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Resumo:

Anuros da familia Hylidae sao adaptadas a viverem em ambientes de borda de mata
atlantica. Tais individuos podem ser capazes de dispersar fungos potencialmente nocivos aos
seres humanos. Este estudo buscou investigar a micobiota oral de Hylidaes em ambientes
urbanos proximos de mata atlantica e em bordas desses mesmos fragmentos. Foram coletados
onze individuos, dos quais oito foram em ambientes de borda de mata atlantica e trés em
regido urbana. Desta coleta foram registrados 26 fungos filamentosos isolados, com cinco
géneros identificados (Aspergillus, Curvularia, Acremonium, Penicillium e Fusarium) e trés
isolados classificados como Mycelia sterilia. Dentre estes géneros, o mais abundante foi o
Aspergillus com quatorze isolados. J4 o ambiente com maior riqueza foi em borda de mata
atlantica. Dessa forma, fica evidente que os individuos da familia Hylidae, que foram
abordados no atual trabalho, apresentam diferentes géneros de fungos oportunistas, podendo
estes serem patogénicos. Portanto, sdo necessarios mais estudos para uma maior compreensao
do potencial papel dispersor de fungos que individuos da familia Hylidae podem exercer no
ser humano.

Palavras chaves:Hylidae; Micobiota; Fungos; Mata atlantica.

Abstract:

Anurans of the Hylidae family are adapted to live in environments on the edge of the
Atlantic Forest. Such individuals may be capable of dispersing potentially harmful fungi to
humans. This study sought to investigate the oral microbiota of Hylidae in urban
environments close to the Atlantic Forest and on the edges of these same fragments. Eleven
individuals were collected, eight of which were in environments on the edge of the Atlantic
Forest and three in an urban area. From this collection, 26 isolated filamentous fungi were
recorded, with five identified genera (Aspergillus, Curvularia, Acremonium, Penicillium and
Fusarium) and three isolates classified as Mycelia sterilia. Among these genera, the most
abundant was Aspergillus with fourteen isolates. The environment with the greatest richness
was on the edge of the Atlantic Forest. Thus, it is evident that the individuals of the Hylidae
family, which were approached in the current work, present different genera of opportunistic
fungi, which may be pathogenic. Therefore, further studies are needed for a better
understanding of the potential dispersal role of fungi that individuals of the Hylidae family
can play in humans.

Keywords: Hylidae; Micobiota; fungi; Atlantic forest.



1. Introducao:

O Brasil ¢ um pais com ampla biodiversidade em seus biomas, possuindo diferentes
caracteristicas para cada um deles (Galindo-Leal & Camara, 2005; Gomes, 2007). Fatores
como fauna, flora e clima se entrelacam de modo a construir os biomas do pais, cada qual
carregando gigantesca riqueza ecoldgica. Sendo considerada o segundo bioma mais
importante do planeta (Tabarelli et al. 2005; MMA, 2020) e cobrindo originalmente, cerca de
15% do territorio brasileiro, a mata atlantica percorre a orla do pais. Possui vegetagao
latifoliada, arvores de médio e longo porte. Tal bioma ¢ quente e imido, caracteristicas que o
tornam um habitat favoravel a diversos tipos de anuros e fungos. Porém, devido a agdo
humana o bioma foi reduzido a cerca de 12,4% de seu tamanho original. A degradacdo e
fragmentacdo deste bioma se torna acentuada, principalmente devido ao avango rural e
urbano em dire¢ao as florestas (MMA, 2020; CN-RBMA, 2020). Tal fenomeno resulta em
maior interacdo entre seres humanos e animais, uma vez que estes tiveram seus territorios
invadidos.

Muitos anuros, como a perereca Scinax x-signatus, se adaptam facilmente ao convivio
urbano, uma vez que encontram ambientes imidos e quentes em banheiros e outros locais
dentro de residéncias, além de terem abrigo de predadores e poderem se alimentar de
artropodes que também vivem nas habitagdes. Uma vez que todos os animais possuem uma
microbiota natural, fica evidente que a aproximacdo e invasdo de seus habitats pelo ser
humano proporciona uma maior intera¢do entre tais animais € o ambiente urbano. Devido a
tal aproximagao, diversos animais que se adaptaram a viver em habitagdes humanas podem
trazer diversos microrganismos da Mata Atlantica para o convivio com os seres humanos
(Thompson & Smith, 2011).

Dentre os diversos microrganismos que podem ser trazidos por tais animais, estdo os
fungos. Também adaptados a ambientes imidos e quentes, os fungos através destes animais,
pererecas, encontram um ambiente favoravel tanto nas residéncias, como em ambientes de
borda de mata. Vale ressaltar que essa troca de microrganismos ndo ocorre de forma
unilateral. Também ¢ possivel que fungos comuns ao ser humano sejam passados para
Hylidaes. Desta forma, o presente trabalho buscou avaliar a composi¢ao da micobiota de
individuos da familia Hylidae das espécies Boana albomarginata, Scinax auratus € Scinax x-

signatus em ambientes urbanos e de borda.

2. Fundamentacao Tedrica:
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2.1 Fungos:

Sendo seres heterotroficos unicelulares ou pluricelulares, os fungos podem ser
divididos em leveduriformes e filamentosos. Os filamentosos sdo pluricelulares, formando
hifas que constituem o micélio. Durante a fase reprodutiva, o micélio forma estruturas
sexuadas e/ou assexuadas que originam esporos, que sao dispersos, sendo a principal forma
de propagacao dos fungos (ALEXOPOULOS et al., 1996; KIRK et al., 2008). J& os fungos
leveduriformes sao unicelulares e suas coldnias sdo facilmente distinguidas por terem aspecto
pastoso e umido, ao passo que os filamentosos possuem aspecto seco.

Sua importancia ecoldgica ¢ ampla, uma vez que podem atuar como decompositores,
na biorremediagdo e na descontaminagdo de ambientes terrestres e aquaticos, além de que
quando associados com plantas, atuam na forma de micorrizas que auxiliam na ciclagem de
nutrientes do solo para a planta. Também podem aparecer na forma de liquens, quando
associados com algas. Essa interagdo ¢ fundamental, pois tal associacdo acaba por atuar como
pioneira na colonizagdo dos ambientes em que se fixam, abrindo caminho para que outros
organismos, ja que ao degradar os nutrientes do local, tornam o ambiente mais favoravel a
demais organismo. S3o utilizados na economia em processos de fermentacdo de diversos
alimentos e bebidas, como alimento, na industria téxtil, na confec¢do de cosméticos, no
controle de pragas e na produgdo de pigmentos para diversas industrias. Na medicina sdo
responsaveis por varios antibidticos, como a penicilina (ALEXOPOULOS et al., 1996;
BONONI, 1998). Os fungos ainda podem atuar como parasitas, sendo uma ameacga aos
anuros, como ¢ o caso do Batrachochytrium dendrobatidis, que se utilizando da pele do
animal como substrato, acarreta feridas e impede a respira¢do cutdnea do mesmo. Também
podem ser causadores de diversas infecgdes nos seres humanos, porém, tendem a afetar
individuos com algum grau de imunossupressdo, uma vez que demonstram caracteristicas
oportunistas. Entre estas infecgdes, podemos citar a candidiase, causada por fungos
pertencentes ao género Candida, que costumam habitar nos organismos de seres humanos.
Tornando-se nocivas quando o organismo enfrenta alguma complicagdo em seu sistema
imunolédgico. Tendo como sintomas, a inflamag¢do de mucosas, em que a infecg¢do estd
ocorrendo, além da dor e surgimento de feridas. Ainda existem fungos que afetam o sistema
respiratorio, acarretando doencas como a sinusite fingica.

No Brasil, hd descrigdo de cerca de 13.800 fungos (Lewinsohn & Prado 2006),
aproximadamente 14% da diversidade mundial, que ¢ estimada em cerca de 99.000 (Kirk et
al. 2008). A maior diversidade de fungos em biomas brasileiros ¢ descrita na Mata Atlantica

(1.664 spp.).
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2.2 Anura:

Pertencendo a classe Amphibia, a ordem Anura é composta por sapos, ras e pererecas.
Sdo os primeiros vertebrados a colonizar a superficie terrestre, ha cerca de 300 milhdes de
anos. Seus representantes sdo pecilotérmicos, como os anfibios em geral, além de possuirem
patas traseiras alongadas que se diferenciam de acordo com a familia do individuo. Esses
membros sdo utilizados para sua locomog¢ao no ambiente marinho e terrestre, uma vez que
em sua morfologia apresentam modificagcdes que auxiliam na locomocdo em ambiente
aquatico e ambiente terrestre, podendo possuir estruturas que auxiliam na sua fixacdo em

locais inclinados ou perpendiculares ao chao, como paredes e troncos de arvores.

2.3 Hylidae:

A familia das pererecas ou Hylidae sao anuros com longos membros, que possibilitam
grandes saltos. Possuem pele lisa e discos nas pontas de seus dedos, que as auxiliam na
fixacdo em diversas superficies. da familia Hylidae sdo abundantes em fragmentos de mata
atlantica, sendo estes os maiores representantes dos anuros descritos no Brasil, (MOURA,
2011). Seus representantes podem ser facilmente encontrados em ambientes de borda e centro
de mata, além de areas urbanas. Uma vez que tais animais possuem uma alta adaptabilidade
ao ambiente, sdo capazes de viverem em ambientes residenciais, como ¢ o caso da Scinax x-
signatus. Vale ressaltar que todos os animais possuem uma microbiota natural, que pode ser
influenciada e/ou alterada pelo ambiente em que vivem, pela sua alimentagdo. De tal forma,
esses seres podem trazer microrganismos do ambiente de mata para dentro da area urbana,

Thompson & Smith, 2011.

3. Material e métodos

3.1 Area de estudo

O estudo foi realizado nos fragmentos de mata-atlantica, Reserva de Dois Irmaos
(Figura 1), Recife-PE (180 hectares ao noroeste da cidade) e a reserva ecoldgica do Rio
Tapacura, Cha de Alegria (794 hectares, sendo 400 de Mata Atlantica). A area de borda pode
ser definida como uma regido de transi¢do de habitat das espécies que vivem na floresta, para
uma regido que ndo se caracteriza mais como habitat. Tal regido encontra-se sujeita a “forcas
de interagdao” entre a floresta e regido urbana, modificando seu fluxo de energia e espécies

que podem ou nao ser capazes de viver nessa area (Holland 1988 apud Metzger 1999). J4 o
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ambiente urbano ¢ caracterizado por construgdes de habitagdes ou edificios, de modo a
estarem sob influéncia direta de seres humanos. Em ambas as reservas foram coletados

individuos nas areas de borda e urbana.

Figura 1. Mapa da Reserva Ecologica de Dois Irmaos. Fonte: GoogleMaps

@y Universidade-F
.. Rural de'Perna

3.2 Coleta em campo

A coleta dos anuros foi focada em individuos da familia Hylidae, popularmente
conhecidos como pererecas. Foram feitas coletas de onze individuos, dos quais trés foram
coletados em ambiente urbano e oito em area de borda, todos pertencentes a familia Hylidae,
sendo estes Scinax x-signatus (oito individuos), Scinax auratus (dois individuos) e Boana
albomarginata (um individuo). O método de busca utilizado foi o ativo, onde frequentamos
pocas e acudes onde os individuos costumam encontrar-se, fazendo reconhecimento através
de suas vocalizagdes. As coletas foram realizadas, principalmente durante a noite, onde as
pererecas vocalizam e buscam por alimento. A identificagdo das espécies de anuros a serem
coletadas foi feita pela equipe do Laboratério de Estudos Herpetologicos e
Paleoherpetologicos (LEHP) da UFRPE. Foram utilizadas luvas de latex estéreis durante o
manuseio do animal, durante a captura do mesmo e coleta da microbiota oral. Apos
identificados os animais foram contidos para amostragem da micobiota. As amostras foram
coletadas da cavidade oral utilizando swabs estéreis, os quais foram inseridos no local
anatomico, girados (duas voltas) e depois acondicionados em tubos com solugdo salina estéril

(NaCl a 0,95%) a 4°C até o processamento.
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Figura 2. Coleta sendo realizada em perereca da espécie Boana albomarginata. Imagem fotografica realizada

por alunos do LEPH durante a coleta em Dois Irmaos, Recife.

3.3 Analise da micobiota

ApoOs a coleta micologica, os swabs com as amostras da cavidade oral foram
semeados em Agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol (100 mg/mL), em duplicata, e
incubadas em temperatura ambiente (T.A. = 28°C+1°C), até observagdo das colonias. Em
seguida, as colonias foram isoladas, purificadas e repicadas para os meios Czapeck, BDA e
Agar Malte para posterior identificagdo em nivel de género utilizando literaturas especificas
(VDAYAKUMAR et al, 2012; PINTO et al.,2012). A identificacdo dos isolados de fungos
filamentosos foi baseada em caracteristicas fenotipicas por meio da andlise da
macromorfologia, mediante observagdo de caracteristicas das coloénias como borda, zonagao,
textura, cor, didmetro e producdo de pigmento, e da micromorfologia, mediante avaliagao da
septacdo das hifas, presenga ou auséncia de conidiéforo e sua organizagdo e¢ o tipo de
conidios, por meio da realizacdo de microcultivo. Isolados que ndo produziram estruturas
reprodutivas foram agrupados como Mycelia Sterilia e divididos em diferentes morfotipos

com base em caracteristicas culturais similares.

3.4 Comissao de ética e SISBIO
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Essa pesquisa teve a autorizagdo do Sistema de Autorizacdo e Informagdo em
Biodiversidade (SISBio) de numero 61719-1 para sua execug¢do e também a licenga da

Comissio de Etica no Uso de Animais-CEUA da UFRPE de namero 8542221121.

4. Resultados:

O numero total de isolados fingicos obtidos neste estudo foi trinta, sendo vinte e seis
(86,6%) de fungos filamentosos e quatro (13,4%) de leveduras (ndo identificadas). Foram
isolados seis géneros de fungos filamentosos: Mycelia sterilia (11,5%), Fusarium sp. (7,7%),
Curvularia sp. (7,7%), Acremonium sp. (3,8%), Penicilium sp. (15,3%) e Aspergillus sp.
(53,8%) (Figura 3). O género mais frequente foi Aspergillus sp. seguido de Penicillium sp.

Figura 3. Frequéncia de fungos isolados da cavidade oral de anuros da reserva de Dois Irméos e da reserva

ecologica do Rio Tapacura, Pernambuco.

Mycelia sterilia
Fusarium sp.
Curvularia sp.
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Aspergillus sp.
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Também verificou-se a frequéncia de fungos filamentosos isolados de ambientes
urbanos e de borda (Figura 4). A maior riqueza de fungos foi observada na regido de borda
com seis géneros. O género mais frequente foi Aspergillus sp. (47%) seguido de Penicillium
sp. (17,6%). Ja a regido urbana apresentou uma riqueza mais baixa com apenas 3 géneros,

sendo Aspergillus sp. o mais frequente.
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Figura 4. Frequéncia dos fungos filamentosos isolados da cavidade oral de anuros encontrados em area urbana e

area de borda da reserva de Dois Irmaos e da reserva ecologica do Rio Tapacura, Pernambuco.

AMBIENTE URBANO AMBIENTE DE BORDA

O = N W s U1 NN OO

W Aspergillus sp. ® Penicillium sp. ™ Fusarium sp. W Acremonium sp. ® Curvularia sp. ™ Mycelia sterilia

A espécie que apresentou maior riqueza de géneros de fungos filamentosos foi a
Scinax auratus com cinco géneros identificados em quinze fungos isolados, seguida por
Scinax x-signatus com dois géneros identificados em oito fungos isolados. Por sua vez,
Boana albomarginata com apenas um género identificado em quatro isolados (Figura 5).
Aspergillus sp. foi o género mais frequente em todas as espécies de anuros. Vale ressaltar que
Boana albomarginata e Scinax x-signatus também apresentaram colonias de fungos
leveduriformes, uma e quatro coldnias respectivamente. Porém, o presente trabalho nao

procurou realizar a sua identificacao.

Figura 5.Frequéncia dos fungos filamentosos isolados da cavidade oral em relagdo a espécie de anuro

encontrado na reserva de Dois Irmaos e da reserva ecologica do Rio Tapacurd, Pernambuco.
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5. Discussio:

O presente trabalho destaca a micobiota de individuos da familia Hylidae, em relagao
aos seus habitats, borda e area urbana. Enfatizando que os individuos coletados trazem
consigo microrganismos presentes no seu habitat de origem, como sugerido por Underhill et
al. (2014). Géneros como Penicillium, Aspergillus, Acremonium ¢ Fusarium sao comumente
encontrados no solo (Phillott, et al., 2002), em virtude disto, fica evidente que os fungos
predominantes nas amostras, sejam compativeis com os fungos presentes no solo e no
ambiente geral de seus respectivos habitats.

Vale ressaltar que o presente trabalho ndo buscou discutir os motivos de uma espécie
possuir maior ou menor riqueza de géneros fungicos, se retendo a coletar aleatoriamente
espécimes comuns em ambiente de borda e urbano. A caracterizacdo de borda, feita por
Murcia (1995), caracteriza como ambiente florestal em contato com regides urbanizadas,
estando sem o contato com a matriz florestal. Deste modo, a area torna-se sujeita a forca de
interacao entre a area florestal e regido urbana (Holland 1988 apud Metzger 1999). Ja a zona
urbana foi caracterizada como local onde construgoes e habitacdes humanas.

Também deve ser levado em conta a dieta de tais animais, sua composi¢cdo e
nutrientes, como descrito por Hoffmann et al. (2013), onde a composi¢do bioquimica atua na
proliferagdao de determinados fungos. Segundo Hoffmann et al. (2013), existe uma correlagao
confirmatoria entre a abundancia de fungos e alimentos ricos em carboidratos. Vale ressaltar
que os fungos possuem reserva de glicogénio, a mesma do ser humano. Tal similaridade
aponta a sua necessidade de consumo de carboidratos, uma vez que ndo sdo capazes de
produzi-los por conta propria, precisando absorver através de sua nutri¢do. Porém, segundo o
mesmo estudo, fungos do género Aspergillus demonstraram possuir correlagdo oposta em

relacdo a uma dieta com abundancia de 4cidos graxos. Vale ressaltar que uma vez que a



17

carapaga de artropodes ¢ composta de quitina, fungos quitindfitos podem ser encontrados
justamente em cavidade oral de individuos que se alimentam dos mesmo (Alves, 1988;
Milner, 2000). A maior abundancia de fungos do género Aspergillus no presente trabalho
provavelmente teve influéncia da dieta desses organismos. A alteragdo da dieta ainda pode
ser fator significativo para fungos do género Penicillium, que possui correlagdo positiva em
relagdo a proteinas, como apresentado por David et al. (2014).

A estacionalidade ¢ outro fator que pode afetar na composi¢do da microbiota de
individuos da familiaHylidae. Fatores como precipitacdo de chuvas, temperatura e umidade
sdo fatores determinantes na composi¢ao da micobiota, como demonstrado por Garcia et al.
(2013). Também vale salientar como o clima ainda pode influenciar na saude de répteis.
Estagdes chuvosas podem indicar temperaturas mais baixas, para animais pecilotérmicos,
como as pererecas, isso pode ser fator de que influencia a condi¢do de imunossupressao, que
favorece a infecgdo por fungos patogénicos, como descrito por Cushing (2011).

Ainda vale ressaltar a possibilidade de fungos presentes em seres humanos serem
passados para pererecas. Uma vez que a interagdo ndo ¢ unilateral, como descrito por
Mammola, et al., (2017).

Os fungos Penicillium sp. e Aspergillus sp. foram os mais frequentes nos individuos
coletados, tanto em ambiente urbano, como em ambiente de borda. Tais resultados
apresentam similaridades. Apesar de ndo serem tdo frequentes, contaminagdes em seres
humanos por fungos desses géneros podem ocorrer. Obviamente essas infec¢des costumam
ocorrer em individuos com algum grau de imunossupressdo. Alergias e infeccdes
respiratorias, como aspergiloma, a doenca bronquica superficial, a alveolite alérgica
extrinseca e a doenga broncopulmonar alérgica podem ser ocasionadas por fungos do género
Aspergillus sp, também héa casos de otite e endocardite (Lacaz et al., 2002). Porém, ¢
necessario reafirmar que todas essas complicacdes, sendo mais ou menos frequentes em seres
humanos, todas possuem em ponto comum serem doencas oportunistas, costumando nado
acometer individuos em condi¢des normais para com seus respectivos sistemas imunologicos.
O género Acremonium também demonstra capacidade de gerar infecgdes em individuos
imunossuprimidos, como descrito por Fincher (1991). De igual forma, o género Fusarium
possui individuos com a capacidade de acarretar infecgdes em seres humanos, além de suas
toxinas ja terem sido até avaliadas como possivel arma de guerra, como documentado em
2001 pelo jornal Folha de Sao Paulo.

Dentre as espécies coletadas, as que apresentaram maior riqueza foram as de ambiente

de borda. Obviamente fatores ambientais, anteriormente descritos foram determinantes para
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essa maior riqueza, uma vez que o meio de borda possui maior umidade e uma temperatura
mais favoravel aos fungos. Além disso, também pode ser levado em consideragao a limpeza
do ambiente. Ambientes como banheiros, locais imidos e quentes favoraveis a proliferagao
de fungos, passam por limpezas com produtos quimicos capazes de matar fungos (DUTRA,
2022). Logo, o ambiente tende a ser mais controlado em relacdo aos géneros de fungos
presentes na sua microbiota. Ao contrario, o ambiente de borda possui regulacdo natural,
possibilitando melhores condi¢des para a proliferacdo de diferentes géneros de fungos.
Quanto as Hylidae coletadas, seu grau de contato com o ser humano pode variar a
chance da transmissdo desses fungos. A presenca destes animais em ambientes como pias,
armarios, guarda roupas ou outros locais da casa onde o contato humano ¢ maior e direto,
podem ser fatores que influenciam na transmissdo dos fungos para o ser humano (Ferreira,

2022).

6. Conclusao:

Neste estudo, foi investigada a micobiota de trés espécies de anuros da familia
Hylidae em ambientes de borda da Mata Atlantica e areas urbanas. Os resultados revelaram
uma maior diversidade de fungos na borda da mata em comparacdo com os ambientes
urbanos. A espécie de anuro que apresentou a maior riqueza de géneros de fungos foi a
Scinax auratus, seguido de Scinax x-signatus eBoana albomarginata. Embora tenhamos
identificado cinco géneros de fungos nos anuros, devido a limitagdo de identificagdo ao nivel
de género, ndo podemos determinar se esses fungos sdo patogénicos. Sendo assim, o estudo
destaca a necessidade de pesquisas futuras para compreender o papel das pererecas na
dispersdo de fungos, sua relacdo com os seres humanos e uma identificagdo mais profunda
dos fungos coletados, incluindo a avaliagcdo de seu potencial patogénico. Isso proporcionara
uma compreensao mais completa do ecossistema e dos possiveis riscos a saude humana,
ressaltando ainda a importancia da conservacao das areas de borda da Mata Atlantica como

reservatorios de biodiversidade e fonte de conhecimento cientifico.
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