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Resumo

O microbioma humano é cada vez mais reconhecido como um regulador central da saudde sistémica e
mental, interagindo com dieta, atividade fisica e stress por vias metabdlicas, imunitarias e
neurocomportamentais. Estudantes universitarios constituem um grupo particularmente vulnerdvel,
frequentemente exposto a stress cronico, rotinas irregulares e habitos de vida subétimos, o que pode
impactar simultaneamente a composicao corporal, a saide mental e os microbiomas oral e cutaneo. Este
projeto teve como objetivo caracterizar o perfil de satde fisica e mental de estudantes universitdrios e
explorar a sua relagao com padrées microbioldgicos orais e cutaneos, em vez de se centrar
exclusivamente na descricao do microbioma. No total, 55 estudantes preencheram questionarios
validados para depressao (PHQ-9), ansiedade (GAD-7), atividade fisica (IPAQ) e adesao a dieta
mediterranea (MEDAS-7), realizaram avaliacdo de composicao corporal por bioimpedancia e forneceram
amostras orais e cutaneas por zaragatoa para andlise microbioldgica dependente de cultura. A amostra
apresentou, em média, indice de massa corporal na faixa superior da normalidade e uma carga
substancial de sintomas depressivos e ansiosos, enquanto a maioria relatou niveis moderados a
elevados de atividade fisica e adesdo baixa a moderada a dieta mediterranea. Estatisticamente, as
associacoes mais consistentes foram observadas entre massa muscular esquelética, ansiedade e
atividade fisica: maior massa muscular correlacionou-se com menores pontuacées de ansiedade (r = -
0,368; p=0,027) e com niveis mais elevados de atividade fisica (r= 0,398; p = 0,016), sustentando o papel
da aptidao muscular como correlato relevante de saide mental em adultos jovens. Em contraste, a
adesao a dietamediterraneanao apresentou correlacées significativas com saide mental ouindicadores
antropométricos nesta amostra. Do ponto de vista microbioldgico, as amostras orais exibiram cargas
bacterianas marcadamente superiores as cutaneas, enquanto os locais de pele apresentaram maior
heterogeneidade de morfotipos de coldnias; leveduras e fungos filamentosos foram detetados em
ambos os nichos. Apenas possiveis géneros bacterianos e fungicos foram sugeridos com base em
morfologia e coloracao, a serem confirmados em futuros estudos com sequenciagao utilizando o mesmo
material biobancado. De forma global, os achados evidenciam pontos de melhoria relacionados a saude
dos estudantes universitdrios e fornecem evidéncia preliminar para investigacdes futuras mais

aprofundadas sobre arelacao complexa entre o microbioma e o corpo humano.

Palavras-chave: Microbioma da pele; Microbioma oral; Dieta mediterranea; Inflamacao sistémica; Salde

fisica; Saude mental



Abstract

The human microbiome is increasingly recognized as a key regulator of systemic and mental health,
interacting with diet, physical activity and stress through metabolic, immune and neurobehavioral
pathways. University students represent a particularly vulnerable group, frequently exposed to chronic
stress, irregular routines and suboptimal lifestyle habits, which may simultaneously impact body
composition, mental health and the oral and skin microbiomes. This exploratory cross-sectional study
aimed to characterize the physical and mental health profile of university students and to explore its
relationship with oral and cutaneous microbiological patterns, rather than focusing exclusively on
microbiome description. A total of 55 students completed validated questionnaires for depression (PHQ-
9), anxiety (GAD-7), physical activity (IPAQ) and adherence to the Mediterranean diet (MEDAS-7),
underwent body composition assessment by bioimpedance and provided oral and skin swab samples for
culture-based microbiological analysis. The sample showed, on average, a body mass index within the
upper normal range and a substantial burden of depressive and anxiety symptoms, while most
participants reported moderate to high physical activity and low to moderate adherence to the
Mediterranean diet. Statistically, the most consistent associations were observed between skeletal
muscle mass, anxiety and physical activity: higher muscle mass correlated with lower anxiety scores (r =
-0.368; p = 0.027) and with higher physical activity levels (r = 0.398; p = 0.016), supporting the role of
muscular fitness as a relevant correlate of mental health in young adults. In contrast, Mediterranean diet
adherence did not show significant correlations with mental health or anthropometric indicators in this
sample. Microbiologically, oral samples presented markedly higher bacterial loads than skin samples,
while cutaneous sites exhibited greater heterogeneity of colony morphotypes; yeasts and filamentous
fungi were detected in both niches. Only possible bacterial and fungal genera were suggested based on
morphology and staining, to be confirmed in future sequencing-based studies using the same biobanked
material. Overall, the findings highlight modifiable aspects of the health profile of university students,
particularly the combination of relevant mental health symptoms with suboptimal dietary patterns, and
provide preliminary evidence and stored samples to support future, more in-depth investigations into the

complex relationships between microbiome composition, lifestyle and mental health.

Keywords: Skin microbiome; Oral microbiome; Mediterranean diet; Systemic inflammation; Physical

health; Mental health
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1. Introducao

O microbioma humano emerge na atualidade como um campo de investigacao cientifica de
extraordinadria relevancia, sendo reconhecido como o "dltimo érgao humano sob investigacao activa”
(Baquero & Nombela, 2012). Esta designacao, fundamenta-se na compreensao de que o microbioma
constitui uma entidade funcional complexa que, a semelhanca de outros drgaos, apresenta fisiologia e
patologia especificas, sendo prontamente herdado num processo que envolve dinamicas complexas de
construcao nos recém-nascidos (Baquero & Nombela, 2012).

Esta perspetiva revoluciondria veio de um dos milhares de estudos que surgiram nas ultimas duas
décadas e que contribuem cada vez mais para a insercao do tema no epicentro da investigacao
contemporanea. Considerando dados do PubMed, é possivel confirmar de forma clara esta tendéncia,
com cerca de trezentos mil estudos relacionados existentes atualmente, com foco nos ultimos 5 anos,
que representam dois tercos de todas publicacoes cientificas sobre o tema, demonstrando o caracter
emergente desta area de investigacao. Com todo este foco académico veio também o crescimento
financeiro, principalmente no que tange ao financiamento. O Human Microbiome Project (HMP), iniciado
em 2007 como parte do NIH Roadmap for Medical Research, representou um marco histdrico na
investigacao desta drea, recebendo um investimento total de 215 milhdes de ddlares durante dez anos,
de 2007 a 2016 (Proctor et al., 2019), somado a isto, o financiamento ndao-HMP para investigacdo em
microbioma, cresceu juntamente ao programa, totalizando US$ 728 milhdes de ddlares entre 2012-2016
(Proctor et al., 2019).

Isto em termos de financiamento, ja considerando o sector como um todo, o microbioma humano
representa actualmente um dos mercados biotecnoldgicos com maior potencial de crescimento.
Analises de mercado recentes projectam uma evolucao do mercado global de microbioma humano de
959,4 milhdes de ddlares em 2025 para 4.473,3 milhdes de ddlares em 2032 (Human Microbiome
Market Size & Growth Forecast to 2031, 2023). Outras estimativas apontam para valores ainda mais
expressivos, conforme ilustrado pela Figura 1, com projecoes de crescimento de 0,91 mil milhdes de
ddlares em 2024 para 7,09 mil milhdes de ddlares em 2031 (Human Microbiome Market Size & Growth

Forecast to 2031,2023).
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Figura 1- Estimativa de Mercado Global Relacionado ao Microbioma. Alterado de MarketsandMarkets (2025)

E importante entender que o microbioma humano é representado pelo conjunto de todos os
microrganismos que residem nos tecidos e fluidos humanos, juntamente com o material genético que
possuem. Esta comunidade compreende bactérias, arquéias, fungos, protozoarios e virus que habitam
diferentes locais anatémicos, como o trato gastrointestinal, a cavidade oral, a pele, o trato respiratdrio e
outos diversos locais do corpo (Berg et al., 2020). O microbioma é uma espécie de microecossistema
dinamico integrado ao macroecossistema do hospedeiro, englobando microrganismos, seus genes e 0
contexto fisico-quimico do habitat que interagem. Diferentemente da distincao de microbiota que se
reduz somente aos microrganismos como um todo, o microbioma inclui a microbiota somada ao “teatro
de atividade” (estruturas, metabdlitos, elementos genéticos mdveis, virus/fagos e DNA relicto) sob

condicdes ambientais especificas, como elucidado pela Figura 2 (Berg et al., 2020).
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Figura 2- Defini¢do do Microbioma. Fonte: Alterado de Berg et al, 2020

O microbioma desempenha um papel fundamental na manutencao da sadde sistémica, atuando como
mediador entre fatores ambientais, nutricionais e processos fisiolégicos (Chandra Nayak et al., 2025;
Prescott et al,, 2017). Estudos recentes destacam que a dishiose, caracterizada pelo desequilibrio entre
as populacdes de microrganismos benéficos e patoldgicas, estd comprovadamente associada a doencas
cardiovasculares, diabetes, obesidade e transtornos neuropsiquiatricos, mediada por mecanismos
inflamatdrios diretos e indiretos por induzir alteracdes no eixo intestino-cérebro (Gualtero et al., 2023;
Shoer et al, 2023). Especificamente, patdgenos relacionados ao microbiano oral (MO), possuem
comprovada ac¢ao de induzirem a endotoxemia e ativar vias pré-inflamatdrias em células endoteliais,
promovendo aterosclerose, disfungao vascular, inflamacao sistémica e resisténcia ainsulina (Gualtero et
al,, 2023; Shoer et al., 2023).

Além disso, a disseminacao de bactérias orais para tecidos distantes por via sanguinea, como o cérebro,
estdligada a processos neurodegenerativos e transtornos de humor via liberacao de citocinas e estresse
oxidativo (Augimeri et al., 2024; Manos, 2022). De forma igualmente relevante, o microbioma da pele
(MP) atua namaturacao e requlacao homeostatica de queratindcitos e das profundas redes imunoldgicas
e hormonais do organismo, com implicacoes sistémicas diretas e indiretas. Por ser o principal drgao de

contato do meio externo com o interno, a biodiversidade da pele é profundamente influenciada pela
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biodiversidade dos ecossistemas que temos contato. Estudos relatam que alteracées do MP em camada
mais externa da epiderme foram observados em doencas alérgicas, psoriase, rosdcea, acne vulgar e no
processo de envelhecimento da pele (Prescott et al., 2017).
Tanto MO e MP, quanto os outros microbiomas presentes no corpo humano, possuem suas
funcionalidades e composicoes profundamente influenciadas por fatores ambientais, genéticos e
comportamentais, sendo a dieta, um dos principais moduladores dessas comunidades microbianas
(Jimenez-Sanchez et al, 2025). Estudos demonstram que nutrientes especificos alteram parametros
fisico-quimicos criando microambientes que selecionam determinados grupos microbianos em
detrimento de outros. Pesquisas identificaram variacoes de até 60% na composicao da microbiota
intestinal associadas a padroes alimentares distintos, evidenciando o papel central da nutricao na
manutencao do equilibrio microbiano e na prevencao de doencas associadas a disbiose (Basilicata et al.,
2023; Schamarek et al,, 2023). O perfil alimentar, como visto em dietas como a mediterranea, estao
sendo associadas a menor incidéncia de diversas doencas inflamatdrias crénicas, considerando dentro
dessas patologias orais e da pele (Augimeri et al. 2024; limenez-Sanchez et al., 2025).
Portanto, a dieta mediterranea (DM) emerge como um modulador-chave, principalmente do MO, com
relacao direta ao microbioma documentada, pela supressao de patdgenos periodontais como na
promocao de bactérias comensais e promocao da diversidade bacteriana. De forma indireta, a adesao a
DM comprovadamente se relaciona a melhoria de desfechos clinicos em grande parte da populacao,
como melhor controle glicémico, reducao da massa gorda, melhor evacuacao, diminuigcao do inchaco,
inflamacao e risco de hospitalizacao (Khavandegar et al., 2024). Além disso, diversos micronutrientes
encontradas nos alimentos da dieta mediterranea atuam com funcao antioxidantes, anti-inflamatdrias,
antibacterianas, pré ou antiapoptéticas e vasodilatadoras, mediando ac6es antitumorais,
cardioprotetoras e neuroprotetoras (Augimeri et al, 2024). No entanto, lacunas persistem na
compreensao de como a DM influencia simultaneamente os microbiomas oral e cutaneo em populagoes
jovens, particularmente em ambientes académicos, onde fatores como estresse cronico e habitos
alimentares irregulares exacerbam desequilibrios microbianos.
Paralelamente a modulacgao dietética, a atividade fisica constitui outro determinante ambiental crucial na
regulacao do microbioma e na saide mental, estabelecendo relacées bidirecionais complexas através do
eixo microbioma-intestino-cérebro. Evidéncias robustas demonstram que o exercicio fisico regular
promove alteracoes significativas na composicao e diversidade microbiana, com efeitos particularmente

pronunciados no microbioma intestinal, mas também documentados no MO (Wegierska et al.,, 2022).



O efeito na microbiota pode ser avaliado pela mensuracao da diversidade ou das funcées, assim sendo, a
diversidade alfa representa a diversidade geral das amostras, enquanto a diversidade beta compara a
distribuicao de diferentes espécies bacterianas entre as diferentes amostras (Jost, 2007). Estudos
recentes identificaram que individuos fisicamente ativos apresentam maior diversidade microbiana alfa
e beta em comparagao com sedentarios, com enriquecimento seletivo de espécies produtoras de acidos
graxos de cadeia curta (AGCC) como o butirato, por Faecalibacterium prausnitzii Blautia spp. e
Bifidobacterium spp., metabdlitos essenciais na regulacao da integridade da barreira intestinal, resposta
imune e comunicacao neuroenddcrina (Wegierska et al., 2022). Aliado a isto, patobiontes como E. coliou
E. faecalis que sao espécies patobiontes e potencialmente causadoras de doencas, apesar de que em
circunstancias normais, sao encontradas como simbiontes nao prejudiciais, diminuem em de forma

inversa com a presenca do exercicio fisico, como descrito pela Figura 3 (Clauss et al., 2021).

Figura 3-Relagao entre atividade fisica e microbiota intestinal. Fonte: Alterado de Clauss et al, 2021

A correlacao entre o exercicio fisico e a saide mental é particularmente relevante em populagdes como
a de jovens universitdrios, onde ansiedade e depressao subclinica coexistem frequentemente com
habitos sedentarios e padrdes alimentares desequilibrados (Jiazhi et al., 2025). Alguns dos mecanismos
ja bem estabelecidos entre o exercicio fisico e a saude mental envolvem: a liberagcao e aumento de
serotonina (com o exercicio aumentando a atividade dos receptores 5-HT1A e 5-HT7 que sao

amplamente relacionado a reducao dos sintomas depressivos) (Haunhorst et al., 2022); reducao da
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inflamacao; requlacao do sistema enddcrino; aumento do fator neurotréfico derivado do cérebro e da
plasticidade neural; melhora do humor e cognicao (Haunhorst et al., 2022; Maekawa et al., 2022).

Um estudo com randomizacao mendeliana que estudou a variagao genética e a saide mental encontrou
associacoes significativas e efeitos causais entre as interac6es do MO, representado por amostras da
saliva e dorso da lingua, e ansiedade/depressao, com Eggerthia altamente associada a ambas as
condicdes clinicas citadas (Li et al. 2022). Em outro estudo observacional, os resultados encontrados
indicaram associacoes entre géneros bacterianos especificos e determinados aspetos do bem-estar
psicoldgico. O género Cutibacterium spp., em particular, demonstrou uma correlacao consistente com o
bem-estar, com maior abundancia na regiao do rosto e nas axilas, e também associadas a uma
diminuicao dos niveis de stress e a melhora de bem-estar (Tyson-Carr et al., 2025). Apesar disto, a
maioria dos estudos concentra-se em nichos isolados, negligenciando ainteracao oral-cutanea com foco
e seu impacto em comorbidades fisicas e psiquiatricas (Schamarek et al., 2023).

O presente estudo visa abordar o potencial dos achados relacionados ao MO e MP, em uma amostragem
completamente universitaria, ainda nao abordada a fundo pela literatura atual. Portanto, pretende-se
caracterizar o estado de salide de jovens universitarios, por meio de questionarios que avaliam a sadde
fisica e mental, dados antropométricos e por coleta de amostras de MO e MP. Pretende-se correlacionar
os dados recolhidos, relativos a: i) satde fisica (através de IMC, percentagem de massa gorda e
percentagem de massa muscular); ii) saide mental (através de questionarios validados
internacionalmente: PHQ-9, GAD-7 e IPAQ); iii) andlise de composicao corporal (realizada por exame de
bioimpedancia); iv) vinculo de cada participante a DM (por aplicacao de outro questiondrio comprovado
para tal - MEDAS), v) microbioma oral e da pele (através da colheita de amostras). A hipdtese central é
que a disbiose dual (oral/cutanea) esta associada a piores indicadores de satde mental e composicao

corporal, bem como a uma menor adesao a DM.

2. Métodos

O presente estudo é exploratdrio e foi delineado para a caracterizacao o estado de saude de uma
populacao jovem universitaria pelos dados dos questionarios de saude fisica e mental aliados ao perfil
antropométrico e microbioldgico condizente as comunidades microbianas orais e cutaneas, fornecendo
dados sobre a relacao multifatorial destes itens anteriormente citados, com indicadores de saude fisica
e mental em jovens universitarios. Esta abordagem investigativa fundamenta-se no crescente
reconhecimento da importancia dos microbiomas como biomarcadores de salde e potenciais

mediadores de processos fisiopatoldgicos, conforme evidenciado por estudos recentes que
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demonstram correlacoes significativas entre diversidade microbiana oral e cutanea para biomarcadores
clinicos (Basilicata et al., 2023; Grice et al., 2008; Malan-Miiller et al., 2024; Tyson-Carr et al., 2025).
Ainvestigacao utilizou metodologia padronizada para aplicacao de questiondrios estruturados, incluindo
instrumentos psicométricos validados, como PHQ-9 e GAD-7 para avaliagao de sintomas depressivos e
ansiosos, bem como escalas de adesao alimentar (MEDAS) e atividade fisica (IPAQ), em paralelo com
avaliacao da composicao corporal por bioimpedancia e colheita sistemdtica de amostras bioldgicas orais
e cutaneas para andlise microbioldgica.
Detalhadamente, o projeto se iniciou com procedimentos de recrutamento por divulgacao institucional
nos canais digitais da E2S e presencialmente com a colaboracao dos professores nas salas de aulas,
assim foi sintetizado o projeto, seu objetivo e desfecho esperado, sequido de pedido de inscricao
voluntaria via formuldrio acessivel unicamente por acesso institucional. Em sequida, os participantes
que demonstrarem devido interesse, preencheram o formuldrio online, disponibilizado exclusivamente
por meio do Microsoft Forms para garantir a seguranca dos dados, que tem um tempo de duracao
estimado de vinte minutos, e conta com todos questiondrios descritos anteriormente, no fim do
documento os voluntarios escolheram a melhor dada dentre as disponiveis para comparecimento emum
laboratdrio do TBIO (Centro de Satide Translacional e Biotecnologia Médica) na Escola Superior de Satide,
onde foirealizada as colheitas de amostras bioldgicas e medicao de dados antropométricos, pela balanca
de bioimpedancia.
Os procedimentos pré-colheita constituem etapas criticas de padronizacao que incluem instrugoes
rigorosas aos participantes que foram recomendados de realizarem um periodo de jejum de alimentos e
liquidos (exceto dgua) por um periodo minimo de uma hora, bem como evitar qualquer atividade de
higiene oral nas horas precedentes a colheita, fundamentando-se em evidéncias cientificas que
demonstram alteracdes significativas na composicao do microbioma oral associadas ao consumo
alimentar e préticas de higiene (Grice et al., 2008; Shoer et al., 2023). Adicionalmente, o protocolo
estabelece medidas rigorosas de controlo ambiental através da desinfecdo das superficies de trabalho
comlcool a70% e o uso obrigatdrio de equipamentos de protecao individual (luvas estéreis e mascaras),
visando prevenir contaminacao cruzada e assegurar condicdes assépticas durante a colheita das
amostras bioldgicas.
A recolha ocorreu em ambiente controlado da instituicao e sequiu uma sequéncia padronizada. Durante
a realizacao do procedimento, as amostras foram armazenadas em microtubos de 2ml com 1.5ml de
meio previamente manipulado (TSB+Glicerol) com tampa, identificados por niimeros aleatdrios gerados

a cada participantes condizentes ao mesmo numero de formuldrio, para possibilitar a juncao dos
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respetivos dados. As amostras foram colhidas por zaragatoas estéreis e apds a coleta, sendo mantidas
em caixa com gelo e congeladas a —80 °C o mais rapido possivel, sem extrapolar 15 minutos para tal. Os
dados aferidos pela balanca foram disponibilizados no sistema que gerou documentos em PDF para cada
participante, e este direcionado por e-mail, assim cruzando os dados novamente, de forma andnima.
Os critérios de inclusao incluiram a disponibilidade para coleta de dados e amostras bioldgicas, e
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e login por meio de e-mail institucional. E o
unico critério de exclusao foi o uso de antibidticos nos ultimos 3 meses. A elegibilidade sera verificadano
momento da rececao, aplicando-se os critérios de inclusao e exclusao, atribuindo-se um cddigo
numeérico a cada participante para garantir anonimizacao segundo o RGPD (Regulamento Geral de
Protecao de Dados); os dados digitais serdo mantidos até a conclusao do tratamento estatistico e
eliminados por apagamento permanente, ao passo que documentos em papel serao destruidos,
estimando-se conclusao deste ciclo até um ano apds o término do projeto.
As amostras foram processadas em laboratdrio da E2S | P.PORTO e/ou TBIO, sequindo fluxos de
rececao, registo e armazenamento tempordrio conforme hoas praticas laboratoriais, com posterior
andlise microbioldgica para caracterizacao da microbiota oral e cutanea; em paralelo, os dados dos
questionarios e medidas corporais foram digitados em base de dados anonimizada, sujeita a dupla
verificacao e limpeza, para subsequente andlise descritiva e correlacional entre perfis microbianos,
marcadores de saude mental, padrao alimentar e composicao corporal, visando a caracterizacao
exploratdria transversal da populacao académica estudada e a geracao de hipdteses para estudos
confirmatdrios subsequentes.
A anadlise estatistica foi conduzida utilizando o SPSS versao 29 para Windows. Foi caracterizada a
amostra através de medidas estatisticas sumarias e graficos. A normalidade das varidveis foi avaliada
pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Para varidveis com distribuicao normal (dados antropométricos),
utilizou-se a correlacdo de Pearson. Para varidveis ordinais ou ndao normais (pontuacdes dos

guestionarios), empregou-se a correlacao de Spearman. O nivel de significancia adotado foi de 5% (o =

0,05). Analise de regressao linear simples foi aplicada quando apropriado.

2.1. Aprovacao Etica e Recrutamento

Em janeiro de 2025, foi iniciada a tratativa com o devido preenchimento de documentos relacionados ao
estudo de investigacao e do projeto, pedido de autorizacao institucional e termos de autorizacao local.
Posteriormente, em fevereiro, foram anexadas as declaracées de compromisso de honra e todos os

questionarios a serem utilizados, sendo estes validados. Em marco, apds pedido de especificacao da



amostra e da metodologia do estudo por parte do Comité de Etica, foi enviado o documento final
esclarecendo rigorosamente os meios de coleta, divulgacao e subsequente exclusao de dados.

Por fim, 0 estudo foi aprovado pela Comissao de Etica do Instituto Politécnico do Porto (registo CEOO16F,
24/03/2025), garantindo conformidade com o Regulamento Geral de Protecao de Dados. Os dados
digitais e fisicos serao destruidos ap6s 1ano da conclusao do projeto, conforme o Regulamento Geral de

Protecao de Dados.

2.2. Amostragem

Este projeto caracteriza-se como um estudo exploratdrio, sendo uma pesquisa observacional cujo
objetivo primdrio é a caracterizacao inicial do estado de sadde de uma populacao jovem universitdria
pelos dados dos questionarios de saude fisica e mental aliados ao perfil antropométrico e microbioldgico,
como ja descrito anteriormente. O tamanho da amostra ideal origina-se do niimero minimo de amostras
necessadrias para um estudo, que é determinado pela disponibilidade de recursos e é imprescindivel para
se ter significancia estatistica e garantir amostras suficientes para validacao cruzada e somente assim,
extrapolacao dos resultados. Entretanto, testes estatisticos para avaliar hipdteses em estudos de
microbioma precisam considerar caracteristicas diferentes que nao se aplicam ao calculo cldssico de
tamanho de amostra. Especificamente, pelos dados de microbioma serem caracterizados por: (i) ampla
dimensao, com centenas a milhares de taxa microbianos coexistindo em uma utnica amostra; (ii)
composicao, onde as contagens de sequéncias representam abundancias relativas e nao absolutas,
tornando cada taxon dependente dos demais; e (iii) elevada variabilidade inter-individual, onde a
composicao microbiana varia substancialmente entre os individuos (Ferdous et al., 2022).

Em estudos de microbioma, a amostragem difere de investigacées microbioldgicas tradicionais em trés
aspectos fundamentais. Primeiro, existe uma elevada variabilidade individual que impde a necessidade
de tamanhos amostrais maiores para capturar adequadamente a heterogeneidade da comunidade
microbiana, enquanto estudos classicos que visam apenas o isolamento e cultivo de cepas usam
frequentemente amostras menores e condi¢oes padronizadas de cultivo. Sequndo, em vez de analisar
um unico organismo em meio definido, as amostras de microbioma exigem ainda uma extracao de DNA
ambiental sequido de sequenciacao de alta profundidade, gerando centenas a milhares de taxons
simultaneos cuja abundancia relativa deve ser normalizada, sendo esta uma etapa ausente em métodos
tradicionais de quantificacao por colénia em estudos tradicionais de microbiologia. Terceiro, o
delineamento transversal ou de coorte para microbioma demanda protocolos rigidos de coleta e

preservacao, por exemplo, uso de crioprotetores, meios especificos, congelamento imediato a —80 °C,
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para manter a integridade da comunidade complexa, enquanto em estudos convencionais as colheitas e
cultivos podem ocorrer em ambiente de laboratdrio sem necessidade de congelamento imediato etc.
Para um estudo de correlacao simples, cujo objetivo seja identificar preliminarmente qual estirpe cresce
em maior abundancia numa populacao saudavel, recomenda-se um tamanho amostral de referéncia de
30 a 50 participantes. Esse intervalo equilibra a necessidade de detectar diferencas moderadas em
abundancia relativa de um tdxon especifico e as limitacoes logisticas e andlise de dados. A partir dessa
amostra, pode-se calcular a correlacao de Spearman ou Pearson entre a abundancia do taxon de
interesse e varidveis fenotipicas, permitindo identificar qual estirpe apresenta maior crescimento relativo
antes de projetar estudos confirmatdrios com poder estatistico aprimorado (Ferdous et al., 2022h).
Considerando, que o objetivo nao é testar hipdteses especificas com poder estatistico elevado, mas sim
gerar dados preliminares que orientem futuras investigacées mais robustas, podendo seu uso servir para
criacdo de novas hipéteses e/ou reformulacdao de desfechos ja existentes na literatura atual, a
amostragem alvo deste presente estudo foi delimitada em 50 participantes, assumindo assim uma
distribuicao normal dos indices de diversidade microbiana, visando garantir a reprodutividade dos
achados. Em termos de comparagdo, um dos principais estudos de referéncia do tema "Projeto
Microbioma Humano" utilizou uma amostragem de 300 participantes, sendo de 50 por cada local de
estudo para viabilizar toda logistica por trds (Aagaard et al., 2013). Apesar, deste estudo apresentar
resultados preliminares, com esta amostragem ainda sera possivel o reaproveitamento dos dados,
inclusive das amostras, indo além da composicao taxondmica no futuro, utilizando por exemplo,
abordagens multi-6micas para estudar funcionalidade e composicao do microbioma afundo, sendo
assim, possivel contribuir de fato para elucidar a funcionalidade do microbioma e sua relevancia clinica.
A elegibilidade do estudo incluird a populacao-alvo de 50 jovens universitarios 218 anos, recrutados no

campus da Escola Superior de Saude, na cidade do Porto, Portugal.

2.3. Questionarios

O Patient Health Questionnaire-9 (PHQ-9) é um instrumento de autorrelato de nove itens que avalia a
frequéncia de sintomas depressivos nas tltimas duas semanas, atribuindo pontuacdes de O (“nenhum
dia") a 3 (“quase todos os dias”). A soma total varia de 0 a 27, sendo os escores >10 indicativos de
depressao moderada a grave, o que permite identificar jovens universitarios em risco de
comprometimento psicoldgico (Kroenke et al., 2001).

O Generalized Anxiety Disorder-7 (GAD-7) consiste em sete questdes que mensuram sintomas de

ansiedade generalizada, também classificando a frequéncia em quatro niveis de O a 3. Escores 210
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sugerem relevancia clinica de transtorno de ansiedade, facilitando a deteccao de quadros ansiosos de
intensidade moderada a severa em populacdes sauddveis, com aplicacao rdpida em estudos de
correlacao com biomarcadores (Spitzer et al., 2006).

O Mediterranean Diet Adherence Screener (MEDAS) é um questiondrio de 14 itens que quantifica hdbitos
alimentares caracteristicos da dieta mediterranea especificamente, atribuindo 1 ponto a praticas
favoraveis (consumo didrio de frutas, lequmes, azeite, etc.) e O caso contrario. Pontuacoes 28 refletem
alta adesao, associada a perfis metabdlicos e inflamatdrios protetores, o que permite correlacionar
padrdes dietéticos com variacdes no microbioma oral e cutaneo (Schréder et al., 2011)

O International Physical Activity Questionnaire (IPAQ), versao curta, avalia a duracao e frequéncia de
atividades fisicas em dominios de intensidade leve, moderada e vigorosa, convertendo resultados em
MET-minutos/semana. Com base nos valores obtidos, classifica-se atividade fisica em baixa, moderada
ou alta, o que viabiliza relacionar niveis de gasto energético habitual com perfis de diversidade microbiana
(Craig et al., 2003)

A avaliacdo antropométrica por bioimpedancia elétrica medird indice de massa corporal (IMC),
porcentagem de massa gorda e massa muscular em quilogramas, sequindo protocolos padronizados de
posicionamento e calibracao do equipamento. A estatura sera autorrelatada e confirmada quando
possivel, garantindo a fidedignidade dos calculos de composicao corporal, essenciais para investigar
associacoes entre estado nutricional e microbioma (Kyle et al., 2004).

A combinacao destes instrumentos permitira abordar de forma integrada os aspetos de saude mental
(PHQ-9, GAD-7), habitos alimentares (MEDAS) e nivel de atividade fisica (IPAQ), além de caracterizar o
estado antropométrico atual do participante por bioimpedancia. Todos os questionarios sao amplamente
validados internacionalmente, assegurando comparabilidade e robustez metodoldgica na correlagao
preliminar entre variaveis psicossociais, dietéticas e de composicao corporal com o microbioma oral e

cutaneo.

2.4.Meios de Cultura

Trypticase Soy Broth (TSB) é um meio de cultura liquido de uso geral, formulado com digeridos
enzimaticos de caseina e soja que fornecem aminoacidos e compostos nitrogenados, dextrose como
fonte de energia, cloreto de sddio para equilibrio osmdtico e fosfato de potdssio como agente
tamponante para estabilizacao do pH durante o crescimento microbiano (TSB -TRYPTICASE SOY
BROTH, n.d.).0 glicerol atua como crioprotetor e fonte de carbono, reduzindo a formacao de cristais de

gelo durante o congelamento e preservando a viabilidade celular em concentragcées de 15% para
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bactérias (“Blue-White Screening & Protocols for Colony Selection,” 2025). Ja o Tryptic Soy Agar (TSA)
incorpora agar como agente solidificante e mantém a base nutritiva do TSB, sendo indicado para
isolamento primario, contagem total e manutencao de culturas nao seletivas (Dalynn biologicals, 2003).
Por fim, também foi utilizado o meio YEPD, Yeast Extract Peptone Dextrose, para promover
especificamente o cultivo e crescimento de leveduras. O YEPD é um meio nutritivo classico favoravel
para o desenvolvimento fungico, especialmente leveduras, permitindo a avaliacao quantitativa da
presenca desses microrganismos nas amostras.

Para preparar o meio de preservacao das amostras, pesa-se 9 g de TSB desidratado em 300 mL de dgua
destilada em frasco Schott de 500 mL, agita-se até dissolucao completa e esteriliza-se a 121 °C por 15
min em autoclave calibrada. Apds o resfriamento a 45-50 °C, mistura-se estérilmente glicerol para
obtencao de 15% em volume final. Em camara de fluxo laminar, pipeta-se 1,5 mL desse meio em
microtubos de 2 mL, assegurando auséncia de bolhas e deixando 0,5 mL de espaco livre para ainsercao
do zaragatoa sem transbordamento, o que também facilita a homogeneizacao da amostra durante o
processamento.

Parao TSA, dissolvem-se 40 g de meio em 1L de agua destilada, esteriliza-se a121°C por 15 min, verte-
se em placas estéreis apds leve resfriamento e aguarda-se a solidificagao completa antes do uso em
isolamento ou controle de pureza de culturas. De forma similar, para preparar o meio YEPD, pesa-se 3 g
de extrato de levedura, 6 g de peptona e 6 g de glucose em 300 mL de dgua destilada em frasco Schott
de 500 mL, agita-se até dissolucao completa e esteriliza-se a 121 °C por 15 min em autoclave calibrada.
Ap6s o resfriamento a 45-50 °C, em camara de fluxo laminar, verte-se em placas estéreis apds leve
resfriamento e aguarda-se a solidificacao completa antes do uso.

Por fim, o meio Agar Sabouraud Dextrose (SDA) que é um meio de cultura seletivo, especificamente para
o0 isolamento e cultivo de fungos, como leveduras e holores serd usado. A sua eficdcia reside na sua
composicao: a alta concentracao de dextrose (glicose) e a peptona fornecem os nutrientes necessarios
para o crescimento fungico, enquanto o seu pH acido, em torno de 5.6, inibe o crescimento da maioria das
bactérias, permitindo que os fungos se desenvolvam sem competicao. Para a sua preparacao, 0s
componentes desidratados (tipicamente 40 g/L de dextrose, 10 g/L de peptona e 15 g/L de dgar) sao
dissolvidos em dgua destilada, aquecidos até a dissolucao completa e, de sequida, esterilizados em
autoclave a121°C por 15 minutos (Sabouraud Dextrose Agar Acc. EP + USP, n.d.). Apds arrefecer, o meio
é vertido em placas, de forma similar aos anteriores.

O controle de qualidade do meio de preservacao inclui ainoculagao de zaragatoas estéreis impregnadas

em cepa-controle (por exemplo, E. coli) em paralelo, incubacao a 37 °C por 48 h e observacao Gptica do
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crescimento apenas no tubo de controle positivo, confirmando a esterilidade dos demais tubos e a
capacidade do meio em suportar viabilidade microbiana.
Esta metodologia rigorosa assegura que os meios de cultura estejam adequadamente preparados,

esterilizados e validados, garantindo a confiabilidade das analises microbioldgicas e a preservacao das

propriedades fisioldgicas das amostras até o momento da inoculagao ou analise posterior.

2.5. Microbioma Oral

Inicialmente apds preparacao do participante ja previamente informado, o mesmo devera realizar
bochechamento e excrecao de dgua filtrada por 30 segundos para eliminar detritos superficiais. Em
seguida, realizam-se o procedimento de coleta por zaragatoa do dorso lingual, tal regiao é reconhecida
como o nicho anatémico de maior diversidade microbiana intraoral, abrigando comunidades complexas
dominadas por espécies-chave, cuja composicao e abundancia relativa tém demonstrado associacoes
significativas com condicdes como halitose, doenca periodontal e inflamacao sistémica (Lowry et al.,
2016; Shoer et al., 2023).

Apds, serao utilizadas zaragatoas estéreis de poliéster com haste flexivel, pressionadas em movimento
zigue-zague por 30 segundos da regiao posterior a anterior, a fim de recuperar o biofilme microbiano de
maior diversidade. Imediatamente apds cada coleta, as zaragatoas e os tubos de saliva sao transferidos
para microtubos de 1,5 ml contendo meio TSB suplementado com 15% de glicerol e mantidos em gelo até
o congelamento a —80 °C, realizado em até 15 min, garantindo preservacao da viabilidade e integridade

gendmica das comunidades microbianas oral para analises subsequentes.

2.6. Microbioma Cutaneo

O protocolo de colheita do microbioma cutaneo focaliza-se na regiao volar do antebraco, reconhecida
como uma drea de diversidade microbiana moderada e estabilidade temporal superior
comparativamente a outras regides corporais, sendo menos influenciada por fatores externos como
sudorese excessiva, contacto direto com superficies ambientais ou aplicacao frequente de produtos
cosmeéticos. Esta localizacao anatémica especifica oferece vantagens metodoldgicas significativas,
incluindo uma drea de amostragem ampla e padronizada, baixo risco de contaminacao cruzada e
representatividade dos habitos de higiene e estilo de vida do participante, constituindo um biomarcador
fiavel da microbiota cutanea residente. A preparacao do participante requer abstencao rigorosa de
lavagem da regiao com sabonetes ou aplicacao de produtos hidratantes por um periodo minimo de 12

horas precedentes a colheita, fundamentando-se em evidéncias cientificas que demonstram alteragoes
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substanciais na composicao microbiana associadas ao uso de produtos de higiene e cuidado da pele
(Glenna et al., sem data; Grice et al., 2008).

O procedimento de colheita segue um protocolo altamente padronizado que inclui a delimitacao de uma
area de 4 cm? na regiao central do antebraco volar (entre o cotovelo e o pulso), garantindo uniformidade
na area amostrada entre todos os participantes e permitindo a quantificacao precisa da densidade
microbiana por unidade de drea. A colheita propriamente dita utiliza zaragatoas estéreis humedecidas
com duas gotas de solucao estéril de NaCl 0,9%. A técnica de swabbing consiste na aplicacao de
movimentos circulares concéntricos durante 30 segundos, mantendo uma pressao padronizada de 300
g/cm? dentro da drea delimitada previamente, assegurando colheita uniforme e reprodutivel do biofilme
microbiano.

0 acondicionamento das amostras requer transferénciaimediata da zaragatoa para microtubos estéreis
de 1,5 ml previamente preparados e secos, seguida de congelamento a -80°C no prazo mdaximo de 15
minutos apds a colheita, preservando a integridade do DNA microbiano e prevenindo alteracdes na
composicao das comunidades bacterianas. O protocolo inclui controlos ambientais rigorosos mediante
exposicao de zaragatoas estéreis ao ambiente de colheita durante o procedimento, mas sem contacto
com a pele, permitindo a identificacao e quantificacao de potenciais contaminacdes atmosféricas que
possam influenciar os resultados das analises microbioldgicas subsequentes. Esta metodologia visa
padronizar a colheita do microbioma cutaneo do antebraco volar, proporcionando dados robustos e
essenciais para analises correlacionais com indicadores de saude fisica, mental e fatores

comportamentais em jovens universitdrios.

2.7. Analise Microbioldgica

Todas as etapas foram conduzidas em duplicata por dois pesquisadores, garantindo reprodutibilidade e
robustez metodoldgica. Inicialmente, as amostras de pele e boca foram inoculadas em meio TSA, cuja
escolha permite o crescimento de uma gama abrangente de bactérias nao restrita a grupos especificos,
refletindo a totalidade da microbiota cultivavel. Antes da inoculacao, todos os meios foram devidamente
autoclavados a 121 °C por 15 minutos para garantir esterilidade. Apds inoculacao, as placas foram
incubadas a 35 °C por 48 horas, proporcionando condi¢des ideais para o desenvolvimento bacteriano,
especialmente de espécies mesofilicas humanas. Apds o crescimento inicial, as amostras foram
transferidas para novas placas de TSA, visando obter coldnias isoladas para analise morfoldgica e testes

subsequentes. As amostras com suspeita de presenca de fungos ou leveduras foram isoladas e

inoculadas em meio SDA (Sabouraud Dextrose Agar) e YEPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) para
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confirmacao e quantificacao. O SDA, incubado a 25°C por até 7 dias, favorece o crescimento fuingico,
permitindo identificar tanto leveduras quanto fungos filamentosos em ambas as amostras. A
quantificacao foi expressa em nimero total de amostras com crescimento positivo, evidenciando o grau
de colonizacgao fuingica nos diferentes sitios.

Em todas as amostras de ambos microbiomas foram realizadas a quantificacao das Unidades
Formadoras de Coldnia (UFC), permitindo comparacdes quantitativas entre os sitios e entre diferentes
sujeitos da pesquisa. Apds contagem das coldnias, foi realizada a avaliacao morfoldgica, incluindo
descricao detalhada dos sequintes parametros: formato, borda, elevacao, superficie, brilho, densidade,
consisténcia e cor das coldnias. Esse procedimento permite criar uma matriz de identificacao preliminar
e contribui para classificar os diferentes morfotipos bacterianos presentes nas amostras.

Por fim, para cada coldnia isolada, foi realizada coloracao de Gram segundo protocolo padrao: fixagao
parcial, aplicacao de cristal violeta, tratamento com lugol, descoloracao com alcool e contra-coloracao
com safranina. Em seguida, a lamina é lavada, seca ao ar e observada em microscdopio com dleo de
imersao e objetiva de 100x para analise (Ministério da Satide, 2001). Os corantes foram utilizados em
tempos exatos conforme recomendac¢6es do Manual do Ministério da Saude Brasileiro sobre a técnica,
permitindo distinguir entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, informacao crucial para

identificacao taxondmica e implicacées clinicas potenciais.

2.8. Andlise Estatistica

Previamente a avaliacao da existéncia de correlacao, procedeu-se a avaliacao da normalidade das
distribuicoes das variaveis continuas mediante aplicacao do teste de Kolmogorov-Smirnov.

As varidveis antropomeétricas (indice de massa corporal, massa gorda, percentagem de gordura corporal
e massa muscular esquelética) apresentaram distribuicdo normal, sendo submetidas a andlise de
correlacao paramétrica de Pearson. Por sua vez, as pontuacoes totais derivados dos instrumentos
psicométricos e comportamentais - PHQ-9 (Patient Health Questionnaire-9) para sintomatologia
depressiva, GAD-7 (Generalized Anxiety Disorder-7) para sintomas ansiosos, MEDAS (Mediterranean
Diet Adherence Screener) para adesao a dieta mediterranea e IPAQ (International Physical Activity
Questionnaire) para nivel de atividade fisica - foram analisados mediante correlacao nao paramétrica de
Spearman (o), dada a natureza ordinal destes dados e/ou auséncia de normalidade em suas
distribuicoes.

A magnitude das correlacdes foi interpretada conforme os critérios convencionais, valores absolutos de

r entre O e 0,3 foram considerados fracos; entre 0,4 e 0,6, moderados; e acima de 0,7, fortes (Mardco,
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2018). Foram identificadas correlacdes estatisticamente significativas entre varidveis continuas, isto €,
foram realizados os testes Hy: o = 0 (auséncia de correlacao) versus H: o # O (presenca de correlacao).

Quando as correlacges foram significativas procedeu-se ao calculo do coeficiente de determinacao (R?)

para quantificacao da proporcao de variancia explicada.

3. Resultados

3.1. Perfil Sociodemografico

A amostra foi composta por 55 estudantes universitdrios, sendo maioritariamente do sexo feminino,
74,5% versus 25.5%, destes, todos se identificam com o mesmo género atribuido ao nascimento, como

indicado naimagem de distribuicdo de género (Figura 4).

Sexo atribuido a nascenga
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Figura 1-Distribui¢do do sexo

Apenas 5 participantes ou 9% da amostra, sao imigrantes, sendo esta totalidade com o pais de origem

representado pelo Brasil, como identificado pela Tabela 1, abaixo.

Pais de origem

Cumulative
Frequency  Percent  Walid Percent Fercent
Yalid Fartugal 50 90.9 90.9 90.9
Brasil 5 9.1 9.1 100.0

Total 55 100.0 100.0

Tabela 1- Pais de origem

A amostra contempla participantes dos 18 a 36 anos, com a faixa mais representativa entre 20-22 anos,
sendo quase 40% da totalidade, com a grande maioria, 61,8%, com a presenca de pelo menos um animal

de estimacao em seu lar. Além disto, a andlise do contexto socioeconémico revela, através da Figura 5, a
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predominancia de participantes pertencentes a familias nucleares com nimero médio de membros entre

3 e 5pessoas, o que reflete um padrao demografico comum em ambientes urbanos portugueses.
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Figura 2- Agregado Familiar

Os resultados dos questiondrios também evidenciaram uma distribuicao entre as faixas de renda e
ocupacoes do agregado familiar. No que diz respeito a renda do agregado, observou-se uma
concentracdo nas faixas de renda mais altas, onde 38,2% dos agregados familiares reportaram uma
renda "Acima de 5 saldrios minimos" e 29,1% se encontram na faixa "de 3 a 5 saldrios minimos". E
importante notar que este dado reflete a renda total do agregado, nao sendo ponderado pelo nimero de
dependentes. Em relacao a ocupacao profissional que constitui a principal fonte de renda do agregado,
houve uma diversidade de setores, com destaque para a categoria de "Empresario(a) / Comerciante”,
representando 16,4% da amostra. Outras profissdes relevantes incluiram "Auténomo(a)” (9,1%) e
"Funciondrio(a) Publico” (7,3%). Em paralelo, ao analisar a area de atuacao profissional, observou-se uma
forte concentracao na area da salde, sendo este o campo de maior representatividade na amostra,

conforme detalhado na Figura 6.
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Atividade profissional principal do agregado
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Figura 3- Atividade Profissional

A andlise do histdrico familiar de saude revelou que uma parcela significativa da amostra,
correspondente a 41,8% , reportou possuir ao menos um parente de primeiro grau (pai ou mae) com
diagndstico de doenca cronica. Dentre as condicoes mencionadas, a Hipertensao Arterial Sistémica e a
Diabetes Mellitus foram as mais prevalentes, sequidas por doencas autoimunes e/ou reumaticas. Outras
condicoes como doencas cardiacas e asma também foram reportadas, porém com menor frequéncia. A

distribuicao detalhada destas comorbidades estd evidenciada na Figura 7.
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Se sim, especifique doenga crénica e grau de parentesco

Figura 4- Doenca Cronica e Grau de Parentesco

Outro destaque do perfil é o padrao de consumo de substancias, a andlise do consumo de medicamentos

prescritos revelou que pouco menos da metade da amostra, 47.3% nao consome nenhum tipo de

18



s (3
medicacao prescrita, entretanto, 23.3% faz uso da pilula contracetiva e 7.3% faz uso de antidepressivos
(Tabela 2). Além disto, a respeito do uso de substancias psicoativas ilicitas, a prevaléncia na amostra foi
baixa. Apenas 3,6% dos participantes relataram ter feito uso de alguma droga ilicita ao longo da vida.
Dentre os participantes que reportaram o uso de substancias psicoativas, o consumo foi exclusivamente
de Cannabis e o relato de uso foi descrito como esporadico e social, nao havendo indicios de uso abusivo

ou problematico na amostra investigada.

Toma medicagdo prescrita atualmente?Qual?

Curmulative
Frequency  Percent  Valid Percent Percent
Valid 0 26 47.3 47.3 47.3
Pilula contraceptiva 13 236 236 708
Antidepressivo 4 73 7.3 782
Antiepilético 1 1.8 1.8 B0.0
Anticoagulante 2 36 36 836
Anti-histaminicos e outros a8 145 145 §8.2
{insfnia){lsotreneinina)
Para esquizofrenia 1 1.8 1.8 100.0

Total 55 100.0 100.0

Tabela 2- Uso de Medicacao Prescrita

Esses dados sao particularmente relevantes, pois fornecem contexto sobre possiveis influéncias
comportamentais e ambientais que podem modular tanto a saide mental quanto a saude fisica dos

participantes

3.2. Perfil Antropométrico da Amostra
Os resultados da avaliagao antropomeétrica, conduzida por bioimpedancia, evidenciam que a populagao
estudada de jovens universitdrios apresenta, em média, valores de IMC compativeis com a faixa de

normalidade para adultos, com maioria dos participantes situando-se em 24,2 kg/m? (Tabela 3).

Descriptive Statistics

N Minimum  Maximum Mean Std. Deviation
Peso 35 51.40 117.90 66.4886 12.55475
indice de Massa Corporal 35 17.10 33.70 24.2114 3.65173
(kg/m?)
Massa Muscular 36 19.20 44,60 25.7222 517125
Esquelética (Kg)
Massa Gorda (Kg) 35 4.70 39.90 19.4457 8.21001
Percentual de Gordura 35 8.90% 4480% 28.6486% 8.81103%
Corporal

Tabela 3- Andlise da Bioimpedancia
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Ao analisar a composicao corporal, com foco primdrio na massa muscular, observou-se uma distincao
clara entre os sexos, conforme esperado para o perfil demografico. A massa muscular esquelética foi
significativamente superior no grupo masculino, que apresentou uma média de 34,1 + 51 kg, em
comparagao com o grupo feminino, cuja média foi de 24,3 + 3,4 kg. Estes valores sugerem uma bhase
muscular adequada na maioria dos participantes, um indicador fundamental para o metabolismo basal e
a saude geral.

Em sequida, a andlise da percentagem de gordura corporal revelou certa variabilidade na composicao
corporal da amostra de estudo. O grupo feminino apresentou uma média de percentagem de gordura de
30,2% +7,5%, enquanto o grupo masculino registou umamédia de 18,5% + 7,6%. Apesar de amédia geral
se encontrar dentro de parametros esperados, a variacao individual foi notdvel, com um subgrupo de
participantes, especialmente do sexo feminino, apresentando valores de gordura corporal acima do

recomendado para a manutencao da saude, indicando potenciais dreas para intervencao.

3.3. Resultado dos Questionarios
A anadlise dos quatro instrumentos utilizados fornece um panorama abrangente do estado de saude
mental e dos padroes comportamentais dos participantes:

* PHQ-9 (depressao): A maioria encontra-se abaixo do ponto de corte para depressao
moderadamente grave ou grave, porém, 27 participantes (49,1%) possuem pontuacées
compativeis com sintomas clinicos, sugerindo necessidade de monitoramento psicoldgico.
Considerando que a média foi de 10.4 e uma pontuacao 210 geralmente indica a presenca de
depressao clinicamente significativa e pode justificar uma avaliagao clinica mais aprofundada

(Figura 8).
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Simple Histogram of Escore total PHQ-9 (depress&o)
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Figura 5- Resultado PHQ-9

* GAD-7 (ansiedade): Resultados semelhantes ao PHQ-9, com predominancia de escores baixos,
mas registo de casos com ansiedade significativa (Figura 9). A média apresentada foi de 9.23
pontos (minimo = 0; maximo = 20) na amostra vélida (n = 55). A distribuicao por faixas foi: minima
0-4 = 345%, leve 5-9 = 29,1%, moderada 10-14 = 16,4% e grave 15-21 = 20,0%, indicando

concentragao entre minima/leve com contingente relevante nas faixas clinicas (>10).

Simple Histogram of Escore total GAD-7 (ansiedade generalizada)

Mean =9.23
Stel. Dev. = 5.676
N =56

60

Frequency

o 1 2 3 4 5 B 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 20

Escore total GAD-T (ansiedade generalizada)

Figura 6- Resultado GAD-7

» MEDAS-7 (adesao a dieta mediterranea): Predominancia de escores intermedidrios, indicando
habitos alimentares com potencial de melhoria. Poucos participantes atingem os patamares

recomendados para adesao plena ao padrao mediterraneo. O MEDAS apresentou média de 5,96
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pontos (minimo = 2; méximo = 12), com 43,6% dos participantes em adesao baixa (0-5), 49,1%

em adesao moderada (6-9) e 7,3% em adesao alta (10-14), como evidenciado pela Figura 10.

Simple Histogram of Escore total MEDAS-7 (adesao a dieta mediterranea)

15.0

NMean = 593
Std. Dev. =2114
N =58

100

Frequency

50

0.0
0 2 4 6 a 10 12

Escore total MEDAS-7 (adesdo a dieta mediterranea)

Figura 7- Resultado MEDAS-7

IPAQ (atividade fisica): moderado = 41,8%, alto = 36,4% e baixo = 21,8% (n = 55), indicand
predominancia de niveis moderados a altos de atividade fisica na amostra e uma distribuica
heterogénea, com presenca de subgrupos sedentarios e outros fisicamente ativos, ressaltando

importancia da diversidade comportamental na satide universitdria (Figura 11).

Pie Chart Count of Valor IPAQ (nivel de atividade fisica)

Valor
IPAQ
(nivel de
atividade
fisica)

B Baixo

W Moderado
HAita

Figura 8- Resultado IPAQ
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3.4.Resultado Estatisticos

Os resultados evidenciaram auséncia de correlagdes significativas entre as pontuacoes totais de
depressao (PHQ-9) e as varidveis antropométricas avaliadas (p > 0,05 para todas as comparacdes).
Contrariamente, identificou-se correlacao negativa moderada e estatisticamente significativa entre
sintomatologia ansiosa (GAD-7) e massa muscular esquelética (r= -0,368; p = 0,027), indicando que
maiores niveis de ansiedade se associam a menor quantidade de massa muscular. Similarmente, o nivel
de atividade fisica (IPAQ) correlacionou-se positiva e moderadamente com massa muscular esquelética

(r=0,398; p=0,016), como elucidado na Figura 12.

L

Escore total PHQ-S (depr

Avaliagdo de Ansiedade GAD.T

Figura 12- Correlacdo entre PHQ-9 x GAD-7

Particularmente relevante foi a forte correlacdo positiva observada entre as pontuacdes totais de
depressao e ansiedade (r= 0,782; p < 0,001), com um R? = 0,646 o que significa que 64,6% da
variabilidade da pontuacao total devido a depressao pode ser explicada pelos niveis de ansiedade (R® =
0,646;b=0,872;p <0,001), conforme a equacao: Depressao = 3,241+ 0,872 x Ansiedade.

Relativamente a adesao a dieta mediterranea (MEDAS-7), esta varidvel ndo apresentou distribuicao
normal conforme confirmado pela Figura13 (p = 0,011 < 0,05), justificando 0 emprego da correlacdo nao-
paramétrica de Spearman, para todas as andlises subsequentes envolvendo o MEDAS ou seus itens

constituintes.
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Testes de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Estatistica gl Sig Estatistica al Sig
Escore total MEDAS-7 166 55 <,001 943
(adesdo a dieta
mediterranea)

w
o
o
—
s

Figura 13- Teste de Kolmogorov-Smirnov para avaliar normalidade de MEDAS

Quando avaliadas as correlacoes entre as questoes individuais do MEDAS e as pontuacoes relativas aos
outros inquéritos preenchidos, foram encontrados padrdes heterogéneos. O consumo de refrigerantes
acucarados correlacionou-se significativamente com a pontuacgao total do MEDAS (0 = 0,432;p < 0,001).
De forma contraria, o consumo de sobremesas doces, bolachas e bolos de pastelaria nao apresentou
correlacao significativa com o MEDAS total (o = 0,218; p = 0,111), pois onde o p (significancia)>0,05 o
resultado ndo é confidvel, ndo permitindo extrapolar os achados e a forca de correlagdo o (rho)
encontrada, sugerindo que este item em particular possa apresentar comportamento independente ou
padrao de resposta diferenciado nesta amostra.

0 consumo de carne vermelha, por sua vez, mostrou correlacao moderada positiva e significativa com a
pontuacao total de MEDAS (o = 0,548; p < 0,001), confirmando que a reducdo de consumo desta
categoria alimentar é componente relevante na pontuacao global de adesao a dieta estudada. Contudo,
nenhum destes itens especificos do MEDAS apresentou correlacao significativa com as pontuacgoes
totais de depressao (PHQ-9) ou ansiedade (GAD-7), mantendo-se o padrdo de nao-associagao
previamente descrito para a pontuacao total da dieta com varidveis psicoldgicas, conforme descrito pela
Figura 14. A respeito das correlagdes entre os itens alimentares e as varidveis antropométricas de
composicao corporal (IMC, percentagem de gordura corporal e massa muscular esquelética), nenhuma

associacao estatisticamente significativa foi identificada.
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Correlations
Quantas

porghes de
carne Quantas vezes
vermelha, por semana Quantas
hamburger ou consome porgdes de
derivados Quantos sobremesas manteiga, Quantas
(fiambre, refrigerantes Quantas doces, Quantas margarina ou porgdes de
salsichas, etc) agucarados porgdes de holachas e porgdes de natas horticolas crus B B
consome par consome par frutos secos holos de fruta fresca consame por e cozinhados PONTUAGAC PONTUAGAQ
dia? dia? por semana pastelaria? come por dia? dia? come por dia? (GADT) (PHG-9) SOMA IPAQ
Spearman's tho  Quantas porgdes de came  Correlation Coefficient 1.000 135 131 131 035 282 -.082 082 262 -.022
vermelha, hamburger ou
derivados (fiambre, Sig. (2-tailed) 433 446 446 840 086 593 636 123 500
salsichas, etc) consome
por dia? N 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36
Quantas refrigerantes Carrelation Coefficient 135 1.000 .031 .03 .086 -.051 180 o122 -.097 -.208
gfgf“““ FONSOMEROT gig, (2-tailed) 433 856 856 618 768 .295 477 573 224
. N 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36
Quantas porgdes de frutos  Carrelation Coefficient 131 031 1.000 -.064 .203 -.328 .209 313 139 094
LA i) 5ig. (2-tailed) 446 856 1 236 051 222 025 413 585
N 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36
Quantas vezes por Caorrelation Coefficient 131 031 -.064 1.000 041 -.040 006 234 254 214
semana consome
sobremesas doces, Sig. (2-tailed) 446 .BE56 Al 814 817 a74 70 135 M1
bolachas e bolos de
pastelaria? N 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36
Quantas porgdes _deﬂuta Correlation Coefficient .035 .086 .203 o4 1.000 197 325 11e 053 238
72130 GO (G el Sig. (2-tailed) 840 618 236 814 249 053 494 761 162
N 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36
Quantas porgdes de Correlation Coefficient 282 -.051 -.328 -.040 197 1.000 -.009 -138 -.058 065
manisiga, Margarna o gig (5 tajleq) 096 768 081 817 249 958 423 738 708
natas consome por dia?
N 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36
Oua{mas porgdes de Correlation Coefficient -.082 180 209 .006 325 -.009 1.000 .295 264 -.083
IR B Sig. (2-tailed) 593 295 222 74 053 958 . 081 120 631
cozinhados come por dia?
N 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36
F‘ONTUA(,‘AO (GADT) Carrelation Coefficient .082 =123 373 234 118 -138 .205 1.000 7397 066
Sig. (2-tailed) 636 477 .025 170 494 423 081 . <.001 702
N 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36
PONTUAQAO (PHG-3) Caorrelation Coefficient 262 -.087 139 254 053 -.058 264 7397 1.000 204
Sig. (2-tailed) 123 573 419 135 761 738 120 <.001 232
N 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36
SOMA IPAQ Caorrelation Coefficient -.022 -.208 094 214 238 065 -.083 066 204 1.000
Sig. (2-tailed) 800 224 585 211 162 708 631 702 232
N 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36

* Correlation is significant at the 0.05 lavel (2-tailed)
*** Correlation is significant atthe 0001 level (2-tailed)

Figura 9- Correlagdes entre perguntas avulsas do MEDAS e pontuacdo total dos outros questionarios de Satde Mental e Fisica

3.5. Resultado da Microbiologia

Para a caracterizacao microbioldgica, foram adotados critérios morfoldgicos rigorosos para analise das
coldniasisoladas, incluindo forma, borda, elevacao, superficie, brilho, densidade, consisténcia e cor. Estes
dados foram complementados pela coloracao de Gram e testes especificos em meios seletivos, como o
SDA, quando houve suspeita de presenca de leveduras ou fungos.

A partir desta abordagem, foram identificados nove géneros possiveis, 0s quais se repetiram em ambos
o0s microbiomas avaliados. A sequir, detalham-se os principais resultados para cada isolado analisado:

1)Género provavel: Candida albicans. Células ovais Gram-positivas com brotamento caracteristico de

levedura, confirmadas pelo crescimento positivo em meio seletivo SDA. A morfologia rizdide observada

na placa é compativel igualmente.

Caracterizacao visual: colénia com morfologia rizoide, borda fimbriada, elevacao bosselada, superficie
rugosa, brilho fosco, densidade opaca, consisténcia quebradica e auséncia de pigmentacao aparente,

conforme apresentado pela Figura 15.
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Figura 10-Placa MO-1. Descrigao: coldnia rizoide cultivada em TSA

Coloracao de Gram: apesar de nao adequada para fungos, foi possivel a visualizagao de células ovais,

Figura16 e 17.

Figura 11-Placa MO-1. Descricdo: imagem de microscopia aliada a coloracao de Gram, na objetiva de 50x

26



S

£ o]

Figura 12-Placa MO-1. Descricdo: imagem de microscopia aliada a coloracdo de Gram, na objetiva de 100x

Teste em SDA: crescimento positivo, corroborando a suspeita de presenca de levedura ou fungo

presente no isolamento conforme visto na Figura 18.

Figura 13- Placa MO-1. Descrigdo: crescimento positivo da coldnia rizoide cultivada em SDA

2)Género provavel Streptococcus spp, provavel Streptococcus mutans ou Streptococcus sanguinis. Pela

identificacao visual com cocos Gram-positivos somada morfologia de coldnia caracteristica de
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estreptococos presentes no microbioma oral. Ambas as espécies sao colonizadores precoces e

residentes comensais da cavidade oral.

Caracterizacao visual colénia puntiforme, borda inteira, elevacao convexa, superficie lisa, brilho

brilhante, densidade transltcida, consisténcia cremosa e auséncia de pigmentacao.

Coloracao de Gram: gram-positivo. Cocos esféricos dispostos em pequenas cadeias, conforme abordado

pela Figura19.
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Figura 14- Placa MO-1 Coldnia Puntiforme. Descricdo: imagem de microscopia aliada a coloracao de Gram, na objetiva de 100x

3)Género provavel: Staphylococcus spp. (provavel Staphylococcus epidermidis). A morfologia é

indicativa de estafilococos. A presenca de pigmentacao nesta placa diferencia-a do isolado anterior
(Estreptococos), sugerindo fortemente pertencimento ao género Staphylococcus. S. epidermidis é muito
prevalente no microbioma oral como residente comensal e frequentemente isolada em ambientes orais
sauddveis.

Caracterizacao visual: coldnia circular, borda inteira, elevacao convexa, superficie lisa, brilho brilhante,

densidade translucida, consisténcia cremosa e presenca de pigmentacao discreta, apresentado pela
Figura 20.
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Figura 15- Placa MO-20 em TSA. Descricdo: isolamento da placa MO-20 com a mesma coldnia presente

Coloracdo de Gram: gram-positivo (Figura 21). Cocos esféricos dispostos em aglomerados irregulares

(clusters)

Figura 16- Placa MO-20 Coldnia Circular com cor. Descri¢do: imagem de microscopia aliada a coloragao de Gram, na objetiva de 100x

4)Género_provdvel: Streptococcus spp. ou coagulase-negativo Staphylococcus spp. A distincao

definitiva entre estes dois géneros clinicamente relevantes requer testes bioquimicos adicionais, como a
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prova da catalase que é positiva para Staphylococcus e negativa para Streptococcus, que nao foram
realizados nesta fase. No entanto, a morfologia de cocos Gram-positivos € a caracteristica definidora de
ambos. Se a organizacao predominante observada foi em aglomerados irrequlares semelhantes a
cachos de uva, a probabilidade maior recai sobre Staphylococcus spp., que sao comensais ubiquos da
pele e mucosas. Se a disposicao fosse estritamente em cadeias, apontaria mais para Streptococcus spp..
Dada a sobreposicao visual em algumas preparacoes, ambos permanecem como hipdteses diagndsticas
vdlidas baseadas exclusivamente na microscopia.

Caracterizacao visual: coldnia circular, borda inteira, elevacao convexa, superficie lisa, brilho brilhante,

densidade translucida, consisténcia cremosa e auséncia de pigmentacao.

Coloracdo de Gram: gram-positivo (Figura 22). Cocos agrupados ou em pequenas cadeias, sem a

presenca de bastonetes ou filamentos ramificados.

: o &
| %4 i s

Figura 17- Placa MO-20 Coldnia Circular sem cor. Descricdo: imagem de microscopia aliada a coloracao de Gram, na objetiva de 100x

5)Género_provdvel: Corynebacterium spp. ou ainda Actinomyces spp, provavel Corynebacterium

matruchotii ou Corynebacterium durum. A auséncia de pigmentacao, visualizada em placa, aliada a suas
caracteristicas morfoldgicas, visualizadas posteriormente ao teste de Gram, especialmente por serem
bastonetes irregulares Gram-positivos frequentemente pleomdrficos, apresentam forte indicacao e
caracteristicas bactérias corineformes.

Caracterizacdo visual: coldnia irregular com borda serrilhada, espraiada (crescimento radial disperso),

superficie rugosa, brilho brilhante, densidade translicida, consisténcia cremosa e auséncia de

pigmentacao.
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Coloracdo de Gram: gram-positivo (Figura 23). Bastonetes irregulares, frequentemente pleomdrficos,

com distribuicao heterogénea.

Figura 18-Placa MO-25 Coldnia irregular sem cor. Descricdo: imagem de microscopia aliada a coloragdo de Gram, na objetiva de 100x

6) Género provdvel Propionibacterium acnes ou Prevotella spp. (provavel Prevotella melaninogenica ou

pigmentada similar). A presenca de pigmentacao conjuntamente com a morfologia da coldnia é
altamente indicativa de bactérias produtoras de pigmento. Propionibacterium acnes é um bacilo Gram-
positivo pigmentado, residente oral e de pele, frequentemente isolado do microbioma oral.
Alternativamente, Prevotella melaninogenica é uma espécie Gram-negativa pigmentada, na cavidade
oral como colonizadora de superficies mucosas. Ambas as espécies sao comensais orais reconhecidas,
porém, devido ao teste de Gram +, provavelmente é indicativo de P. acnes.

Caracterizaco visual: colénia circular, borda inteira, espraiada (crescimento radial disperso), superficie

lisa, brilho brilhante, densidade translicida, consisténcia cremosa e presenca de
pigmentacao (amarelada ou discreta).

Coloracdo de Gram: gram-positivo (Figura 24). Bastonetes curtos, finos e pleomdrficos, frequentemente

em pequenos aglomerados.
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Figura 19-Placa MP-2 Coldnia Circular com cor. Descricdo: imagem de microscopia aliada a coloracdo de Gram, na objetiva de 100x

7)Género provavel: Lactobacillus spp. (provavel Lactobacillus salivarius ou Lactobacillus crispatus).

Bastonetes Gram-positivos em disposicao isolada ou pequenas cadeias, compativeis com lactobacilo. A
morfologia de coldnia irregular, ondulada/espraiada, com superficie lisa, brilho fosco e densidade opaca
é caracteristica de Lactobacillus spp., especialmente quando o crescimento é lento e em condi¢des de
microaerofilia. A auséncia de pigmentacao e a textura cremosa reforcam esse diagndstico.

Caracterizacao visual: coldnia irregular com borda ondulada/espraiada, superficie lisa, brilho fosco,

densidade opaca, consisténcia cremosa e auséncia de pigmentacao. Aspecto de crescimento disperso e

radial caracteristico de lactobacilo em TSA.

Coloracdo de Gram: gram-positivo (Figura 25). Bastonetes finos, retos ou ligeiramente curvados,

isolados ou em pequenas cadeias, sem brotamento ou estruturas filamentosas.

Figura 20-Placa MP-10. Descricdo: imagem de microscopia aliada a coloracdo de Gram, na objetiva de 100x
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8)Género provavel: Bacillus spp. (provavel Bacillus subtilis ou Bacillus cereus). Bastonetes Gram-

positivos com presenca de pigmentacao amarela. A morfologia de coldnia associada a presenca de
pigmentacao amarelada, é altamente indicativa de espécies de Bacillus. Bacillus subtilis frequentemente
produz coldnias com coloragao creme a amarela, especialmente em meios como TSA.

Caracterizacao visual: coldnia circular, borda inteira, elevagao convexa, superficie lisa, brilho brilhante,

densidade translicida, consisténcia cremosa e presenca de pigmentacdao amarela/amarelada
caracteristica.

Coloracdo de Gram: gram-positivo (Figura 26). Bastonetes dispostos isoladamente ou em pequenas

cadeias.

Figura 21-Placa MP-34. Descricao: imagem de microscopia aliada a coloragao de Gram, na objetiva de 100x

9)Género provdvel: Serratia_marcescens. Bastonetes Gram-negativos com producdo de pigmento

rosado/rosa-avermelhado. A pigmentacao rosa caracteristica é produto do metabolismo secunddrio de
Serratiamarcescens, especificamente da sintese de prodigiosina, um pigmento altamente caracteristico.
A morfologia de aliada a pigmentacao rosa bem definida confirma de forma conclusiva o diagndstico de
S.marcescens. A presenca em microbioma oral pode estar associada a condi¢des especificas de dishiose
ou comprometimento do sistema imune.

Caracterizacao visual: coldnia circular, borda inteira, elevagao convexa, superficie lisa, brilho brilhante,

densidade transltcida, consisténcia cremosa e presenca de pigmentacao rosada/rosa-avermelhada

intensamente caracteristica (prodigiosina).

33



P.PORTO [

Coloracdo de Gram: gram-negativo (Figura 27). Bastonetes retos com extremidades arredondadas,

dispostos isoladamente ou aos pares.

Figura 22- Placa MP-21 Coldnia de coloracdo Rosa. Descricdo: imagem de microscopia aliada a coloragdo de Gram, na objetiva de 100x

De forma a sintetizar os achados microbioldgicos obtidos na cavidade oral, a Tabela 4 apresentade forma
resumida os principais grupos morfoldgicos observados em cultura e os respetivos géneros
bacterianos/ftingicos possiveis, tal como ja descrito na seccao de Resultados, sem pretensdo de

identificacao definitiva ao nivel de espécie.

Grupo morfoldgico (MO) Possiveis géneros

Leveduras Candida spp.

Cocos Gram-positivos em cadeias Streptococcus spp.

Cocos Gram-positivos em cachos Staphylococcus spp.

Cocos Gram-positivos Streptococcus spp. ou Staphylococcus spp.
Bacilos Gram-positivos irregulares, pleomdrficos | Corynebacterium spp. ou Actinomyces spp.

Tabela 4-Possiveis géneros do microbioma oral
De modo semelhante, a Tabela 5 resume os grupos morfoldgicos identificados nas amostras cutaneas e

0S possiveis géneros microbianos possiveis associados a esses perfis, salientando que se trata apenas

de atribuicdes presuntivas baseadas em morfologia de coldnia e coloracao de Gram.
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Grupo morfoldgico (MP)

Possiveis géneros

Cocos Gram-positivos em cachos

Propionibacterium spp. ou Prevotella spp.

Bacilos Gram-positivos Lactobacillus spp.
Bacilos Gram-positivos com pigmentacao | Bacillus spp.
amarela

Bacilos  Gram-negativos com  pigmento | Serratia spp.

rosa/avermelhado

Tabela 5-Possiveis géneros do microbioma da pele

Vale ressaltar que todos os géneros microbianos citados se repetiram entre MO e 0 MP, com excegdo da
coldnia de coloragdo rosa, observada exclusivamente em MP e compativel, de forma presuntiva, com
Serratia spp. Entretanto, demais testes bioquimicos e de sequenciamento devem ser utilizados para de
fator poder comprovar a suspeita dos géneros apresentados, nao sendo possivel ainda, a extrapolacao
dos mesmo a caracterizacao do microbioma. Além disso, a distingdo entre MO e MP na apresentagao dos
resultados decorreu apenas da origem da amostra apés o crescimento isolado em cultura, uma vez que
os perfis morfolégicos encontrados se sobrepdem. Ainda assim, o MP indicou ter possivel maior
variedade e coexisténcia de diferentes colénias na mesma amostra, quando comparado ao MO,

sugerindo uma composicao cultivavel mais heterogénea na pele do que na cavidade oral.

3.5.1. Contagem de UFC de Bactérias

A avaliacdo guantitativa da Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) foi realizada através da cultura
direta das 47 amostras, processadas em duplicado e sem etapas prévias de diluicao seriada. Esta
abordagem metodoldgica, embora limite a quantificacao absoluta em amostras de alta densidade,
permitiu uma comparacao direta da abundancia relativa de biomassa entre os dois microbiomas
investigados. Os resultados evidenciaram que no MO houve uma saturacao massiva das placas de
cultura, onde 95,8% das amostras (n=45) apresentaram crescimento acima de 200 colénias, sendo
classificadas como incontdveis. Apenas uma fracao residual de 4,2% (n=2) permitiu a individualizacao e
contagem de UFC.

Em contraste, o microbioma da pele (MP) demonstrou uma biomassa significativamente inferior, com

91,5% das amostras (n=43) a apresentarem coldnias perfeitamente isoladas e passiveis de contagem
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precisa dentro dos limites da placa. Apenas 8,5% (n=4) das amostras cutaneas exibiram crescimento
confluente. Esta disparidade nos perfis de MO e MP, valida biologicamente a distincao entre os dois
nichos, com a cavidade oral servindo de potencial reservatdrio de alta densidade e a pele como um
ambiente mais hostil e de menor biomassa, confirmando que o protocolo de sementeira direta, apesar de

saturar as amostras orais, foi eficaz para demonstrar a magnitude da diferenca de carga microbiana

existente entre estes dois habitats humanos.
3.5.2. Presencade Leveduras

A pesquisa de elementos flingicos, especificamente leveduras, revelou uma presenca diferencial entre
os dois nichos anatémicos estudados. No MO, a colonizagao mostrou-se quase universal, com a detecao
de crescimento positivo em 46 das 47 amostras analisadas, o que corresponde a uma taxa de
prevaléncia de 97,9%. Este dado destaca a cavidade oral como um reservatdrio primdrio e consistente
para comunidades fuingicas nesta populacao.

Comparativamente, o MP apresentou uma frequéncia de isolamento inferior, embora ainda de relevancia.
Foi observado crescimento positivo em 32 das 47 amostras, traduzindo-se numa taxa de prevaléncia de
68,1%. Em termos comparativos, a frequéncia de colonizacao por leveduras foi aproximadamente 30%
superior no ambiente oral em relacao ao cutaneo, evidenciando uma diferenca estatisticamente
relevante na distribuicao destes microrganismos.

Estes resultados quantitativos corroboram a observacao direta de que, embora ambos os tecidos
suportem comunidades fungicas, a cavidade oral oferece condi¢c6es ecoldgicas que favorecem uma
colonizagao mais estavel e disseminada do que a pele. A andlise comparativa das taxas de recuperacao
(97,9% vs 68,1%) documenta, através dos dados obtidos, a hierarquia de colonizacao flingica entre

mucosas e epitélio queratinizado na amostra.

4. Discussao
O presente estudo exploratdrio teve como objetivo caracterizar o estado de sadde de uma populacao
jovem universitaria pelos dados dos questionarios de saude fisica e mental aliados ao perfil
antropomeétrico e microbioldgico condizente a MO e MP, e assim, investigando possiveis correlacoes
entre os parametros usados. A andlise integrada dos dados revelou um cendrio de elevada complexidade

onde a heterogeneidade dos perfis microbianos coexiste com padrdes de ansiedade e habitos de vida,

provavelmente, especificos desta populacao jovem académica. Os resultados obtidos nao so

corroboram a distincao ecoldgica fundamental entre os nichos estudados, mas também sugerem
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conexdes funcionais relevantes entre a composicao corporal, 0 bem-estar psicoldgico e a homeostase

microbiana, alinhando-se com a hipétese emergente de que a satde global resulta de um equilibrio

dinamico entre o hospedeiro e 0s seus simbiontes.

4.1. Perfil Sociodemografico e Antropométrico

A amostra inicial de 55 participantes revelou um perfil sociodemografico que expoe aspetos
comportamentais e contextuais de relevancia para a compreensao das dinamicas entre saide mental,
composicao corporal e ecologia microbiana. A distribuicao por género evidencia predominancia feminina
de 74,5% versus 25,5% de participantes do sexo masculino, com todos os individuos identificando-se
com o género atribuido ao nascimento, refletindo um padrao comum em programas de formacao em
satide em Portugal. Apenas 9% da amostra (n=5) representa populacdo imigrante, exclusivamente
originaria do Brasil, sugerindo homogeneidade étnico-cultural que, embora limite generalizacoes
transculturais, minimiza varidveis de confundimento relacionadas a adaptacao a novos ambientes ou
choques dietéticos agudos.

Afaixa etaria da amostra concentra-se entre 18-36 anos, com 40% dos participantes situados entre 20-
22 anos, representando o periodo critico de consolidacao de identidade adulta e estabelecimento de
padroes de vida duradouros, incluindo padroes alimentares, exercicio fisico e requlacao do stress, fatores
conhecidamente modeladores do microbioma e da satiide mental em periodos posteriores da vida adulta
(Lee et al,, 2022). Adicionalmente, 61,8% dos participantes reportaram possuir animais de estimagao no
lar domiciliar, facto que merece atencao por potencial influéncia na exposicao microbiana ambiental e
horizontal, mediada pelo contacto intimo com animais que albergam microbiomas distintos e complexos.
O contexto socioecondmico revela concentracao em agregados familiares nucleares de 3-5 membros,
com distribuicao de rendimento concentrada em escal6es superiores: 38,2% reportaram rendimento
acima de 5 saldrios minimos nacionais e 29,1% entre 3-5 salarios, refletindo acesso a recursos
financeiros que favorece alimentacao diversificada e possibilidade de praticas de higiene pessoal
sistematicas.

O histdrico familiar de saude revelou que 41,8% dos participantes reportaram possuir pelo menos um
parente de primeiro grau com diagndstico de doenca cronica, predominantemente hipertensao arterial
sistémica e diabetes mellitus, sequidas por condicdes autoimunes/reumdticas. Esta carga genética ou
familiar potencialmente aumentada de morbilidade metabdlica e inflamatdria podera predispor a
variacoes na composicao corporal ou perfis inflamatdrios sistémicos que possuem potencial de modular

o microbioma. Complementarmente, 47,3% da amostra nao utiliza qualquer medicacdo prescrita,
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enquanto 23,3% faz uso de contracetivos hormonais e 7,3% utiliza antidepressivos, indicando que uma
parcela relevante se encontra medicada para condi¢oes psiquiatricas ou de regulagao enddcrina, ambas
potencialmente moduladoras do microbioma e metabolismo.

A avaliacao antropomeétrica revelou que a populacao estudada apresenta, em sua maioria, COmposicao
corporal dentro dos parametros esperados para jovens adultos sauddveis. O indice de massa corporal
(IMC) médio de 24,2 kg/m? situa-se no limite superior da categoria de normalidade (18,5-24,9 kg/m?),
indicando um perfil geral de eutrofia, embora com variabilidade individual notdvel. A massa muscular
esquelética mostrou diferencas marcadas entre sexos, como esperado hiologicamente, com o grupo
masculino apresentando média de 34,1+ 51 kg e o grupo feminino de 24,3 + 3,4 kg. Esta distribuicao
reflete as diferencas hormonais e fisioldgicas intrinsecas, sendo estes valores consistentes com os
descritos em literatura para populacdes universitarias europeias de idade similar (Dare et al., 2017;
Lombardo et al., 2024).

De particular interesse é a percentagem de gordura corporal observada. O grupo feminino apresentou
média de 30,2% + 7,5%, enquanto o grupo masculino registou 18,5% + 7,6%. Embora estas médias se
encontrem dentro de intervalos de referéncia para adultos jovens (feminino: 18-25%; masculino: 10-
20%), existe uma proporcao relevante de participantes, especialmente mulheres, apresentando valores
acima do recomendado para manuten¢ao de saude metabdlica 6tima. Este achado é particularmente
relevante quando considerado em contexto com os padroes de ansiedade e depressao identificados na
amostra, sugerindo potenciais interacoes entre composicao corporal, reqgulacao metabdlica e saude
mental que justificam investigacao mais aprofundada.

A homogeneidade etdria e o contexto académico comum dos participantes minimizam variaveis de
confundimento relacionadas a etapa de vida e background educacional, fortalecendo a validade interna
do estudo parainvestigacao de relagdes causais preliminares. Porém, a predominancia feminina (74,5%)
pode introduzir viés de sexo em associacdes com saude mental, particularmente para ansiedade, que
historicamente apresenta prevaléncias elevadas em mulheres jovens (Afonso Junior et al., 2020). Os

resultados apresentados devem, portanto, ser interpretados com este contexto em mente.

4.2. Questionarios, correlacoes e associacoes

A andlise de correlacoes bivariadas por Spearman revelou um padrao complexo de relagdes entre os
constructos psicoldgicos, comportamentais e antropométricos investigados, onde a presenca de
correlacoes significativas ocorreu de forma seletiva e, em alguns casos, contra-intuitiva em relacao as

hipdteses da literatura existente.
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A correlagao mais robusta e teoricamente esperada foi observada entre as pontuacdes totais de
depressao (PHQ-9) e ansiedade (GAD-7), apresentando uma correlacdo positiva forte e altamente
significativa (o = 0,739; p < 0,001), com um coeficiente de determinacdo R® = 0,646. Este achado esta
completamente alinhado com a literatura psiquidtrica contemporanea que reconhece depressao e
ansiedade como construtos frequentemente comdrbidos, mediados por mecanismos neurobioldgicos
compartilhados incluindo disfuncao do eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal e alteracées na
neurotransmissao serotonérgica e gabaérgica (Choi et al., 2020). A possibilidade de extrapolacao linear
(Depressao = 3,241 + 0,872 x Ansiedade) permite predizer com certa precisao os niveis de depressao
baseado nas medidas de ansiedade, sendo este um achado clinicamente relevante para rastreio e
acompanhamento de estudantes universitdrios em ambientes de alto estresse.

Contrariamente as expectativas derivadas da literatura que sugere associacoes entre excesso de peso e
sintomatologia depressiva (Choi et al., 2020), ndo foram identificadas correlacoes significativas entre a
pontuacao total do PHQ-9 e varidveis antropométricas de composicao corporal. Este padrao de nao-
associacao pode refletir vdrias possibilidades: (i) a homogeneidade etdria e o contexto académico
especifico podem ser diferentes da populacao geral; (i) uma amostra de apenas 36 participantes pode
ser insuficiente para detectar correlacdes moderadas quando presentes; ou (iii) a populacao estudada
pode representar um grupo relativamente resiliente, onde fatores como acesso a suporte social e
institucional atenuam as associacoes esperadas entre peso corporal e humor deprimido. Este resultado,
embora negativo, é tao informativo quanto positivo, sugerindo que nesta populacao especifica,
estratégias de melhoria de saide mental nao devem focar primariamente em reducao de peso corporal
como mecanismo direto de melhoria psicoldgica.

Particularmente notdvel foi a identificacao de uma correlagcao negativa moderada e estatisticamente
significativa entre sintomatologia ansiosa (GAD-7) e massa muscular esquelética (0 =-0,368;p = 0,027).
Este achado revela que participantes com maior quantidade absoluta de massa muscular apresentaram
pontuacoes significativamente inferiores de ansiedade. Este resultado é biologicamente plausivel e
alinha-se com mecanismos conhecidos através dos quais o exercicio fisico estruturado e a construcao
de massa muscular produzem efeitos ansioliticos via: (a) liberacdo de endorfinas e endocanabinoides
durante contracdo muscular; (b) reducdo de biomarcadores inflamatdrios sistémicos associados a
ansiedade; (c) melhoria na requlacao do eixo HPA; e (d) incremento em autoeficacia e bem-estar
psicoldgico através de sensacao de controle corporal (Gupta et al, 2024). A auséncia de correlacao
similar entre massa muscular e depressao (o =-0,216, p = 0,205) é menos comum na literatura, podendo

sugerir que ansiedade e depressao respondem diferentemente a variagées em composi¢ao corporal em
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populacdes jovens, ou que mecanismos distintos guiam estas relacdes, por exemplo, cognitivo-
comportamentais para depressao versus fisioldgicos para ansiedade.

Complementando este achado, o nivel de atividade fisica (IPAQ, expresso em MET-minutos/semana)
correlacionou-se positiva e moderadamente com massa muscular esquelética (o = 0,398; p = 0,016),
validando que o instrumento IPAQ reflete, de facto, diferencas reais em composicao corporal. Este
padrao de correlacao refor¢a a validade convergente dos questionarios utilizados e sustenta que
participantes com maior gasto energético habitual apresentam, provavelmente, maior musculatura. O
facto de IPAQ correlacionar significativamente com massa muscular (p = 0,016), mas nao com % gordura
corporal (o = -0,311, p = 0,065) sugere que em individuos jovens, o exercicio fisico associa-se mais
fortemente a incrementos de massa magra do que a reducao de gordura, possivelmente refletindo
anabolismo preferencial em contexto de consumo energético adequado e fisiologia da idade.

Quando avaliada a correlacao entre IPAQ e ansiedade (GAD-7), observou-se uma tendéncia negativa
moderada (0 =-0,368, p=0,027). Isto indica que maior atividade fisica tende a associar-se com menores
niveis de ansiedade. Contudo, esta associacao pode ser mediada primariamente pela massa muscular,
conforme sugerido pela estrutura das correlacdes observadas (IPAQ — Misculo — Ansiedade reduzida),
ao invés de um efeito direto do exercicio independente de ganho muscular.

No que respeita aos padroes alimentares, a adesao a dieta mediterranea (MEDAS, média = 5,96 + 2,61
pontos) nao apresentou correlagdes significativas com variaveis de satide mental (vs. PHQ-9: o = 0,158,
p = 0,359; vs. GAD-7: p = 0,157, p = 0,360) ou composicao corporal (vs. % Gordura: o = 0,183, p = 0,286;
vs. IMC: o = 0,087, p = 0,618). Este padrao de nao-associacao é surpreendente a luz de evidéncias
crescentes que relacionam a adesao a dieta mediterranea com melhores desfechos em saide mental e
metabdlica (Augimeri et al., 2024). As possiveis explicacdes incluem: (i) a variabilidade reduzida nas
pontuacdes MEDAS (43,6% em adesao baixa, 49,1% moderada, apenas 7,3% alta), sugerindo que a
populacao estudada é relativamente homogénea em padroes de baixo e moderado de adesao, reduzindo
o poder para detectar correlacdes; (i) a amostra reduzida (n=36) pode ser insuficiente para detectar
efeitos moderados de nutricao em saude psicoldgica, que frequentemente emergem em estudos com
amostras maiores; (iii) o contexto universitario pode ser, por exemplo, tao estressante que sobreponha
efeitos protetores da nutricao; (iv) o instrumento MEDAS, embora validado, baseia-se em autorrelato e
pode subestimar consumo real de componentes benéficos (ex: azeite, frutas) ou superestimar adesao no
contexto especifico da amostra estudada.

Apesar destas nao-significancias, exploracoes item-especificas revelaram padroes interessantes. A

varidvel "Quantas vezes por semana consome sobremesas doces, bolachas e bolos de pastelaria?”
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correlacionou-se significativamente com a adesao total ao MEDAS (o = 0,546; p < 0,001), indicando alta
coerénciainterna do questiondrio: individuos que relatam menor consumo de doces tendem a apresentar
pontuacoes totais MEDAS mais elevados. Similarmente, consumo de "Quantas porcoes de manteiga,
margarina ou natas consome por dia?" correlacionou-se com MEDAS total (o = 0,359; p = 0,031). Estas
correlagdes sao conceitualmente esperadas se o questiondrio esta adequadamente estruturado, com
itens invertidos. De forma semelhante, o consumo de refrigerantes acucarados mostrou correlacao
esperada positiva com MEDAS total (o = 0,546, p < 0,001), indicando coeréncia interna do instrumento,
onde menor consumo de bebidas acucaradas (que pontua 1) associa-se a maior adesao global a dieta
mediterranea.

A auséncia de correlacao entre MEDAS e antropometria, particularmente com percentagem de gordura
corporal, é potencialmente preocupante. Esperava-se que maior adesao a dieta mediterranea se
relacionasse com menor percentagem de gordura corporal, conforme extensivamente documentado na
literatura (Lopes et al,, 2023). Este resultado nesta amostra pode refletir a capacidade de jovens adultos
em compensar ingestoes caldricas desajustadas através de gasto energético elevado, ou indicar que a
variacao individual em absorcao, metabolismo e distribuicao de gordura supera o efeito direto do
consumo alimentar autorrelatado neste periodo etario especifico. Recomenda-se, em estudos futuros,
integracao de métodos mais refinados como recordatério de 24 horas ou didrios alimentares
prospectivos complementados por elementos nutricionais especificos (ex: vitaminas, minerais, acidos
graxos 6mega-3). Por fim, observou-se que MEDAS total ndo correlacionou significativamente com
IPAQ (o = -0,010, p = 0,953), sugerindo que nesta populacao, habitos alimentares e atividade fisica
operam de forma independente. Este padrao contrasta com achados epidemioldgicos que
frequentemente observam correlacao positiva entre estilo de vida sauddvel integrado (Lopes et al,
2023). A independéncia observada pode refletir dinamicas especificas do ambiente académico, onde
estudantes podem ser simultaneamente sedentdrios e desnutridos, ou ativos mas com consumo
alimentar desorganizado, resultando em auséncia de correlagao agregada.

Em sintese, os dados de correlagdes revelam um panorama onde a relacao entre massa muscular,
ansiedade e atividade fisica emerge como o eixo mais robusto e biologicamente interpretdvel, enquanto
associacoes esperadas entre nutricao, composicao corporal e saide mental nao atingem significancia
nesta amostra especifica. Este padrao pode refletir tanto limitacoes de poténcia estatistica quanto
dinamicas etarias/contextuais especificas de populacdes universitarias jovens, onde mecanismos de
homeostase metabdlica e resiliéncia psicologica podem ser ainda suficientemente robustos para

amortecer o impacto direto de variacdes moderadas em dieta e peso corporal. Os achados reforcam a
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relevancia de estudos longitudinais, com amostras ampliadas e coletas repetidas, para elucidacao das

trajetdrias pelas quais microbioma, composicao corporal, nutricao e satide mental se entrelacam ao longo

do desenvolvimento adulto inicial.

4.3.Microbioma Oral e da Pele

Os resultados microbioldgicos revelam um perfil de microbiota oral e cutanea em jovens universitarios
que, embora limitado ao método, apresenta padroes consistentes com a microbiota comensal descrita
na literatura para populagdes saudaveis (Grice et al., 2009). A observacao de que todos os géneros
microbianos identificados na cavidade oral se repetiram nas amostras cutaneas, com excec¢ao da coldnia
pigmentada de cor rosa (presuntivamente Serratia spp., exclusiva de MP), sugere uma transicao
microbiana entre nichos que reflete a dinamica de contacto constante entre maos e boca, bem como a
disseminacao de microrganismos através da secrecao sebacea e sudoripara. A presenca de leveduras
compativeis com Candida spp. em ambos os locais, refor¢a este padrao de coexisténcia, sendo Candida
um comensal frequente da mucosa oral que pode colonizar transitivamente a pele.

A pele apresentou maior variedade de comhinacdes morfoldgicas e coexisténcia de diferentes coldnias
na mesma amostra quando comparada a cavidade oral, sugerindo uma composi¢ao cultivavel mais
heterogénea. Este achado esta alinhado com estudos que descrevem a pele como um ecossistema mais
diverso devido a sua exposicao ambiental variada e microclimas distintos (seco, mido, sebaceo), que
selecionam comunidades microbianas especificas (Grice et al, 2009). A cavidade oral, por sua vez,
revelou uma carga microbiana mais elevada em termos de contagem de UFC, mas associada a um
espectro menos diverso de morfologias, refletindo a biologia da boca, onde a densidade celular é superior
devido principalmente a disponibilidade constante de nutrientes(Deo & Deshmukh, 2019). A presenca de
Propionibacterium spp. ou Prevotella spp., pode ser justificada pela preferéncia destes géneros por
ambientes anaerdbicos e lipidicos tipicos dos foliculos pilosos, sendo Propionibacterium acnes um
componente dominante da microbiota cutanea saudavel descrito na literatura (Grice et al., 2008, 2009).
A sobreposicao de perfis entre MO e MP, particularmente a presenca de Candida em ambos, pode servir
como biomarcador de exposicao comportamental e ambiental, além de que a coldnia rosa, presuntiva de
Serratia, que somente se desenvolveu em MP, pode ser um diferenciador promissor entre os nichos
microbianos. Caso seja comprovada por testes posteriores, como de catalase, oxidase e dnase
principalmente, este e outros achados descritos, apontam para uma direcao a futuros estudos

relacionados.
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Vale ressaltar, que os resultados discutidos, indicam uma representacao incompleta da verdadeira
diversidade microbiana através de abordagens culturais convencionais, indicando a necessidade de

complementacdo por sequenciacao de alto rendimento (165 rRNA) nas fases subsequentes de

investigacao.

4.4.Limitacoes

O presente estudo apresenta limitacoes que merecem ser reconhecidas para adequada interpretacao
dos achados e orientacao de trabalhos futuros, em especial por assentar-se em autorrelato de uma
populacao universitaria muito jovem, com reduzida experiéncia culindria e baixa literacia em porcoes e
medidas, o que amplia viés de recordacao e erro de mensuracao, sobretudo a respeito do questiondrio
dietético (MEDAS-7) e certa parte da atividade fisica (IPAQ), podendo subestimar ou superestimar
associacoes com desfechos clinicos e microbioldgicos.

A amostra estudada representa estudantes de uma unica instituicao, limita a generalizacao externa e
reduz o poder para detectar efeitos e realizar estratificacées por sexo, exposicao a farmacos, contacto
com animais, habitos de higiene e outras covaridveis pertinentes, recomendando-se amostras
ampliadas e multicéntricas em fases subsequentes. No componente laboratorial, a fase de cultura
(TSA/TSB, 35 °C) privilegia organismos aerdéhios de crescimento rapido e nao captura adequadamente
anaerdbhios restritos, limitando os achados e representatividade de fracoes possivelmente relevantes da
microbiota oral e cutanea e favorece supercrescimento com placas nao contdveis, dificultando
estimativas precisas de UFC e o isolamento de espécies minoritarias.

Embora a duplicacao operacional por dois mestrandos tenha mitigado erros operador-dependentes,
persistem fontes de variabilidade relacionadas a pressao e trajetdria das zaragatoas, tempo até a
semeadura, volumes inoculados, lotes de meios e microambiente de incubacao, suscetiveis de impactar
a reprodutibilidade interplacas e a comparabilidade entre sitios anatomicos. A auséncia de um processo
metodoldgico amplamente padronizado para estudos integrados de microbioma de boca e pele dificulta
a reprodutibilidade total e a analise entre estudos, tornando imprescindivel a futura harmonizacao de
critérios. Adicionalmente, a caracterizacao aqui reportada descreve apenas a fracao cultivavel do
ecossistema microbiano, sendo imprescindivel a etapa de sequenciacao (16S/shotgun), o controlo
rigoroso de contaminantes, normalizacao por carga total e integracao bioinformatica com metadados
para, s6 entao, propor perfis que contemplem de fato a realidade. Por fim, a adesao diferencial a rotinas

pré-colheita (escovagem/banho, uso de enxaguantes e cosmeéticos, refeicoes recentes) pode ter variado
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entre participantes, influenciando a carga microbiana imediata; protocolos de abstinéncia e janelas de

washout mais estritas sao recomendaveis para mitigar este viés nas préximas rondas de coleta.
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5. Conclusao

O presente estudo constitui uma contribuicao pioneira para a caracterizacao integrada dos ecossistemas
orais e cutaneos numa populacao universitdria, estabelecendo uma correlagao observdvel entre a
composicao destas comunidades microbianas e indicadores criticos de saudde fisica e mental. Os
resultados obtidos confirmam a existéncia de uma heterogeneidade marcante na biomassa e
diversidade entre os nichos, validando o papel do microbioma nao como um espectador passivo, mas
como um potencial bioindicador de estados fisioldgicos alterados. A identificacao de padroes de
colonizacao diferenciais, com destaque para a elevada prevaléncia fungica e a variabilidade da carga
bacteriana, sugere que o ambiente académico, frequentemente associado a elevados niveis de estresse
e alteracoes de estilo de vida, inclusive alimentar, poderd exercer uma pressao modeladora sobre estes
microbiomas periféricos, criando possiveis assinaturas microbianas especificas associadas a quadros de
ansiedade e composicao corporal.

Mais do que uma simples caracterizacao descritiva, este trabalho posiciona o microbioma como um elo
plausivel na compreensao das comorbidades fisico-psiquiatricas. Ao demonstrar associacoes entre
perfis microbianos e pontuacdes de saude mental, o estudo reforca a hipdtese do eixo microbioma-
intestino-cérebro estendendo-se a barreiras epiteliais externas, onde a dishiose oral ou cutanea podera
refletir ou até exacerbar inflamacdes sistémicas subjacentes. Esta perspetiva valida a relevancia de
monitorar nao apenas parametros clinicos tradicionais, mas também a ecologia microbiana destes
estudantes, servindo este projeto como vanguarda para uma abordagem que integra a microbiologia na
avaliacao do bem-estar estudantil.

Em dltima analise, estas descobertas somam para uma nova era de investigacao translacional e medicina
personalizada. A transicao futura para estudos longitudinais e a integracao de dados multi-6micos
permitirao preencher as lacunas funcionais aqui identificadas, clarificando como clusters microbianos
especificos influenciam a saude global ao longo do tempo. Este conhecimento fundamentara o
desenvolvimento de interven¢oes terapéuticas inovadoras, como o uso direcionado de psicobidticos,
prebidticos ou modeladores do microbioma, visando nao apenas tratar a dishiose, mas utiliza-la como
ferramenta ativa para a promocao da salide e otimiza¢ao metabdlica. Assim, o microbioma deixa de ser
apenas um objeto de estudo hioldgico para se tornar um alvo terapéutico tangivel na melhoria da

qualidade de vida da populacao académica
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