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Apresentação 
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O mundo do trabalho está cada vez mais competitivo e as inovações e 

transformações do mercado atingem diretamente as relações de trabalho, a 

produtividade e a qualidade de vida. Profissionais que ocupam cargos gerenciais, 

como os executivos, possuem uma maior incidência de estresse devido às 

características intrínsecas à profissão. O estresse é definido como um estado de 

desequilíbrio agudo ou crônico, desencadeado pela exposição a episódios 

desafiadores (estressores extrínsecos ou intrínsecos). A resposta adaptativa ao 

estresse consiste em uma série de alterações fisiológicas e comportamentais, 

resultantes da interação entre o ambiente e as informações processadas pelo 

Sistema Nervoso Central. A partir do eixo hipotalâmico-pituitário-adrenal e o 

Sistema Nervoso Autônomo, o organismo produz os hormônios responsáveis pela 

resposta ao estresse, tais como as catecolaminas e os glicocorticóides que 

alteram o funcionamento das células. No entanto, quando estimulada de forma 

crônica, a resposta adaptativa ao estresse pode se tornar mal-adaptativa com 

consequências potencialmente deletérias. O estresse acomete o indivíduo de 

forma integral, comprometendo uma variedade de funções fisiológicas como a 

regulação do metabolismo, crescimento, reprodução e imunidade, assim como 

influencia o desenvolvimento da personalidade, comportamento e o desempenho 

cognitivo. O indivíduo quando está sob estresse pode vivenciar quatro estágios: 

fase de alerta, resistência, quase-exaustão e exaustão, sendo que cada uma 

delas apresenta sintomas específicos. Várias pesquisas têm comprovado a 

influência existente entre o estresse psicológico e alterações do cortisol 

sanguíneo, da amilase salivar humana e de aspectos cognitivos como memória e 

atenção. Dessa forma, a utilização de biomarcadores do estresse tem ganhado 

popularidade na pesquisa biomédica e psicológica. Sendo assim, o 

desenvolvimento desse trabalho tem como objetivos quantificar o cortisol 

plasmático em indivíduos que estão vivenciando alguma fase do estresse crônico, 

verificar as alterações da atividade da amilase salivar humana frente a uma fonte 

de estresse e avaliar o desempenho cognitivo de executivos que apresentam 

estresse psicológico crônico. 
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1. O mundo do trabalho e o estresse psicológico  

A globalização do mercado se caracteriza pela competitividade, agilidade 

dos negócios no mundo corporativo e capacidade de gerar e absorver inovações 

(PEREIRA; BRAGA; MARQUES, 2008). Dessa forma, o desenvolvimento de 

múltiplas habilidades por parte dos profissionais insere uma cultura empresarial 

na qual as pessoas trabalham por mais horas, a fim de atingir o sucesso 

profissional e as recompensas materiais (FARAGHER; CASS; COOPER, 2005). 

Zanelli (2010) salientam que a responsabilidade de apresentar bons resultados, a 

globalização, a modernização tecnológica e a competitividade são fatores que 

incrementam os níveis de estresse.  

Algumas profissões tendem a ser mais estressantes em função de suas 

características intrínsecas, como é o caso dos executivos (PEREIRA; BRAGA; 

MARQUES, 2008; PAIVA; COUTO, 2008). Esses profissionais vivem em estado 

de permanente tensão e têm dificuldade para relaxar e manter o equilíbrio entre 

horário de trabalho e de descanso, criando uma situação de estresse, que pode 

ser excessiva e crônica (LUNDBERG, 1999a; MOTA; TANURE; CARVALHO 

NETO, 2008). 

Estudo realizado com gerentes de bancos constatou que 89% dos 

profissionais investigados apresentavam um quadro de estresse. Além disso, o 

sexo feminino apresenta maior índice de estresse (PEREIRA; BRAGA; 

MARQUES, 2008). A competitividade do ambiente organizacional e a grande 

flexibilidade de horários são agravantes para as executivas equilibrarem a vida 

profissional e a pessoal (CUNNINGHAM; MURRAY, 2005; LUNDBERG; 

FRANKENHAEUSER, 1999b).  

A compreensão do estresse na organização é necessária uma vez que o 

líder estressado de uma equipe pode gerar estresse em seus subordinados 

(ZANELLI, 2010). Além disso, executivos estressados podem apresentar falta de 

criatividade e diminuição da assertividade, aumentando os índices de decisões 

erradas, presenteísmo e absenteísmo (LOEPPKE et al., 2009).  

O estresse excessivo no ambiente organizacional afeta as relações 

interpessoais e a produtividade. Os sintomas físicos e comportamentais 

desencadeados pela resposta ao estresse tornam esses profissionais vulneráveis 



5 

 

a diversas patologias e algumas podem se manifestar mais prematuramente, 

como a hipertensão, doenças dermatológicas e distúrbios do sistema imunológico 

(QUICK et al., 1998; LOEPPKE et al., 2009), prejudicando a carreira desse 

profissional (LIPP, 1996). 

O estresse é definido como uma reação do organismo frente a qualquer 

situação de tensão aguda ou crônica, com a finalidade de manter a homeostasia e 

adaptar o organismo a uma nova condição (SELYE, 1936). Essa reação produz 

uma mudança no comportamento físico e emocional do indivíduo, resultando em 

uma resposta de adaptação psicofisiológica, que pode ser negativa ou positiva no 

organismo (KOOLHAAS et al., 2011). As diferentes respostas ao estresse 

dependem do tipo de agente estressor, características pessoais e circunstâncias 

específicas que esse indivíduo está vivenciando. Dessa forma, um agente 

estressor para um indivíduo pode não desencadear uma resposta em outro 

indivíduo (COHEN; HELBERT, 1996; LIPP, 2000).   

Lipp (2000) descreveu que o indivíduo quando está sob estresse pode 

vivenciar quatro estágios, fase de alarme, resistência, quase-exaustão e 

exaustão, sendo que cada uma delas possui sintomas específicos. A fase de 

alarme é caracterizada pelo aumento da produção de catecolaminas e 

glicocorticóides, despertando no indivíduo a vontade de buscar, agir, realizar e 

planejar (SEYLE, 1936; LIPP, 2000). O aumento da intensidade, duração e 

frequência dos fatores estressantes acentua a resposta adaptativa pela busca da 

homeostase física e mental, iniciando-se a fase de resistência (LIPP; MALAGRIS, 

2001; GAAB et al., 2003). Essa fase é decisiva para a progressão do estado de 

estresse, de forma que se o equilíbrio continuar prejudicado, poderá se 

desenvolver a fase de quase-exaustão. Nesta fase, prevalece uma sensação de 

desgaste e cansaço, sendo que os órgãos mais vulneráveis começam a funcionar 

em desequilíbrio com o organismo, surgindo algumas patologias (GOLDSTEIN, 

2010). Nesse momento, se os estímulos estressores não forem removidos ou 

enfrentados de forma positiva, o indivíduo inicia a fase de exaustão, na qual o 

organismo torna-se susceptível a patologias graves como depressão, hipertensão, 

doença arterial coronariana, infarto, úlceras pépticas e câncer (LIPP, 2004; 

LUNDBERG, 1999c; HOLMES, 1997). 
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Dessa forma, o estresse pode ser definido como um estado de desequilíbrio 

desencadeado pela exposição a episódios desafiadores (estressores extrínsecos 

ou intrínsecos) (CHROUSOS; GOLD, 1992). Para restabelecer o equilíbrio, o 

organismo inicia uma resposta adaptativa ao estresse que consiste de uma série 

de alterações fisiológicas e comportamentais, pela ativação do eixo hipotálamo-

pituitária-adrenal (HPA) e Sistema Nervoso Autônomo (SNA). 

 

2. Estresse: Processo Biológico  

A resposta fisiológica ao estresse é resultante da interação entre o ambiente 

e as informações processadas pelo Sistema Nervoso Central (SNC) (MAYER, 

2000; HABIB; GOLD; CHROUSOS, 2001). A partir do eixo HPA e o SNA, o 

organismo produz os mediadores responsáveis pela resposta ao estresse, como o 

hormônio liberador de corticotrofina (CRH), hormônio adrenocorticotrófico (ACTH), 

glicocorticóides (GCs) e as catecolaminas (C) - epinefrina (E), norepinefrina (NE) 

e acetilcolina (A) (TSIGOS; CHROUSOS, 2002; HOLMES, 1997). 

No indivíduo submetido a uma situação de estresse, ocorre ativação do 

hipotálamo, o qual recebe e integra as informações neurais e humorais e estimula 

o SNA (ALMEIDA, 2010). A ativação do SNA provê um mecanismo de resposta 

rápida que controla a reação do organismo ao estressor (STRATAKIS; 

CHROUSOS, 1995), estimulando a medula da glândula adrenal. A subsequente 

secreção de catecolaminas promove o aumento da frequência cardíaca, da 

pressão arterial, do metabolismo celular e da atividade mental (CHROUSOS; 

GOLD, 1992; ALMEIDA, 2010).  

Por outro lado, o hipotálamo também ativa o eixo HPA. Na região 

paraventricular hipotalâmica, neurônios expressam e secretam o CRH, que 

estimula a expressão gênica da pró-opiomelanocortina (POMC) em células 

corticotróficas da pituitária, originando o ACTH. Esse hormônio é responsável por 

estimular a secreção de GCs pelo córtex da glândula adrenal (SAPOLSKY, 

ROMERO; MUNCK, 2000; HABIB; GOLD; CHROUSOS, 2001). Os GCs 

influenciam no metabolismo celular, estimulando a síntese protéica, 

gliconeogênese, lipólise e exercem várias funções sobre o SNC (ALMEIDA, 2010; 

STRATAKIS; CHROUSOS, 1995). 
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Os glicocorticóides liberados pelo córtex adrenal, em resposta ao ACTH, 

exercem uma retroalimentação negativa sobre a pituitária e os neurônios 

produtores de CRH no hipotálamo. A retroalimentação inibitória dos 

glicocorticóides limita a exposição dos tecidos a estes hormônios, minimizando 

seus efeitos catabólicos, lipogênicos, anti-reprodutivos e imunossupressores 

(TSIGOS; CHROUSOS, 2002) e protegendo o organismo contra possíveis efeitos 

deletérios devido à estimulação crônica da resposta adaptativa ao estresse 

(McEWEN, 1998; TANNENBAUM et al., 2002). 

 

Fig. 01: Estimulação do eixo HPA e SNA em uma situação de estresse. Adaptado de Lipp (2010). 

 

Algumas pesquisas têm demonstrado que regiões do cérebro responsáveis 

por funções cognitivas são influenciadas por hormônios gerados em situações de 

estresse (SMEETS; DZIOBEK; WOLF, 2009; KLOET et al., 1998). Após um 

estímulo emocional, cortisol e catecolaminas atuam sinergicamente no aumento 

da ativação da amígdala, estrutura relacionada a aspectos cognitivos e 

emocionais (VAN STEGEREN et al., 2007). Entretanto, altos níveis desses 

hormônios no organismo apresentam efeitos negativos na saúde somática, na 

resposta adaptativa ao estresse e no desempenho cognitivo (HAMMERFALD et 

al., 2006; GAAB et al., 2003; SCHOLZ et al., 2009), prejudicando a capacidade de 

atenção, concentração, memória e organização do raciocínio (HOLMES, 1994). 

Os GCs se ligam a receptores neuronais presentes em estruturas do sistema 

límbico, como o hipocampo e a amígdala, e modificam a transcrição gênica, 

desempenhando um papel crítico na adaptação comportamental, aprendizado, 
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atenção e memória (JOELS, 2001). Além disso, o estresse provoca uma 

desativação dos componentes do sistema límbico, incluindo hipocampo, 

hipotálamo e o córtex frontal, sendo que a intensidade dessa desativação está 

correlacionada com o aumento da secreção de cortisol (LUPIEN; LEPAGE, 2008). 

Dessa forma, um aumento suprafisiológico de GCs, seja por administração 

exógena ou resultante de estresse, causa um impacto negativo nas funções 

cognitivas (DE KLOET, 2000; McEWEN, 2000).  

 

Fig. 02: Estimulação do eixo HPA e Sistema Límbico em uma situação de estresse. Adaptado de 

Lipp (2010). 

 

Várias pesquisas têm utilizado testes psicológicos (testes aritméticos, Stroop 

Color-Word test, Trier Social Stress Test, entre outros) para confirmar a relação 

entre estresse e prejuízo das funções cognitivas. Para realizar uma atividade 

mental estruturada, o organismo precisa selecionar e processar os diversos 

estímulos do ambiente e produzir uma resposta comportamental. Essa habilidade 

seletiva é determinada pela atenção (DAVID et al., 2005).  

O Stroop Color-Word test é um teste que permite obter informações sobre a 

atenção necessária para o processamento simultâneo de estímulos conflitantes. 

No teste de Stroop, é apresentada ao voluntário uma lista de palavras contendo o 

nome das cores, sendo que as mesmas estão impressas em cores diferentes, por 
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exemplo, a palavra AZUL, impressa em tinta vermelha, e o indivíduo deverá 

pronunciar em voz alta o nome da cor em que a palavra está impressa (STROOP, 

1935). Dessa forma, o teste de Stroop avalia a atenção seletiva necessária para 

ignorar algumas características do ambiente e suprimir uma resposta 

automática/habitual ou um estímulo irrelevante - distrativo (leitura da palavra) em 

função da execução da tarefa-alvo (nomeação da cor) (SLOTNICK; 

SCHWARZBACH; YANTIS, 2003).   

O efeito Stroop é conhecido como a interferência que ocorre entre dois 

estímulos conflitantes (leitura da palavra e nomeação da cor), sendo que o 

mesmo se manifesta somente quando não há tempo suficiente para gerar 

mecanismos cognitivos, como a ativação do córtex pré-frontal, que possam 

suprimir o estímulo irrelevante - distrativo (DAVID et al., 2011).  

Uma vez que os GCs e catecolaminas secretadas durante a resposta ao 

estresse influenciam o SNC, o teste de Stroop tem sido utilizado para verificar a 

influência do estresse e dos mediadores da resposta ao estresse na atenção 

seletiva. Dessa forma, Brown et al. (2004) verificaram que pacientes em 

tratamento crônico com corticoesteróides apresentam volume hipocampal 

reduzido e deficiência de atenção no teste de Stroop.  

Além disso, uma dose única de cortisol aumenta o número de erros durante 

o teste de Stroop, associada a uma mudança da atividade neural. Entretanto, não 

afeta o desempenho em um teste de memória episódica. Dessa forma, o cortisol 

possui efeitos específicos em diferentes processos neuropsicológicos e o efeito 

do aumento agudo do cortisol é diferente de repetidas e persistentes alterações 

na concentração desse hormônio, sendo que, nesse caso, a memória é 

prejudicada (HSU et al., 2003; GOMEZ et al., 2009). 

Quando os sujeitos são submetidos a várias sessões do mesmo estressor 

psicossocial (teste de Stroop), no primeiro momento, o nível de cortisol, 

catecolaminas e ACTH encontram-se elevados. Entretanto, após 8 dias de teste, 

os níveis de ACTH e cortisol são menores, enquanto que as alterações das 

catecolaminas não são significativas. Sendo assim, ACTH, cortisol e 

catecolaminas possuem padrões de habituação diferentes. Esses dados 

aumentam as evidências de que o envolvimento do eixo HPA e do SNA pode ser 
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diferente durante a resposta ao estresse psicológico crônico (GERRA et al., 

2001). 

Visto que o estresse acomete o indivíduo de forma integral, comprometendo 

uma variedade de funções fisiológicas essenciais como a regulação do 

metabolismo, reprodução e imunidade, assim como influencia o comportamento e 

o desempenho cognitivo, fazem-se necessários métodos para o diagnóstico do 

estresse. Atualmente, existem vários testes psicológicos que analisam grandes 

fatores estressantes, vivenciados nos últimos meses, pequenos problemas 

vivenciados no dia-a-dia e aspectos cognitivos e emocionais apresentados pelo 

indivíduo. Outros métodos estão relacionados com as análises de medidas 

fisiológicas pelas técnicas eletrodérmicas, procedimentos eletromiográficos e 

medidas cardiovasculares, além de análises do nível de catecolaminas 

plasmáticas, atividade da amilase salivar (ativação do sistema simpático) e 

glicocorticóides (eixo HPA) presentes em amostras de sangue, urina e saliva.  

 

3. Biomarcadores do estresse psicológico 

 

Amilase Salivar  

 

Pesquisas recentes têm comprovado a influência existente entre os fatores 

geradores de estresse psicológico com alterações de componentes salivares, tais 

como amilase salivar (NATER et al., 2005; YAMAGUCHI et al., 2004). A utilização 

de componentes salivares como diagnóstico de várias patologias é de grande 

interesse médico-científico (MALAMUD, 2011), principalmente pela facilidade no 

procedimento de coleta, que não é invasivo, não necessita de profissional 

qualificado para execução, não causa dor e nem incômodo, como ocorre nas 

coletas de sangue. 

A saliva é uma secreção glandular essencial na manutenção da saúde dos 

tecidos orais. Esse fluido corporal é derivado das secreções das glândulas 

salivares parótida, submandibular e sublingual, glândulas salivares menores, 

fluidos gengivais e substâncias filtradas do sangue (EDGAR, 1992; 

AMERONGEN; VEERMAN, 2002). A secreção salivar é controlada pelo sistema 
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nervoso autônomo via sistemas de transdução de sinal que estimulam 

mecanismos de transporte de íons e de proteínas secretoras. Os volumes de 

saliva produzidos variam dependendo do tipo e intensidade da estimulação 

(DODDS; JOHNSON; YEH, 2005).  

A saliva é constituída por água e uma mistura complexa de proteínas e 

enzimas, hormônios, íons e outros compostos (HUQ et al., 2007; DENNY et al., 

2008; SCHIPPER; SILLETTI; VINGERHOEDS, 2007). O conteúdo protéico 

presente na saliva não só desempenha um papel importante para manter a 

homeostase da cavidade oral, mas também como possível marcador biológico 

para detecção de doenças humanas como cânceres, diabetes, patologias bucais, 

algumas síndromes e estresse psicológico (HU et al., 2007; DOWLING, 2008; 

DODDS; DODDS, 1997; LAMSTER et al., 2003; RYU et al., 2006; VAN 

STEGEREN; WOLF; KINDT, 2008).  

A amilase salivar humana (HSA) é uma enzima produzida pelas células 

acinares serosas das glândulas parótidas e submandibulares. A HSA é uma 

proteína da família das hidrolases, encontrada na saliva nas formas glicosilada 

(aproximadamente 62 kDa) e não-glicosilada (aproximadamente 55 kDa) 

(RAMASUBBU et al., 1996). A função principal da HSA é catalisar a hidrólise de 

ligações glicosídicas do amido em maltose e dextrinas. Com relação à secreção 

da amilase, resultados de pesquisa em modelos experimentais revelaram que as 

duas vias do sistema nervoso autônomo atuam de modo dependente, isto é, a 

ativação simpática e parasimpática levam a um aumento dos níveis de amilase. O 

estresse físico (exercício, exposição a ambientes com pressão elevada ou 

temperaturas baixas), o estresse psicológico ou intervenções de relaxamento 

podem causar variações nos níveis de amilase salivar e do conteúdo de proteína 

total na saliva (STEERENBERG et al., 1997; WALSH et al., 1999; CHATTERTON 

et al., 1996; BOSCH et al., 1996; YAMAGUCHI et al., 2004; NATER et al, 2005, 

BORTOLINI et al, 2009; OLIVEIRA et al., 2010).  

Vários testes padronizados de estresse psicológico têm sido utilizados para 

investigar a correlação do estresse com a atividade da amilase. O potencial da 

amilase como marcador de atividade adrenérgica pode ser de interesse 

substancial para o diagnóstico bioquímico do estresse humano, uma vez que a 

medida da amilase, em amostras de saliva, possibilita a investigação paralela dos 
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dois principais sistemas neuroendócrinos de estresse (NATER et al., 2005; 

BOSCH et al., 1996; YAMAGUCHI et al, 2004).  

van Stegeren et al. (2006) realizaram um estudo utilizando um grupo 

experimental que ingeriu propanolol (betabloqueador adrenérgico) e outro grupo 

controle- placebo, submetidos a uma situação de estresse e repouso. Enquanto o 

grupo placebo apresentou um aumento substancial de HSA subsequente ao teste 

de estresse, a resposta da enzima para o grupo que ingeriu o propanolol foi 

atenuada. Esses estudos indicam que o sistema nervoso autônomo tem função 

importante na secreção da HSA, uma vez que essa enzima é altamente sensível 

às mudanças relacionadas ao estresse. Além disso, a secreção de amilase é 

regulada por inervação autonômica da glândula salivar (PROCTOR; 

CARPENTER, 2007) e pode ser estimulada sem aumentar o fluxo salivar 

(ROHLEDER et al., 2006). Dessa forma, a determinação da atividade da HSA sob 

condições psicológicas estressantes é cada vez mais utilizada em estudos 

biocomportamentais (GRANGER et al., 2007; NATER et al., 2005).  

No contexto psicológico, a atividade da HSA aumenta em resposta a 

sessões de vídeos estressantes (TAKAI et al., 2004; BOSCH et al., 2003), 

resolução de tarefas aritméticas (NOTO et al., 2005; GOI et al., 2007), salto de 

pára-quedas (CHATTERTON et al., 1997), combate a incêndios florestais 

(FATKIN; KING; HUDGENS, 1990), apresentação oral em público (FILAIRE et al., 

2009) e simulação de direção no trânsito (YAMAGUCHI;  WAKASUGI; 

SAKAKIMA, 2006).  

As amostras de saliva podem ser coletadas de glândulas salivares 

específicas ou como saliva total, considerando a produção de saliva de toda a 

boca. Existem vários métodos para a coleta de saliva, como as técnicas baseadas 

na salivação passiva, técnica de cuspe e aquelas que utilizam materiais 

absorventes, como o algodão, Salivette (Sarstedt, Nümbrecht, Alemanha) e 

Orapette (Trinity Biotech, Dublin, Irlanda) ou polímero inerte, Salimetrics Oral 

Swab (Salimetrics LLC, EUA), sendo que todas essas coletas podem ser 

classificadas em coletas estimuladas ou não-estimuladas (ROHLEDER; NATER, 

2009; GRANGER et al., 2007).  

O salivette consiste de um tubo de plástico que contém um bastão de 

algodão e tem sido o dispositivo mais utilizado para coleta de saliva. Os 
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participantes são instruídos a colocar o bastão de algodão na boca por intervalos 

que variam de 1 a 5 minutos. Nesse momento, os voluntários podem ser 

instruídos a mastigar o bastão de algodão para estimular o fluxo salivar (saliva 

estimulada) ou manter o algodão na boca e deixar que o mesmo absorva a saliva 

(saliva não estimulada). Além disso, pode ser solicitado que os participantes 

movimentem o salivette de forma circular para coleta de saliva total, ou que 

posicionem o salivette em uma área específica da boca para coletar saliva de 

uma determinada região (ROHLEDER; NATER, 2009). 

A maior vantagem do salivette é a facilidade de coleta, o conforto e menor 

constrangimento do voluntário, aumentando a possibilidade de participação nos 

protocolos de estudo. Além disso, o algodão funciona como um filtro e após a 

extração da saliva por centrifugação obtém-se um líquido livre de contaminantes e 

componentes da mucosa bucal (ROHLEDER; NATER, 2009), sendo que esse 

ponto pode ser uma desvantagem dependendo do estudo a ser realizado 

(GRANGER et al., 2007).  

Outra desvantagem do salivette é que não se pode excluir completamente a 

estimulação causada por esse material absorvente, mesmo em situações em que 

o participante é instruído para não mastigar o algodão (ROHLEDER; NATER, 

2009). Além disso, Zimmermann (2008) e Granger, et al. (2007) questionam a 

baixa taxa de recuperação da saliva após a centrifugação, um mililitro de saliva 

total, sendo que esse caso pode ser compensado por técnicas de dosagens que 

utilizam poucos microlitros de amostra.  

Para a coleta de saliva não estimulada, a técnica mais utilizada é a de 

salivação passiva descrita por Navazesh (1993). Os participantes são instruídos, 

inicialmente, a engolir a saliva e depois coletar toda a saliva secretada em um 

determinado tempo que varia de 2 a 5 minutos. Essa coleta pode ser realizada 

pelo método de cuspe, no qual o participante cospe toda a saliva produzida nesse 

período em um tubo de coleta; método de sucção, no qual a saliva acumulada é 

aspirada de dentro da boca do participante ou pelo método de drenagem, no qual 

o participante permite que a saliva escorra sob o lábio para dentro de um tubo de 

coleta sem qualquer movimentação (ROHLEDER; NATER, 2009). A maior 

vantagem da coleta de saliva não estimulada é a representatividade da 

combinação da saliva produzida por todas as glândulas (GRANGER et al., 2007). 
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O método de cuspe possui algumas variações nas quais a saliva coletada é 

estimulada por substâncias químicas, como o ácido cítrico ou por estimulação 

mecânica, pela mastigação de parafina ou parafilme. A vantagem é a adequação 

específica do volume de saliva para o experimento. Entretanto, a estimulação do 

fluxo salivar altera a contribuição de cada glândula na produção da saliva total, 

além de ativar a secreção de proteínas (ROHLEDER; NATER, 2009). 

A desvantagem desses métodos é a pouca praticidade, o desconforto e o 

constrangimento dos participantes e a necessidade de treinamento para a coleta 

da amostra. Além disso, a saliva coletada não passa por nenhum processo de 

separação dos detritos celulares da mucosa bucal e contaminantes, o que pode 

interferir nas dosagens (ROHLEDER; NATER, 2009), não obstante que, 

dependendo do estudo, essa característica pode ser uma vantagem.   

Outro método, recentemente disponibilizado no mercado, é o SCS (Saliva 

Collection System, Greiner Bio-One, Kremsmuenster, Áustria), um sistema de 

coleta de saliva em base líquida. Inicialmente, os participantes realizam uma 

limpeza da cavidade bucal com uma solução específica para uniformização das 

condições de coleta e, posteriormente, são instruídos a colocar a solução 

tamponada, à base de ácido cítrico, na cavidade bucal por 2 minutos para a 

extração da saliva (RAGGAM et al.; 2008a). Gröschl et al. (2008) testaram esse 

novo sistema de coleta para a análise de esteróides, peptídeos e medicamentos, 

enquanto Raggam et al. (2008b) quantificaram o material genético viral presente 

na saliva, obtendo resultados confiáveis e reprodutíveis. Entretanto, outros 

estudos devem ser realizados para determinar os possíveis interferentes nesse 

sistema de coleta. 

 

Cortisol Sanguíneo 

 

Tradicionalmente, a avaliação do cortisol mostrou-se um método útil para 

acessar a reatividade do eixo HPA relacionado à resposta ao estresse 

(KIRSCHBAUM; HELLHAMMER, 1994). O cortisol livre ou biologicamente ativo, 

por difusão passiva, pode ser transferido para a saliva e alguns estudos 

evidenciam a correlação entre nos níveis de cortisol plasmático e salivar. Sendo 

assim, a quantificação do cortisol salivar tem sido utilizada em estudos 



15 

 

biocomportamentais já que a coleta de saliva é um método indolor, simples e não 

invasivo (CALIXTO et al.; 2002; DAVIS; GRANGER, 2009). Entretanto, é 

necessário averiguar a influência do método de coleta da saliva na quantificação 

dos biomarcadores salivares (GRANGER et al., 2007). Recentemente, a empresa 

Salimetrics disponibilizou no mercado um dispositivo de coleta de saliva 

específico para as dosagens de cortisol salivar. 

Dados da literatura revelam que a resposta do eixo HPA e níveis de cortisol 

são alterados de forma diferente de acordo com os estressores psicossociais 

(DICKERSON; KEMENY, 2004). Os níveis desse hormônio estão associados 

positivamente ao estresse da vida em geral e ao estresse no trabalho. Entretanto, 

as dosagens diminuem em resposta a fadiga, esgotamento ou exaustão e na 

Síndrome do Estresse Pós-traumático (CHIDA; STEPTOE, 2009).  

Bellingrath e Kudielka (2008) verificaram que professores estressados 

cronicamente devido a condições de trabalho desfavoráveis apresentam um 

aumento dos níveis de cortisol em reposta a um teste agudo (Trier Social Stress 

Test), demonstrando uma hipereatividade do eixo HPA (CHANDOLA; 

HERACLIDES; KUMARI, 2010). Por outro lado, nas situações de burnout os 

níveis de cortisol basal não são alterados. Entretanto, após a administração de 

corticoesteróide ocorre uma significativa supressão do cortisol, apontando para 

uma alteração da sensibilidade do feedback negativo do eixo HPA 

(BELLINGRATH; WEIGL; KUDIELKA, 2008).  

Além disso, o estresse excessivo ou o tratamento prolongado com 

corticoesteróides provoca uma resposta alterada do eixo HPA que pode aumentar 

a susceptibilidade à doenças inflamatórias crônicas, como a dermatite atópica 

(BUSKE-KIRSCHBAUM; HELLHAMMER, 2003; BUSKE-KIRSCHBAUM et al., 

2002), assim como está relacionado a maiores índices de depressão e déficits de 

memória e atenção seletiva (BROWN et al., 2004; CORNELISSE; van 

STEREGEN; MARIAN, 2011).  
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Resumo 

 

O presente estudo analisou a incidência de estresse crônico em executivos 

de um grupo empresarial (n = 125) e sua relação com os níveis de cortisol sérico, 

desempenho cognitivo e reatividade do Sistema Nervoso Autônomo após um 

estressor agudo. O Inventário de Sintomas de Stress para Adultos de Lipp (ISSL) 

e o teste Stroop Color-Word foram utilizados para determinar a incidência de 

estresse e desempenho cognitivo, respectivamente. A concentração de cortisol 

sérico foi determinada por ELISA e a atividade da amilase salivar por um ensaio 

cinético. Os resultados revelaram que 45% dos sujeitos investigados se 

encontram em alguma fase do estresse, sendo que destes, 79% estão na fase de 

resistência. Indivíduos que apresentaram um maior nível de estresse, segundo o 

ISSL, também possuem maiores níveis de cortisol sérico, mas uma menor 

reatividade da alfa-amilase salivar após o teste de Stroop. Além disso, após o 

teste de Stroop foi observado maior tempo de reação e maior número de erros 

nesses indivíduos. Os resultados sugerem que o estresse psicológico crônico está 

associado com níveis mais altos de cortisol sérico, menor reatividade da amilase 

e prejuízo da demanda cognitiva. Sendo assim, a diminuição da atividade 

simpática, como resultado da exposição crônica ao estresse, e refletida por níveis 

mais baixos de atividade enzimática pode ter sido responsável por prejuízos na 

atenção seletiva e desempenho cognitivo. 

 

Palavras-chave: Estresse; Stroop; Ambiente de trabalho, Saliva; Cortisol; 

Amilase. 
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Abstract 

 

The present study examined the incidence of chronic stress in business 

executives (n=125) and its relation with levels of serum cortisol, cognitive 

performance and autonomic reactivity after an acute stressor. Lipp's Inventory of 

Stress Symptoms for Adults and the Stroop Color-Word test were used to 

determine stress incidence and cognitive performance, respectively. The 

concentration of cortisol was determined in blood by ELISA and the activity of 

salivary amylase by a kinetic assay. Results revealed that 45% of the subjects 

investigated experience some sort of stress, and of them, 79% are in the phase of 

resistance. Subjects who experienced a higher level of stress also showed a 

higher concentration of cortisol but a lower reactivity of amylase after the Stroop 

test. Longer reaction times and higher rates of error after the Stroop test were also 

observed in these subjects. These results suggest that chronic psychological 

stress is associated with higher levels of serum cortisol and a lower reactivity of 

amylase towards cognitive demands. Diminished sympathetic activity, as result of 

chronic exposure to stress, and reflected by lower levels of amylase activity might 

have been responsible for impairments in selective attention and cognitive 

performance. 

 

Keywords: Stress; Stroop test; Workplace; Saliva; Cortisol; Amylase. 
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1. Introduction 

The emergence of global markets, new technologies and the need for 

outstanding results are factors that significantly increase levels of occupational 

stress (Faragher et al. 2005). Executive positions, for instance, are particularly 

stressful and demand long hours of work. Business executives are constantly 

under pressure and normally find it difficult to unwind and maintain the balance 

between working hours and rest, even during times set aside for relaxation 

(Loerbroks et al. 2010) . Excessive stress can lead to diminished effectiveness 

and creativity at work and compromised decision-making and problem-solving 

abilities (Loeppke et al. 2009). 

The stress response is under control of the autonomic nervous system (ANS) 

and the hypothalamic-pituitary adreno-cortical (HPA) axis. Cortisol is released into 

the blood stream as a result of a hormonal cascade initiated in the hypothalamus. 

The paraventricular nucleus (PVN) of the hypothalamus synthesized and released 

corticotropin-releasing-hormone (CRH) into the portal blood circulation. In addition 

to CRH, vasopressin is co-secreted and stimulates synergistically with CRH the 

secretion of adreno corticotropic hormone (ACTH) at the level of the anterior 

pituitary. Via the systemic blood flow, ACTH reaches the adrenal cortex and, 

subsequently, stimulates the synthesis and secretion of glucocorticoids, like 

cortisol (for review see Fries et al. 2009). 

Activation of the ANS, on the other hand, results in the release of epinephrine 

and norepinephrine (catecholamines) from the adrenal medulla as well as 

norepinephrine from nerve terminals of the sympathetic nervous system (Wolf et 

al. 2008). It was suggested that salivary alpha-amylase (sAA) could be used as an 

index of ANS activity. The basis of this hypothesis is that the sympathetic and 

parasympathetic branches of the autonomic nervous system innervate salivary 

glands (Proctor and Carpenter 2007). sAA increases have been reported in 

response to psychologically stressful conditions, such as experience of a video of 

medical procedures (Takai et al. 2007), the cold pressor stress test (van Stegeren 

et al. 2008), a driving simulation (Yamaguchi et al. 2006), arithmetic tasks (Goi et 

al. 2007) and oral examinations (TSST - Trier Social Stress Test)  (Schoofs et al. 

2007).  
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Based on the work of Seyle (1936), Lipp (2000) developed a diagnostic tool 

for psychological stress composed of four phases; alarm, resistance, almost-

exhaustion and exhaustion with specific psychological and physical symptoms 

ascribed to each phase (Lundberg 1999). On the other hand, several previous 

studies have used a variety of cognitive tests to assess the relation between stress 

and cognitive performance.  

The Stroop Color-Word test is a psychological tool that demands that the 

color of a word designating a different color be named. This particular test 

provides information regarding the ability to process simultaneous stimulus and 

has been shown to take longer and cause more errors than naming colors of 

congruent color names (Stroop 1935; MacLeod 1991). The Stroop test has been 

used as an acute psychological stressor, capable of inducing emotional responses 

and heightened levels of autonomic activity (Renaud and Blondin 1997). 

The present study examined the incidence of chronic stress in business 

executives by Lipp's Inventory of Stress Symptoms for Adults and measures of 

serum cortisol and determined the influence of such levels of stress on cognitive 

performance by means of the Stroop test. In order to investigate possible relations 

between the HPA axis and the ANS system, the reactivity of sAA to the Stroop test 

was compared between stressed and non-stressed subjects. 

 

2. Material and Methods 

2.1. Subjects 

 

Subjects were 125 business executives (95 men and 30 women, age 42.75 ± 

9.5 years) from a national company with business in information technology, 

telecommunications and entertainment. Subjects were recruited during the annual 

assessment of health held by their company. All the participants were healthy 

based on clinical and laboratory examinations. None of the subjects smoked, had 

oral diseases history or were taking regular or incidental medication during the 

study. All participants gave written consent to the study, which was approved by 

the Institutional Review Board. 
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2.2. Biological variables  

The concentration for cortisol was determined in serum using a competitive 

enzyme immune-assay. In the laboratory responsible for the analyses, blood from 

the antecubital vein (± 2mL) was withdrawn into EDTA-coated tubes by a qualified 

phlebotomist using standardized venipuncture techniques. All collection 

procedures took place between 07:00 and 08:00h, after 30 minutes of resting and 

were performed with subjects under fasting conditions (8 hours). Analysis of blood 

samples were performed immediately after collection.  

The day after collection of blood samples, subjects completed the Lipp's 

Inventory of Stress Symptoms for Adults (ISSL) and were submitted to the Stroop 

test (see below). Samples of whole saliva were collected immediately before and 

after the Stroop test. Saliva production was stimulated by chewing a sterile cotton 

swab (Salivette) for two minutes. Subjects were asked to refrain from alcohol or 

caffeinated beverages 24h prior to the study and not to eat at least 60min before 

collection of samples. After collection of saliva, samples were frozen at - 80°C until 

analysis. 

On the day of analysis saliva samples were naturally thawed and centrifuged 

at 1500 x g for 15 minutes to remove mucins. Ten µL of saliva were diluted (1:200) 

in MES buffer (MES 50mM, NaCl 300mM, CaCl2 5mM, KSCN 140mM, pH 6.3) 

and 8 µL was pipetted in microplatte, followed by the addition of 320 µL of pre-

heated (37°C) substrate solution (2-cloro-4-nitrofenil- β-D-

galactopiranosilmaltoside: GALG2-CNP). Optical density was read at 405 nm at 

one-min intervals during three minutes at 37°C using a microplate reader. Enzyme 

activity (U/mL) was determined using the formula: [Absorbance difference per 

minute × total assay volume (328 ml) × dilution factor (200)]/ [millimolar 

absorptivity of 2-chloro-4-nitrophenol (12.9) × sample volume (.008 ml) × light path 

(.97)] (Granger et al. 2007, adapted). Reagents were purchased from Sigma-

Aldrich. 

2.3. Lipp's Inventory of Stress Symptoms for Adults 

In order to evaluate the incidence of psychological stress, subjects completed 

the Lipp's Inventory of Stress Symptoms for Adults (ISSL) (Lipp 2000). Lipp’s 
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Inventory is a validated 10-minute questionnaire used to identify phases of stress. 

It is validated for people 15 years of age and older, and has been used in research 

and clinical work in the area of stress. The Inventory is comprised of three stages 

that correlate characteristic symptoms of stress with their corresponding phases. 

The questionnaire was applied, corrected and interpreted by a trained psychologist 

according to the inventory’s handbook.  

 

2.4. The Stroop Color-Word Test 

 

Cognitive performance was assessed by means of the Stroop Color-Word 

Test. All tests were conducted between 8:00 and 9:00 am 24h after collection of 

blood samples for cortisol analysis. Tests were conducted in a sound-attenuated, 

electrically-shielded room at the facilities of the company. The Stroop Color-Word 

Test was the instrument employed to assess subjects’ selective attention and 

reaction time. The test consists of two tasks, namely ―Color‖ and ―Color–Word.‖ 

The Stroop Test involved a sheet of 112 printed color names (red, green, blue, 

yellow) arranged in four columns of 28 names each. The names were printed in 

one of four different colors of ink (red, green, blue, yellow), but no name was 

printed in a matching color (e.g., the name RED is never printed in red ink) 

(Zalonis et al. 2008). In the Color task, the subject was required to read the words 

aloud as quickly as possible, irrespective of the color of ink in which they are 

printed. In the Color-Word task, subjects were instructed to identify the color in 

which the stimuli are printed, and to do so as quickly and accurately as possible. 

Reaction time was measured in seconds from the onset of the stimulus, and the 

accuracy of each response was checked. The examiners did not point out errors 

made during the test. Data were collected by five examiners who had been 

previously trained in the administration of the test.  

 

2.5. Statistical analysis 

 

The biological and psychological variables were compared using unpaired 

Student t tests. For all analyses, significance levels were considered at p ≤ 0.05. 

The results are presented as means ± SEM. All statistical analyses were carried 
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out using the SigmaPlot with SigmaStat integration software, version 10.0 (Systat 

Software Inc., San Jose, CA, USA). 

 

3. Results 

 

3.1 Cortisol and incidence of psychological stress  

 

Higher concentrations of cortisol were found in 42% of the subjects. 

Interestingly, the same subjects reported higher scores of stress in the ISSL 

whereas subjects with lower concentrations of cortisol reported no or little 

incidence of stress (Figure 1). For psychological stress assessment, subjects 

completed the ISSL. Data revealed that 45% of the executives investigated 

experience some sort of stress. No subject reported symptoms related to the 

exhaustion phase. However, 79% of them were in the resistance phase (Figure 2). 

Only five subjects were identified in the alarm phase (9%). We decided to exclude 

from the cognitive assessment subjects identified in the alarm phase because this 

phase is related to symptoms experienced during the last 24 hours and as such it 

would not reflect chronic exposure to adverse psychological stressors. With 

respect to the most frequently reported symptoms of stress, 82% of subjects 

claimed to experience more psychological than physical manifestations of stress. 

The most common identified symptoms were irritability, doubts about oneself, 

emotiveness and diminished libido. Also, more women (47%) than men (44%) 

were identified as experiencing stress. No difference was found in relation to age. 

 

3.2 Influence of chronic psychological stress on cognitive performance 

 

The Stroop Color-Word Test was applied to evaluate selective attention and 

reaction time. Stress significantly impairs the quality of response independent on 

the phase of stress. We did not observed any difference between the stressed and 

non-stressed group for reaction time during the congruent stimulus (Color Task).  

However, stressed subjects made significantly more mistakes than non-stressed 

subjects (Figure 3a). During the incongruent stimulus (Color-Word task), stressed 
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subjects took longer to complete the task and also made more mistakes than non-

stressed subjects (Figure 3b). 

 

3.3 Reactivity of salivary alpha-amylase towards acute stressor test  

 

Baseline values for sAA activity did not differ between stressed and non-

stressed subjects before the Stroop test. After the Stroop test, the non-stressed 

group showed a significantly increased of sAA. However, a lower reactivity of sAA 

was seen in the stressed group after the test. Interestingly, the lowest reactivity of 

sAA was observed in the group of subjects within the almost-exhaustion when 

compared to non-stressed subjects (Figure 4).  

 

4. Discussion 

 

Through ISSL, we verified that almost half of the executives investigated 

experienced some sort of stress. Data from the International Stress Management 

Association in Brazil (ISMA-BR) corroborated that nearly 30% of office workers 

suffer from stress or burnout (Rossi et al. 2005). These data are in accordance 

with another study with Israeli employees from the private, public, and third sectors 

that showed that characteristics of the working environment such as corporate 

policies, competitiveness and the responsibility to achieve goals are likely stress-

inducing factors that affect executives (Vigoda 2002). Other studies have also 

shown a higher frequency of psychological rather than physical symptoms in 

working environments with low tolerance to frustration, mood swings and anger as 

typical traits of stress (Quick et al. 2003) and women as a more vulnerable 

population (Lundberg and Franenhaeuser 1999). 

The higher concentration of cortisol in the phases of resistance and almost-

exhaustion suggests hyperactivation of the HPA axis. Glucocorticoids released 

from the adrenal cortex are required to resist the stressor, but are also responsible 

for the pathological changes characteristic of the almost-exhaustion phase 

(Goldstein 2010; Smith 2008). Other studies have found similar increases in 

cortisol in subjects with overcommitment to work (Wirtz et al. 2010) and lack of 

control at work (Kunz-Ebrecht et al. 2004).  Physiological rather than psychological 
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adverse conditions, such as asthma (Wolf et al. 2008), rheumatoid arthritis (Imrich 

and Rovensky 2010) and atopic dermatitis (Buske-Kirschbaum et al. 2002) also 

lead to variations in the concentration of cortisol. 

Variations in sAA towards acute stressors are now well-accepted as a 

surrogate marker of autonomic activity (Granger et al. 2007; Nater and Rohleder 

2009). In our study, we observed an increase in the activity of sAA after a 

cognitive acute stressor only in non-stressed subjects. This is in line with previous 

studies with healthy subjects in which an increase in the activity of sAA was 

reported after a video of corneal transplant surgery (Takai et al. 2004), arithmetic 

tasks (Goi et al. 2007), memory test (Bosch et al. 2003) and skydiving (Chatterton 

et al. 1997).  

Most studies so far have either assessed the kinetics of cortisol and sAA in 

response to a broad range of stressors or compared their dynamics between 

subjects suffering from diverse chronic stress associated with diseases. In the 

other hand, Bellingrath and Kudielka (2008) reported that chronic stress in healthy 

schoolteachers is associated with HPA axis hyporeactivity to acute psychosocial 

stressor (TSST), but the ANS responses were not evaluated. To our knowledge, 

our study is the first to determine the reactivity of sAA towards a cognitive acute 

stressor in chronic stressed healthy executives.  

To date, no information is available regarding the relation between the HPA 

axis and the ANS. It is clear however, that both the HPA axis and the ANS show 

markedly different responses to acute stress (Kivlighan et al. 2005, Kivlighan and 

Granger 2006). Here, we show that subjects who are chronically exposed to stress 

obtained inferior scores of performance with a lower reactivity in sAA during a 

cognitive task. This suggests an interaction, yet with opposite dynamics (higher 

cortisol vs. lower sAA) of the response to stress between the HPA axis and the 

ANS. It has been proposed that a higher concentration of cortisol may induce 

alterations in the sensitivity to catecholamines (Tanno and Marcondes 2002). 

Hence and although speculative, long-term exposition to an stressor, in this case 

represented by work-related demands, might in fact result in a lower reactivity of 

the ANS. This, on the other hand, has also important repercussions on cognitive 

performance. In our study, subjects with higher concentrations of cortisol and 

higher scores of perceived stress also scored lower during the Stroop test. This 
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impairment in cognitive performance might be attributed to the results of the lower 

reactivity of the ANS.  

A considerable body of research has also demonstrated that elevated 

concentrations of cortisol have negatives effects on cognitive function and memory 

consolidation (Gomez et al. 2009; de Kloet 2000; McEwen 2000; Brown et al. 

2004). Hsu and colleagues (2003), for instance, administered a unique dose of 

either hydrocortisone or placebo to healthy subjects before submitting them to the 

Stroop test and reported inferior scores in those subjects who received the drug. 

Possible mechanisms for such alterations include a modified gene expression in 

pivotal areas of the brain involved in learning, behavior, language and memory 

induced by long-term exposure to glucocorticoids (Jöels 2001; Lupien and Lepage 

2008).  

In conclusion, chronic psychological stress associated with higher levels of 

cortisol impairs cognitive performance in business executives. Long-term exposure 

to stress may lead to a desensitization of adrenoceptors compromising ANS 

reactivity and thus selective attention. Our data suggest an interaction of the HPA 

axis and the ANS where the hyperactivation of the former can cause the 

deactivation of the latter.  
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Figure 1. Serum cortisol in stressed and non-stressed subjects. (**) Indicates 

significant differences vs. control group. Resistance phase of stress (R), p = 0.006, 

and Almost-Exhaustion phase of stress (AE), p = 0.009. The values are expressed 

as means ± SEM. 
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Figure 2. Incidence of Stress in executives assessed by means of Lipp’s Inventory 

of Stress Symptoms for Adults (ISSL).  
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Figure 3. Cognitive performance of stressed and non-stressed subjects on the 

Stroop Color-Word Test. A. Reaction time in Color task and Color-Word task. (**) 

Indicates significant differences vs. control group. Resistance phase of stress (R), 

p < 0.001, and Almost-Exhaustion phase of stress (AE), p = 0.023. B. Accuracy of 

responses between stressed and non-stressed subjects in both tasks of Stroop 

test. (**) Indicates significant differences vs. control group. Color task: (R), p = 

0.006, and Almost-Exhaustion phase (AE), p = 0.029. There was significant 

differences in (R) vs. (AE), p = 0.024. Color-Word task: (R), p < 0.001, and (AE), p 

= 0.009. The values are expressed as means ± SEM. 
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Figure 4. Reactivity of salivary amylase in stressed and non-stressed subjects 

before and after the Stroop test. (**) Indicates significant differences vs. control 

group. Non-stress (NS) after Stroop Test, p = 0.043, and Almost Exhaustion phase 

of stress (AE) after Stroop Test, p = 0.040. The values are expressed as means ± 

SEM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


