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RESUMO

Este projeto de pesquisa visa realizar uma análise comparativa do microbioma intestinal de
quatis (Nasua nasua) que habitam ambientes naturais e antropizados. O microbioma
intestinal, uma comunidade complexa de microrganismos que inclui bactérias, arqueas,
fungos e vírus, desempenha funções cruciais na digestão, produção de nutrientes e na
resistência contra patógenos. A adaptação desse microbioma às condições ambientais é
fundamental, uma vez que alterações no habitat podem modificar sua composição.Os
quatis, mamíferos onívoros da família Procyonidae, são altamente adaptáveis e ocupam
diversos habitats, desde florestas tropicais até áreas urbanizadas. Essa capacidade de
adaptação torna-os um modelo ideal para investigar como o microbioma intestinal é
influenciado por ambientes alterados pela ação humana. A coleta de amostras fecais, um
método não invasivo, possibilita a análise do microbioma sem comprometer o bem-estar
dos animais. Pesquisas anteriores demonstraram que ambientes antropizados podem levar
à redução da diversidade microbiana intestinal, afetando a saúde digestiva e imunológica
dos quatis. Assim, este estudo busca explorar como as diferenças na composição do
microbioma intestinal entre quatis em ambientes naturais e antropizados podem impactar
suas funções biológicas e sua capacidade de adaptação. Os resultados esperados
contribuirão para a compreensão dos efeitos das atividades humanas na saúde da fauna
silvestre, promovendo estratégias de conservação e manejo sustentável.
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1. INTRODUÇÃO
O microbioma intestinal corresponde à comunidade de microrganismos presente no

sistema digestivo dos animais, exercendo funções cruciais como auxiliar na digestão,
produzir nutrientes, combater patógenos e fortalecer a resistência contra eles (LAFFERTY,
et al., 2022; ZHENG et al, 2024; AWOSILE, et al, 2023). Esse campo de estudo tem sido
cada vez mais explorado em pesquisas voltadas para conservação ambiental e avaliação
dos impactos das atividades humanas na saúde e bem-estar animal. A importância desse
microbioma reside em sua capacidade de adaptação ao ambiente do indivíduo, o que
significa que alterações nas condições ambientais podem modificar sua composição. Esse
conjunto microbiano inclui diversos organismos como bactérias, arqueas, fungos e vírus,
que habitam principalmente o trato gastrointestinal (GANI, et al., 2024; CAO, et al, 2022).

A coleta do microbioma intestinal é feita através das fezes dos animais, um método
que não interfere diretamente no bem-estar deles. Isso facilita a obtenção de informações
importantes de forma segura. Métodos de sequenciamento modernos, como o
sequenciamento metagenômico shotgun e o 16S rRNA, são amplamente utilizados na
pesquisa microbiológica para analisar a composição microbiana e entender como ela se
adapta a diferentes dietas e habitats (GANI, et al., 2024; CAO, et al, 2022).

Os quatis, também chamados de coatis, pertencem ao gênero Nasua e à família
Procyonidae, onde se incluem os guaxinins. Esses animais são diurnos e onívoros, com
uma dieta variada que vai de frutas e insetos a pequenos vertebrados (BEISIEGEL, 2001).
Eles são altamente adaptáveis e se encontram tanto em florestas tropicais quanto em áreas
urbanizadas, onde frequentemente buscam alimento em zonas habitadas por humanos. Em
termos sociais, os quatis vivem em grupos chamados bandos, compostos em sua maioria
por fêmeas e filhotes, enquanto os machos adultos costumam ser mais solitários. Além
disso, exercem uma função ecológica importante ao dispersar sementes, ajudando na
regeneração das florestas.

Como o microbioma intestinal dos animais está fortemente relacionado ao ambiente
onde o indivíduo vive, locais alterados pela ação humana (ambientes antropizados) podem
trazer efeitos negativos para a saúde dos animais silvestres. Por exemplo, em estudos com
macacos, verificou-se uma redução na diversidade microbiana intestinal em ambientes
impactados, o que mostra a vulnerabilidade do microbioma nessas condições. Pesquisas
recentes sugerem que as diferenças na microbiota intestinal entre mamíferos em habitats
naturais e antropizados afetam substancialmente a saúde dos hospedeiros, especialmente
nas funções digestivas e imunológicas (ZHANG, et al, 2023; NGUYEN, et al, 2024). Além
disso, a estabilidade e a diversidade microbiana no intestino estão diretamente associadas
à capacidade do hospedeiro de resistir a parasitas e de se adaptar a mudanças ambientais.

As mudanças ambientais promovidas por atividades humanas não apenas impactam
diretamente o microbioma dos animais, mas também podem influenciar a ecologia e a
evolução de toda a vida selvagem (DILLARD, et al, 2022). Estudos recentes sobre
microbiomas em mamíferos forneceram novas perspectivas que podem ajudar a
conservação de várias espécies, ao revelarem como essas comunidades microbianas se
ajustam a novos ambientes e dietas, sendo particularmente úteis para monitorar a saúde de
carnívoros e outras espécies em risco.



2. JUSTIFICATIVA

O estudo do microbioma intestinal tem ganhado relevância nas pesquisas de
conservação e manejo sustentável da fauna silvestre, especialmente por meio da análise de
fezes, que são amostras não invasivas. Embora o microbioma intestinal dos quatis (Nasua
nasua) tenha sido investigado em certa medida, a maior parte das pesquisas se concentra
em seu papel como potenciais fontes de infecções para humanos (LALLO, et al, 2022),
resultando em uma oferta limitada de estudos que analisem de forma abrangente esse
microbioma.

A escolha dos quatis para este estudo se justifica pela sua tendência a andar em
bandos, o que facilita a coleta de amostras fecais de maneira segura e eficiente. Além
disso, os quatis demonstram uma notável capacidade de adaptação a diversos ambientes,
incluindo áreas antropizadas. Isso torna interessante investigar como o microbioma
intestinal desses animais é moldado pelo ambiente em que vivem, especialmente na Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ), onde eles são frequentemente avistados
em busca de alimentos em pontos de ração para gatos e em lixeiras.

O presente estudo visa avaliar os impactos da urbanização na saúde e bem-estar
dos quatis que habitam Piracicaba, contribuindo para a compreensão dos desafios que
esses animais enfrentam em um ambiente em constante transformação.

3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Analisar e comparar a composição do microbioma intestinal de Nasua nasua (quati)
que vive em ambientes naturais e em ambientes antropizados, visando identificar possíveis
variações associadas aos diferentes tipos de habitat.

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS

Caracterizar e comparar as diferenças na composição e diversidade do microbioma
intestinal de indivíduos de Nasua nasua tanto em ambientes naturais quanto em ambientes
antropizados, identificando os principais grupos bacterianos presentes.

Investigar possíveis fatores ambientais que podem estar influenciando as diferenças
no microbioma intestinal.

Avaliar as implicações das diferenças no microbioma intestinal para a saúde e o
bem-estar dos indivíduos em ambos os ambientes.

4. MATERIAIS E MÉTODOS



4.1 Áreas de estudo

A Estação Experimental de Tupi, situada em Piracicaba, São Paulo, é uma
importante área florestal dedicada à pesquisa, conservação e educação ambiental (SÃO
PAULO, 2013; ). Com uma extensão de aproximadamente 198 hectares, a estação abriga
remanescentes da Mata Atlântica e áreas de reflorestamento, sendo administrada pelo
Instituto Florestal de São Paulo. Ela desempenha um papel fundamental na conservação
ambiental e no avanço da pesquisa ecológica, preservando um ecossistema diversificado
que abriga espécies nativas, incluindo os quatis, e ameaçadas, além de promover a
regeneração de habitats naturais.. Através de práticas de manejo sustentável, ela colabora
com instituições acadêmicas e ambientais, incluindo a ESALQ, desenvolvendo técnicas que
equilibram a preservação ambiental com o uso consciente de recursos naturais,
beneficiando tanto a biodiversidade quanto os serviços ecossistêmicos, como o clima e a
água.

A Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ), localizada em
Piracicaba, São Paulo, abrange um extenso campus de 914,5 hectares metros quadrados,
marcado por sua infraestrutura impressionante e diversificada (SÃO PAULO, 2017). Este
ambiente é rico em áreas verdes, incluindo bosques, jardins e espaços dedicados a
atividades ao ar livre, que promovem um contato estreito com a natureza. A fauna local é
igualmente variada, refletindo a riqueza dos habitats presentes no campus, onde é comum
observar aves, pequenos mamíferos, incluindo quatis, répteis e insetos. Esses animais
desempenham um papel crucial no equilíbrio ecológico da região. A combinação de áreas
cultivadas e preservadas torna a ESALQ um laboratório natural, ideal para a observação e
estudo da fauna, servindo como um recurso valioso para alunos e pesquisadores
interessados na ecologia e na biodiversidade.

Neste estudo, serão coletadas cinco amostras de fezes de quatis (Nasua nasua) de
indivíduos distintos em cada ambiente selecionado. A coleta das amostras será realizada
em intervalos regulares de espaço, garantindo a representatividade das fezes coletadas. A
coleta será feita por tubo tipo falcon 50 ml para análises laboratoriais.

4.2 Práticas laboratoriais

4.2.1 Extração de DNA

Os seres microbianos das comunidades microbianas do intestino serão avaliadas
por meio de técnicas de biologia molecular. Para tanto, amostras do aparelho intestinal de
todos os tratamentos serão utilizadas nas extrações de DNA, utilizando o QIAGEN QIAamp
PowerFecal Pro DNA Kit, seguindo as instruções de acordo com o fabricante. A qualidade e
quantidade do DNA extraído serão analisados em gel de agarose 1% (Sambrook, Fritsch &
Maniatis, 1989) e em espectrofotômetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific, USA). A
comunidade bacteriana será acessada por meio do sequenciamento de amplicon do gene
16S rRNA.

4.2.2 Quantificação da comunidade procariótica

Para amplificar os genes presentes de seres bacterianos na região do intestino, será
utilizado a técnica de PCR convencional quanto a de PCR em tempo real (qPCR) com o



SYBR Green PCR Kit (500), do QIAGEN, seguindo as instruções de acordo com o
fabricante. A PCR convencional será empregada para amplificar regiões específicas do
DNA (16S Bacteria) encontrados no intestino, com o objetivo de usá-los como referência na
construção da curva padrão. A qPCR, por sua vez, será usada para quantificar a presença
de micro-organismos no trato gastrointestinal, a partir do DNA extraído.

4.3 Análise de dados

4.3.1. Verificação da qualidade da amostra

Após a conclusão de todas as metodologias, a comunidade bacteriana será
examinada a partir do gene marcador 16S. Para isso, será conduzido uma análise de
controle de qualidade das sequências do 16S amplicon utilizando o programa FastQC. Se
houver situações onde a qualidade das sequências forem baixas (inferior a Q = 20), será
utilizada a ferramenta Trimmomatic para realizar o corte de regiões de baixa qualidade Após
isso, será realizado o pareamento das sequências R1 e R2 (forward e reverse,
respectivamente) de cada amostra. Seguindo a análise da comunidade bacteriana, será
procedido à classificação taxonômica dessa comunidade utilizando o programa QIIME 2
com o banco de dados Silva 138. Finalmente, serão realizadas análises estatísticas e de
composição com o Software R e o pacote microeco, para interpretar a composição da
comunidade, a diversidade, a distribuição, e a estrutura da mesma.

4.3.2. Gráficos de Diversidade

Gráficos de barras e boxplots serão gerados para comparar a diversidade alfa
(riqueza e equidade de espécies) entre os grupos. Os boxplots serão utilizados para mostrar
distribuições de dados, medianas e possíveis outliers. Curvas de raridade serão elaboradas
para avaliar se a amostragem representou adequadamente a diversidade presente ou se há
necessidade de novas coletas. Para análise da variação na composição do microbioma,
gráficos de dispersão baseados em Análise de Componentes Principais (PCA) ou Análises
de Coordenadas Principais (PCoA) serão usados, permitindo a visualização de padrões de
agrupamento e diferenças entre as comunidades microbianas dos dois ambientes.

4.3.3. Análises de Beta Diversidade

Mapas de calor (heatmaps) serão gerados para identificar diferenças nas
abundâncias relativas de táxons bacterianos entre as amostras. Diagramas de Venn serão
utilizados para ilustrar os táxons compartilhados e exclusivos entre os grupos naturais e
antropizados, destacando espécies presentes apenas em um dos ambientes.

4.3.4. Estatísticas e Testes

Para verificar diferenças estatisticamente significativas na diversidade microbiana
entre os grupos, serão aplicados testes de Análise de Variância (ANOVA/MANOVA).
Adicionalmente, testes de significância não paramétricos, como Kruskal-Wallis e
PERMANOVA, serão empregados para comparar grupos, considerando distribuições que
não seguem uma curva normal.

4.3.5. Redes de Co-ocorrência



Análises de redes serão realizadas para identificar e visualizar interações entre
diferentes grupos de microrganismos. As redes de co-ocorrência permitirão a observação
de relações simbióticas, competições ou padrões de co-existência que diferem entre
ambientes naturais e antropizados.

5. RESULTADOS ESPERADOS

Espera-se que caracterizar a diversidade bacteriana presente no trato
gastrointestinal e esclareça sua influência na saúde e ecologia do hospedeiro; forneça
insights sobre processos adaptativos e evolutivos, com aplicações diretas na conservação e
manejo sustentável das espécies, preservando sua saúde e bem-estar; que amplie o
conhecimento acerca da ecologia bacteriana presente no trato gastrointestinal de quatis,
tanto indivíduos que vivem em ambientes naturais quanto indivíduos que vivem em
ambientes antropizados (como a ESALQ),e contribua de modo significativo para a
compreensão das suas características ambientais e funcionais ao longo do tempo, de modo
a apoiar estudos futuros similares.

6. CRONOGRAMA
Tabela 1. Cronograma

Atividades Meses

1 2 3 4 5 6

Coleta da amostra de fezes X

Extração de DNA X

qPCR de 16S X

Sequenciamento X X

Análise de dados X X

Escrita do TCC X X

Apresentação e entrega do TCC X
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