacrosporium haptotylum 
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durante o processo de interação fungo-nematoide. Para os ensaios 

preliminares obtidos no presente modelo de estudo, a presença ou a ausência 

de melanina durante o processo de interação fungo-nematoide, não influenciou 

de forma significativa a predação realizada por D. flagrans, sugerindo a 

presença do polímero melanina, porém não a sua participação efetiva nos 

eventos relacionados à imobilização e morte dos nematoides. Este fato leva a 

crer que a melanina possivelmente esteja muito mais ligada o estresse do que 

ao aumento da predação, contrariamente ao que ocorre para muitas espécies 

de fungos patogênicos que são melanizados, que possuem mecanismos de 

ação e modos de vida completamente diferentes (Solano, 2014). 

A sequencia de captura e infecção do nematoide pelo fungo envolve 

uma série de eventos que inicia-se com o reconhecimento, adesão, infecção e 

estádios digestivos para posterior absorção de nutrientes (Wang et al., 2015). 

Alguns estudos tem demonstrado que estes processos são mediados pela 

participação de polímeros extracelulares que estão presentes nas estruturas de 

predação formadas ao longo das hifas, como enzimas hidrolíticas (Tunlid et al., 

1994; Yang et al., 2008; Cruz et al., 2009), além de nematoxinas que são 

substâncias com ação nematocida que imobilizam e matam os nematoides tão 

logo após a penetração da cutícula pelas hifas (Swe et al., 2011). Cruz et al. 

(2009) demonstraram a importância das fosfatases durante o processo de 

interação fungo-nematoide entre D. flagrans e Panagrellus spp. e sugeriu que a 

fosfatase ácida pode ter um papel fundamental no processo de penetração e 

digestão extracelular e não somente a influência da presença ou ausência de 

melanina, como aqui tentou-se demonstrar.  

A cinética de captura e infecção por D. flagrans foi avaliada logo após a 

deposição de Panagrellus spp. na placa de Petri e em poucos minutos 

observou-se uma intensa movimentação das larvas do nematoide, seguida de 

formação de estruturas de predação pelo fungo ao longo das hifas, 

possivelmente em resposta a motilidade e ao estresse fisiológico ocasionado 

pelas larvas, conforme evidenciado por Cruz et al. (2011) em que após a 

adição dos nematoides, as primeiras observações de captura pelo fungo, foram 

verificadas após 70 minutos de interação, seguida da mortalidade após 9 horas 

de experimentação.   
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7. CONCLUSÃO 

 Os resultados obtidos por meio deste estudo indicaram que D. flagrans 

sintetiza melanina in vitro possivelmente sob a forma de feomelanina.  

As partículas de melanina parecem estar associadas estruturalmente a 

parede celular. 

Foi demonstrada pela primeira vez para fungos nematófagos a presença 

de estruturas que possivelmente participem da síntese e deposição de 

melanina, conhecida como melanossomos, e que sua gênese sugere uma 

analogia com melanossomos de mamíferos. Porém, seria o melanossomo 

observado pela microscopia eletrônica de transmissão a fonte da produção de 

melanina para Duddingtonia flagrans?  

A síntese de melanina por D. flagrans não interfere na predação do 

fungo sobre Panagrellus spp. in vitro, mas sim, mais possivelmente, no 

estresse, do que no aumento da patogenicidade.  

 O grande desafio seria desvendar a função e a participação da melanina 

em D. flagrans durante o ato de captura e predação no ambiente natural. 
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