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Este estudo recolle datos dunha investigacién que tivo como obxectivo entender
a integracién neuroendocrina en condiciéns de estrés nos peixes teledsteos. O
estudo demostrou que dous dos neurotransmisores monoaminérxicos cerebrais, a
dopamina e a serotonina, tefien un papel importane na sefalizacién dos sinais de
estrés e no inicio/final da resposta neuroendocrina, Tanto o sistema dopaminérxico

Miramontes como o serotoninérxio activanse en situacion de estrés prolongado e desactivanse
Facul Biologi . :
a(.:u ta(_j de oqga gradualmente cando desaparece o estimulo estresante, todo elo funcionando en
Universidad de Vigo. paralelo cos cambios nos niveis circulantes de cortisol, a principal hormona
implicada na resposta ao estrés cronico.
Introduccioén

En acuicultura, o benestar animal é un aspecto de especial relevancia dado que inflie de maneira
directa no crecemento, a capacidade de defensa fronte a enfermidades e a actividade reprodutiva dos
peixes. Con todo, o benestar pédese ver comprometido durante os procesos de manexo dos animais, ou
por defectos na calidade da auga, a condicién alimenticia, etc, dando lugar a situaciéns de estrés. Estas
poden ser agudas, se aparecen de forma puntual ou crénicas, se persisten no tempo, sendo estas Ultimas as
mais daninas en termos de benestar e supervivencia dos animais. Entre as situacions que inducen estrés
cronico destacan a baixa renovacion da auga ou o agrupamento dun gran numero de peixes nos tanques de
cultivo.

A resposta fisioléxica ao estrés consiste nunha serie de fendmenos coordinados que aparecen nos
animais cando estes son sometidos a estimulos estresantes. Dende un punto de vista fisioléxico a
resposta ao estres pdédese dividir en tres fases (Figura 1). Asi, entendemos como resposta primaria a
activacién a nivel limbico cerebral de compofientes neuroendocrinos, que conleva finalmente & liberacion
ao torrente sanguineo das hormonas catecolaminas e o cortisol. Estas substancias provocan unha serie
de cambios inmediatos no organismo (aumento de latido cardiaco, alteracion do metabolismo e de
parametros hematoléxicos, etc.) os cales son cofiecidos como resposta secundaria. A resposta
terciaria engloba os efectos que ten o estrés a nivel xeral no organismo, alteracions no crecemento, na
capacidade reprodutiva, na inxestién, e no seu comportamento social (Wendelaar Bonga, 1997; lwama et
al., 2006).

A primeira fase iniciase coa activaciéon dunha serie de centros nerviosos localizados na area predptica e
no hipotalamo. Estes compofientes neuroendocrinos usan duas grandes rutas para coordinar a resposta
ao estrés, unha denominada eixo hipotalamo-sistema simpatico-tecidos cromafins (homologos a cortiza
suprarrenal en mamiferos), responsable da liberaciéon de catecolaminas ao sangue, e outra que se activa
dun xeito mais lento o eixo hipotalalamo-hipéfisis-tecido interrenal que é responsable da liberaciéon do
cortisol (Figura 2).
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Figura 1. Etapas cronoldxicas da resposta integrada ao estrés en vertebrados

Eixo hipotalamo-sistema simpatico- tecidos cromafins (eixo HSC

E o responsable da liberacion ao sangue de catecolaminas. Tras unha situacién de estrés, activanse de
inmediato os circuitos nerviosos localizados no hipotalamo e na area predptica, que envian dun modo
aferente e mediante neuronas simpaticas, informacién ao tecido cromafin do ril anterior. A liberacién das
catecolaminas desde dito tecido estd sometido deste xeito a un complexo control central no que podrian
participar os neurotransmisores monoaminérxicos cerebrales (Winberg e Nilson, 1993; Gesto ef al., 2013).
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Figura 2. Sistemas neuroendocrinos involucrados na resposta ao estrés nos vertebrados

A liberacion de catecolaminas, adrenalina e noradrenalina, no sangue ocorre rapidamente, aumentando
0s niveis circulantes destas substancias de inmediato, e adoitan permanecer elevados solo durante alguns
minutos (1-5 min) (Randall e Perry, 1992; Reid et al., 1996; Gesto et al., 2013). Durante o estrés crénico os
niveis circulantes de catecolaminas adoitan ser elevados ao principio, ainda que se atenuan rapidamente
cando o estrés se prolonga no tempo (Randall e Perry, 1992).

Eixo hipotalamo-hipoéfisis-tecido interrenal (eixo HPI)

Encargado do control da sintese do cortisol (esteroidexénese). Tras un estimulo estresante estimulase
a liberacién do factor liberador de corticotropina (CRF) dende o hipotalamo. Esta hormona, a sua vez,
estimula a producién de corticotropina (ACTH) nas células corticotropas da hip&fisis, a cal é liberada ao
torrente sanguineo, chegando ao tecido interrenal e provocando aqui a sintese e posterior liberacion de
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cortisol (Bernier, 2006; Gesto et al., 2013). A liberacion de cortisol ocorre con retraso en comparativa directa
coa liberacion de catecolaminas, por contra esta susbtancia mantense activa mais tempo no organismo. Nos
primeiros estadios a liberacion de cortisol ten un grande efecto catabdlico sobre o metabolismo intermediario
(aumento da glicoxénese, aumento da actividade lipolitica, etc.), mentres que a longo prazo a presenza de
cortisol no medio interno dos organismos provoca efectos negativos, tales como o descenso na inxestion de
alimento e, inhibiciéns nas capacidades reprodutivas dos individuos, inmunodepresion, etc. (Barton et al.,
2002; Conde-Sieira et al., 2010; Lopez-Patifo ef al., 2013).

Integracién nerviosa dos sinais de estrés en teleésteos. Os sistemas monoaminérxicos cerebrais

Na actualidade descofiecese como son identificados os estimulos estresantes no SNC cando € como
este integra e coordina unha resposta ao estrés. Segundo alguns estudios en peixes teledsteos os
sistemas de neurotrasmisores monoaminérxicos (serotoninérxico e dopaminérxico) poden xogar un papel
destacado tanto sendo indicadores do inicio da resposta ao estrés, coma sendo elementos efectores desta
resposta (Winberg e Nilsson, 1993; Gesto et al., 2013).

Sistema_serotoninérxico. Este sistema esta baseado na accién da serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-
HT), unha indolamina involucrada na regulacion de diversas funciéns, tales como o sono, o apetito, a
temperatura corporal, a motilidade intestinal, o comportamento sexual, o estado animico, a nocicepcion, a
ansiedade, etc. (Standford, 2001). A 5-HT é sintetizada a partir do aminoacido triptéfano (Fig. 3) e almacénase
en vesiculas nas terminais nerviosas, de forma que cando as neuronas son activadas, a amina é liberada na
sinapses e actua sobre receptores presinapticos e postsinapticos. Posteriormente, a amina é recaptada e
transformada a 5-hidroxindol-3-acético (5-HIAA), un metabolito inactivo.
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Figura 3. Esquema da ruta biosintética da dopamina (esquerda) e da serotoninia (dereita)

Considérase que a relacion entre a cantidade de 5-HIAA e 5-HT € un bo indicador da actividade
serotoninérxica, xa que un incremento na concentracion de 5-HIAA no tecido neuronal esta relacionado cunha
maior sintese e liberacion de 5-HT (Winberg e Nilson, 1993; Gesto et al., 2008; 2013)

Sistema dopaminérxico. A dopamina (DA) é unha catecolamina cuxa sintese de DA lévase a cabo no
citoplasma das neuronas dopaminérxicas a partir do aminoacido L-tirosina (Figura 3). A DA é almacenada
en vesiculas e transportada aos terminais sinapticos neuronais. Cando as neuronas son excitadas
libérase a sinapse mediante exocitose, unindose asi a receptores especificos da membrana
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postsinaptica. As moléculas que non estan unidas aos receptores son recaptadas pola membrana
presinaptica e convertidas en 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) pola encima MAO, mentres que as
moléculas que se unen aos receptores son retiradas da fendedura sinaptica por un mecanismo de alta
afinidade, transportandoas ao citoplasma para seren degradadas a DOPAC. En similitude co
serotoninérxico, se adoita usar a relacion entre DOPAC e DA como indice da actividade do sistema
dopaminérxico (Gesto et al., 2008; 2013).

Cambios nos sistemas monominérxicos cerebrais durante o estrés

Tense demostrado que en diferentes situacion de estrés a actividade dos sistemas dopaminérxico e
serotoninérxico a nivel do SNC aumenta, de tal xeito que foron suxeridos como indicadores da resposta ao
estrés (Ortega et al., 2005; Qverli et al., 2005; Gesto et al., 2013). Ademais, é ben cofiecido que a serotonina &
un elemento chave na regulacion neural do eixo HPI (Qverli et al., 2005; lwama ef al., 2006) polo que os
aumentos da actividade serotoninérxica durante o estrés poden estar ligados a activacion a nivel do SNC
deste eixo endocrino que produce a liberacién de cortisol.

Estudos recentes mostran no caso da troita arco da vella, os sistemas monoaminérxicos poderian tamén
actuar na identificacion nerviosa dos estimulos estresantes, diferenciando os potencialmente prexudiciais de
outros que non tefien importancia para o animal, pero tamén como discriminadores de xeito que permitan
diferenciar a intensidade (magnitude) ou a duracién do estrés (Gesto ef al., 2013). A activacion serotoninérxica
adoita ser de similar magnitude ante axentes estresantes de diferente severidade, pero a sua duraciéon no
tempo é dependente da intensidade do estrés. Por outro lado, tamén se contrastou que a actividade
dopaminérxica en situacién de estrés aumenta, pero este efecto foi anatébmicamente mais localizado,
aparecendo sobre todo a nivel do telencéfalo (Gesto ef al., 2015). Como resumen, podese dicir que ambolos
dous sistemas neurotransmisores poden facer unha funcién interruptora doutros circuitos cerebrais dando
lugar & activacion da resposta neuroendocrina ao estrés e permitir que se mantefia a curto e medio prazo.

Cando o estrés se perpetua no tempo, estes sistemas podrian seguir activos, ainda que ata o momento non
se fixeron estudos especificos da sua dinamica temporal como os que existen no estrés a mais curto prazo.
Dado que os cambios neuroendocrinos que acontecen durante o estrés crénico se ven mermados no tempo
(De Pedro e Bjornsson, 2001; Ortega et al., 2005), cabe a posibilidade de que as monoaminas cerebrais tefian
unha dinamica similar, o que reforzaria o papel destas sustancias na regulacién da resposta de estrés.

O presente estudo tivo como obxectivos, por un lado, probar o papel dos sistemas
monoaminérxicos cerebrais durante o estrés crénico na troita arco da vella, e por outro lado, analizar a sua
dinamica cando o estrés cesa.

Materiais e métodos

Animais

Empregaronse exemplares de troita arco da vella (Oncorhynchus mykiss) provintes dunha piscifactoria de A
Estrada, cun peso de 80110 g. Os peixes foron repartidos de xeito aleatorio en 8 tanques de 100 L (n= 20 por
tanque) cunha densidade de 10 Kg/m? e mantidos baixo condiciéns controladas, fluxo continuo de auga filtrada
e aireada. A temperatura da auga foi de 15+1 °C e un fotoperiodo de 12:12 luz/oscuridade. A alimentacion dos
peixes fixose con penso comercial en pelets (Dibag-Diproteg SA, Espaia) cun aporte enerxético de 20,2 MJ/
kg, sempre duas horas despois de que comezase o periodo de luz. Os animais estiveron nestas condiciéns un
periodo de quince dias para a sua aclimatacién. A manipulaciéon e experimentacion cos animais realizouse
seguindo a normativa europea (2010/63/EU) e espafiola (RD 55/2013) para a utilizacion de animais de
experimentacion, e os protocolos utilizados foron aprobados polo Comité de Bioética da Universidade de Vigo.
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Deseno experimental e toma de mostras

Establecéronse 6 tanques de tratamento de estrés por alta densidade nos que se reduciu o volume de auga
até acadar unha densidade de 70 Kg/m3, permanecendo os peixes nestas condicions por un tempo de 7 dias
(5 tanques) e 10 dias (1 tanque) (Taboa 1). Pasado o tempo de 7 dias, un dos tanques de estrés foi
mostreado, mentres que os catro restantes foron devoltos ao seu estado inicial, recuperando o volume de
partida (densidade dos peixes < 10 Kg/m3) e comezando o tempo de recuperacion, exposto na taboa 1. En
paralelo os tanques de estrés, mantivéronse tamén 2 tanques control (peixes non estresados), un relativo o
tratamento de estrés de 7 dias e outro para o de 10 dias.

Tabla 1. Descricion dos grupos incluidos no desefio experimental empregado no estudo

TANQUE GRUPO TRATAMIENTO + TEMPO RECUPERACION
1 Control no estres 7 dias sen estrés

2 Estres 7 dias estres

5 Estrés +recuperacon 7 dias estres + 2h de recuperacion

4 Estrés +recuperacion 7 dias estres + 6h de recuperacion

= Estrés +recuperacion 7 dias estres  + 24h de recuperacion

] Estrés +recuperacion 7 dias estres  + 72h de recuperacion

f Control no estres 10 dias sen estrés

8 Estres 10 dias estres

Pasado os tempos de tratamento procedeuse ao méstreo tomando un total de 10 troitas de cada grupo. Os
peixes foron anestesiados no tanque utilizando 2-fenoxietanol ao 0.2% v/v e xusto despois tomaronse mostras
de sangue de cada peixe mediante puncién na vea caudal. De seguido os animais foron sacrificados, por
decapitacion e o cerebro foi diseccionado para recoller mostras de hipotalamo. As mostras conxelaronse
mediante xeo seco e seguidamente foron almacenadas a -80 °C. O plasma sanguineo obtivose mediante
centrifugacion das mostras do sangue, sendo despois almacenado a -80 °C.

Anadlise de cortisol, glucosa e lactato no plasma

Os niveis plasmaticos de cortisol foron analizados utilizando un test ELISA (Cayman Europe, Tallin,
Estonia) que foi validado previamente polo noso grupo de investigacion mediante o estudo de diluciéns
seriadas. Os niveis de glicosa e lactato no plasma foron cuantificadas mediante técnicas
espectrofotométricas utilizando kits comerciais.

Niveis dos neurotransmisores e os seus metabolitos no hipotalamo

As mostras dos tecidos para o analise das aminas homoxeneizaronse mediante disrupcion ultrasénica
en fase mobil para HPLC. Da mestura resultante retirouse o sobrenadante, o cal foi diluida en nova fase
mobil para alcanzar o rango desexado de concentracion. A mestura final foi inxectada (20 yL) no sistema
de cromatografia. Determinaronse os contidos de DA, DOPAC, 5-HT e 5HIAA no tecido hipotalamico
mediante unha técnica de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) en fase inversa, con deteccion
electroquimica, conforme a un método descrito previamente (Gesto et al, 2008). Os datos obtidos foron
normalizados segundo o contido proteico obtido previamente mediante o método do acido bicinconinico.

Analise estatistico

Utilizéuse unha ANOVA dunha via, seguido dun test de comparacidons multiples (Student-Newman-
Keuls), tomando como diferenzas significativas aquelas cun valor de P<0,05. Este traballo foi feito
empregando o software estatistico Sigmaplot (V11.0)
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Resultados

Niveis de cortisol e metabolitos no plasma sanguineo

Os niveis plasmaticos de cortisol, glicosa e lactato no plasma sanguineo das troitas estresadas durante
7 e 10 dias, xunto cos respectivos controis, amosanse na Figura 4. O cortisol tivo aumentos significativos
tanto a 7 dias como a 10 dias, mentras que na glicosa non observamos diferenzas significativas entre as
concentracions no plasma sanguineo nos dous grupos estresados, ainda si un aumento significativo no
grupo control de 10 dias, o cal non podemos relacionar coas situacidns inducidas experimentalmente. No
caso dos niveis de lactato no plasma, foi observado un aumento significativo nos niveis do grupo de 10
dias de estrés con respecto o control, ainda que este efecto non se notou no estrés a 7 dias.
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Figura 4. Dereita. Niveis de cortisol, glicosa e lactato en plasma sanguineo nos grupos estresados (7 e 10
dias) e os respectivos controis. Esquerda. Niveis de cortisol, glicosa e lactato en plasma sanguineo nos
tempos post-estrés (2, 6, 24 e 72h). Os datos representan o promedio + E.E.M (n=10). Letras diferentes

indican diferencias significativas.

Na Figura 4 tamén se mostran os niveis de cortisol, glicosa e lactato dos diferentes grupos
experimentais empregados para avaliar a dinamica da recuperaciéon do estrés. A grafica inclde un grupo
de peixes control, un grupo de peixes estresados durante 7 dias, e catro grupos de peixes estreados
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durante 7 dias os que logo se lles anulou a situacion de estrés, e que foron monitorizados nas seguintes 2, 6,
24 e 72 h (grupos nomeados como de “post-estrés”). No caso do cortisol, atopamos un grande aumento da
hormona no grupo estresado de 7 dias en comparacion co respectivo control, o cal se mantivo alomenos
durante 2 horas post-estrés.

Observouse un decrecemento forte nos niveis desta hormona no grupo de 6 horas post-estrés, ainda que
continuaron a ser estatisticamente mais elevados que os do control, chegando a acadar as 24 h valores
proximos a éste.

Os niveis circulantes de lactato non mostraron diferenzas significativas entre os grupos control e estrés
de 7 dias. Tampouco se viron cambios nos grupos post-estrés agas na derradeira medicién de 72 horas,
na que os niveis deste metabolito foron incrementados respecto aos tempos previos e aos niveis do
control. Con respecto os niveis de glicosa circulantes, non temos diferenzas significativas entre os grupos
control e estresado, nin destes con respecto aos grupos post-estrés, ainda que aparece unha subida dos
niveis deste composto no tempo de 72 horas tras a situacién de estrés en comparaciéon cos atopados a 6
horas.
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Figura 5. Niveis de dopamina, serotonina, e os seus metabolitos no hipotalamo de troitas estresadas (7 e
10 dias) fronte os respectivos controis. Os datos representan o promedio + E.E.M (n=10). Letras diferentes
indican diferencias significativas entre grupos.
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Os niveis hipotalamicos de serotonina e dopamina (Figura 5) sufriron un descenso significativo debido
ao estrés (7 e 10 dias) en comparacién cos respectivos grupos control. No caso dos metabolitos
oxidativos das monoaminas se obtiveron aumentos significativos nos dous tempos de estrés, os cales
foron moito mais acusados no caso do DOPAC que no 5-HIAA. Os ratios de actividade indicanos tamén
unha subida significativa, tanto no sistema serotoninérxico como no dopaminérxico, promovida polo
estrés.

Unha vez rematada a situacion de estrés, as actividades dos sistemas monoaminérxicos hipotalamicos,
tanto o serotoninérxico como o dopaminérxico, volven aos niveis do grupo control (Figura 6) nas seguintes
6 horas. No caso do sistema dopaminérxico o descenso ocorre dun xeito rapido, xa que as 2 horas
postestrés se atoparon niveis mais baixos dos que aparecen no grupo estresado de 0 horas, ainda que
superiores aos do control. Pola contra, no sistema serotoninérxico a recuperacion non se evidenciou ata
pasadas 6 horas tras a situaciéon de estrés, sendo os valores no grupo de 6 horas totalmente similares aos do

controis.
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Figura 6. Actividade dopaminérxica (relacion DOPAC/DA) e serotoninérxica (relacion 5-HIAA/5-HT) en
hipotalamo de troitas arco da vella nos tempos post-estrés (2, 6, 24 e 72h) en controis estresados e non
estresados (tempo 0). Os datos representan o promedio + E.E.M (n=10). Letras diferentes indican
diferencias significativas entre grupos.

Discusion

O desefo experimental de estrés cronico por alta densidades de individuos foi axeitado,xa que
produciu os cambios esperados nos niveis de cortisol en plasma. Esta hormona é o principal indicador
das situacions de estrés nos peixes e os seus niveis adoitan permanecer elevados longo tempo (lwama et al.,
2006). Neste estudo demostramos que o estrés elevou os niveis de cortisol plasmatico de forma rapida, sendo
moi evidente o aumento aos 3 dias e se atenuou o persistir o efecto estresante durante 10 dias.
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Unha vez desapareceu o estimulo estresante, as concentracions de cortisol do plasma sanguineo reducironse

totalmente nun periodo de tempo de 24 h. O decaemento na concentracion da hormona € progresiva, € dicir,
vai desaparecendo paulatinamente do corpo do animal unha vez cesa o estrés, manténdose en niveis
similares aos do estrés nas duas primeiras horas e comezando a baixada a partir dese momento. Esta
dinamica temporal na reducién dos niveis de cortisol durante o estrés a longo prazo seguiu o mesmo perfil que
o atopado nesta especie durante o estrés a curto prazo (Gesto et al., 2013).

Os cambios atopados nos niveis de cortisol durante o estrés tiveron pouca incidencia nos niveis
circulantes de glicosa e lactato. Ainda que estes metabolitos adoitan a incrementarse nas situaciéons de estrés
a curto prazo (Conde-Sieira ef al., 2010) é posible que a mais longo prazo ese efecto se vexa minguado pola
reducion da inxestion que produce o estrés, o que puido acontecer para a falta de cambios fortes nos niveis de
glicosa e lactato.

Os neurotransmisores monoaminérxicos cerebrais adoitan ter un papel chave na integracion dos sinais
de estrés nos peixes, e o hipotalamo parecen ser unha das rexidéns cerebrais mais determinantes deste
proceso. No caso dos sistemas dopaminérxico e serotoninérxico, os cambios nas actividades neuronais
reflicten mediante cambios nos niveis dos neurotrasmisores (DA, 5-HT) e nos seus metabolitos oxidativos
(DOPAC e 5-HIAA), de xeito que as relacions metabolito/amina son uns bos indicadores da actividade
neuronal (Qverli et al., 2005; Ortega ef al., 2005). No caso da troita arco da vella, o estrés agudo foi mostrado
por incrementar os valores de ditos relacions no hipotalamo, de forma que se puxo en evidencia a capacidade
dos sistemas monoaminérxicos como sensores do estrés a curto prazo (Gesto ef al., 2013, 2015). Os datos
presentes confirman que a resposta monoaminérxica tamén se incrementa a longo prazo tal e como
demostran os aumentos dos indicadores DOPAC/DA e 5-HIAA/5-HT a 7 e 10 dias. Ademais o estudo permite
concluir que son tanto as mermas nos niveis das aminas (DA, 5-HT) coma os aumentos nos metabolitos
oxidativos (DOPAC, 5-HIAA) os que provocan o incremento das relacion monoaminérxicas. Todo isto indica
claramente que na situacion de estrés cronico estase a usar con mais intensidade o neurotransmisor sinaptico
Ou 0 que é 0 mesmo, que é mais elevada a actividade neuronal monoaminérxica.

Unha vez demostrada a implicacion da dopamina e da serotonina crénico avaliamos, pois, parametros
relacionados con sistemas monoaminérxicos unha vez cesa o estimulo estresante, é dicir, no periodo de
post-estrés (ata 72 h desde que desaparece o estrés). En base aos resultados obtidos no presente estudo
demdstrase que unha vez cesa o estrés restablécense os niveis basais de actividade monoaminérxica de
forma progresiva e nun periodo curto, sempre inferior a 6 h. No caso da actividade dopaminérxica a merma na
mesma semella ser mais rapida, xa que tras duas horas nétase un decaimento significativo, mentres que na
serotoninérxica recupéranse 0s niveis nun tempo mais longo, mais proximo as seis horas.

Existen estudos que demostran que as monoaminas cerebrais, en particular a serotonina, tefien un
papel importante na regulaciéon do eixo HPI (De Pedro e Bjérnsson, 2001; Qverli et al., 2005) o que
implica que os cambios nos neurotransmisores poderian ter un reflexo en cambios nos niveis de cortisol
(hormona regulada polo eixe HPI). Neste senso, é interesante analizar a forte correlacién que existe entre
a dinamica de recuperacion da actividade dopaminérxica e serotoninérxica no periodo post-estrés e a dos
niveis de cortisol. Polo tanto os datos claramente apuntan a un papel destas aminas na regulacion da
sintese de cortisol, tanto na sua activacion como na desactivacion unha vez remata a situacion de estrés.

En resumo, no presente traballo se obtefien novas evidencias na troita arco da vella, un modelo
fisioloxico de peixe teledsteo, sobre o funcionamento dos sistemas monoaminérxicos a nivel central durante o
estrés a longo prazo e, especialmente, nun periodo de post-estrés. Os resultados obtidos neste traballo apoian
o papel das monoaminas como sensores, activadores e desactivadores da resposta fisioloxica ao estrés a
nivel encefalico. Son necesarios estudos posteriores para estudar mais ao miudo a implicacion dos sistemas
monoaminérxicos no incremento dos niveis de cortisol durante o estrés.
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