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examen para diagnosticar el sindrome de

l a medicion del cortisol nocturno es un buen
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Determinacion de los niveles
de cortisol salival en una muestra de
sujetos de Santiago de Chile
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JENNY FIEDLER?, VERONICA ARAYA?

Salivary cortisol among subjects with and
without Cushing syndrome

Background: Salivary cortisol measurement is recommended as a screening mea-
sure when a Cushing Syndrome is suspected. The proposed cut-off point for a probable
diagnosis is 0.16 ug/dL. Aim: To determine salivary cortisol concentrations during
the day in patients with and without Cushing syndrome and with depression. Mate-
rial and Methods: Salivary cortisol was measured by competitive enzyme immuno
assay (EIA), in samples obtained at 8:00, 15:00 and 23:00 h in 78 patients without
Cushing syndrome, aged 40 £ 15 years (28 males), 30 patients with depression aged
40 + 12 years (nine males) and four females with Cushing syndrome aged 42 + 17
years. Results: Salivary cortisol was higher among patients with Cushing syndrome
than the rest of patients. A salivary cortisol over the cut-off value of 0.16 ug/dL was
found in 42% of subjects without Cushing syndrome and in 33% of patients with
depression. Median values among patients without Cushing syndrome, depression
and with Cushing syndrome were 0.21 (range < 0.1-1.42), 0.2 (range 0,12-0.9) and
0.58 (range 0.37-1.1) ug/dL, respectively. Conclusions: Salivary cortisol measured
by EIA method was higher among patients with Cushing syndrome but there was a
great overlap with values obtained in subjects without the syndrome.

(Rev Med Chile 2010; 138: 168-174.).
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libre en saliva tiene una buena correlacién con
el medido en orina®!'*'2, La toma de muestra se

Cushing (SC), patologia en la que se pierde
el ritmo circadiano, observandose valores elevados
de cortisol a las 23:00 horas, a diferencia de los
normales en que la concentracion mds elevada
se alcanza al despertarse”. La evaluacion del
cortisol sérico nocturno es dificil de realizar por
el inconveniente que implica una puncién venosa
en este horario.

Por esto, la determinacion del cortisol libre en
saliva (Sal-cor) ofrece ventajas sobre la medicién
en suero®'’. Algunos estudios han establecido que,
en pacientes con SC, la concentracién de cortisol
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facilita porque puede recolectarse en la casa, no es
invasivo, es indoloro y no produce estrés. Ademds,
el cortisol se mantiene estable por varias semanas
en la saliva®®"3,

El algoritmo actual para el diagnédstico de SC
incorpor6 la medicion del Sal-cor de 23:00 hrs
(Sal-cor23:00) como método de screening'*" ya
que tiene una sensibilidad de 60 a 100% y una
especificidad de 70 a 100% para el diagnéstico en
adultos* 791216,

Algunos autores han propuesto que un valor
sobre 0,31 pg/dl (8,6 nmol/L) hace altamente pro-
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bable el diagnéstico de SC y que un valor menor
a 0,16 pg/dl (4,3 nmol/L) lo hace improbable'*"".
Sin embargo, existen diferencias en los valores
publicados que dependen del ensayo utilizado y
de las caracteristicas de los sujetos analizados. En
la mayoria de los estudios se ha utilizado el radio
inmunoanalisis (RIA)%2, La técnica de enzimo
inmunoanadlisis (EIA) ha sido incorporada ulti-
mamente en algunos protocolos™'®. Otros autores
han demostrado que el método de cromatografia
liquida con espectrometria de masa en tindem
(LC-MS/MS) tendria la ventaja de no tener reac-
tividad cruzada con otros esteroides'®. Con esta
ultima técnica se ha observado que los sujetos
normales tienen un nivel de Sal-cor a la media-
noche de 0,14 pg/dl (4 nmol/L), el que es menor
a los obtenidos por RIA y por ETA%.

Por otra parte, existen patologias que tienen
manifestaciones clinicas o de laboratorio similares
al SC, como depresién u obesidad. La determi-
nacion del Sal-cor23:00 puede ser ttil en el diag-
nostico diferencial de estos pseudocushing pero es
indispensable obtener valores de referencia para
cada poblacidn.

Por la importancia del cortisol salival en el
diagnostico del SC, el objetivo de este trabajo fue
evaluar el ritmo circadiano de cortisol en saliva en
una muestra de sujetos adultos de Santiago de Chi-
le sin SC o pseudocushing, utilizando un EIA, para
establecer valores de referencia para esta técnica
en nuestra poblacién. También se compard estos
valores con los de un grupo de sujetos depresivos
y cuatro pacientes con sindrome de Cushing.

Pacientes y Método

Se recluté a 78 voluntarios sin SC o pseudocus-
hing aparente (50 mujeres y 28 hombres), entre
18 y 75 anos de edad. Los criterios de exclusion
fueron: indice de masa corporal (IMC) mayor
de 35 kg/m?, diabetes, insuficiencia hepdtica o
renal croénica, tabaquismo (> a 3 cigarrillos/dia),
alcoholismo, embarazo, depresion, uso reciente de
ketoconazol, tratamiento con corticoides en el tl-
timo afio o haber cursado con alguna enfermedad
aguda en las dltimas dos semanas.

También se evalu6 a un grupo de 30 pacientes
con el diagndstico de depresién mayor de acuerdo
a los criterios DMS 1V, realizado por psiquiatra,
antes que iniciaran la terapia antidepresiva, y a
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4 pacientes de sexo femenino con sindrome de
Cushing confirmado, para establecer la existencia
de diferencias con el grupo control.

Para cada sujeto se consignd peso y talla y
medicamentos utilizados y todos firmaron un con-
sentimiento informado, aprobado por el Comité
de Etica del Hospital Clinico de la Universidad
de Chile.

Cada sujeto recolectd tres muestras de saliva, a
las 8:00, 15:00 y 23:00 horas. Antes de recolectar la
saliva se les indicé enjuagar su boca con agua fria,
sin cepillarse los dientes. Tampoco debieron comer
o beber en la hora previa a la toma de muestra. Se
obtuvo aproximadamente 1 ml de saliva, recolec-
tado por expectoracién directa dentro de un tubo
de vidrio estéril sin aditivos (vacutainer); se les
indicé almacenarlas a 4 °C hasta ser entregadas
en el laboratorio. Las muestras se centrifugaron a
2.500 rpm/10 min y se almacend el sobrenadante
a -20 °C hasta su procesamiento.

El Sal-cor se determiné mediante un enzimoin-
munoensayo competitivo, aprobado por la FDA
(DSL-10-671000 ACTIVE®) y se basa en la com-
petencia entre el cortisol presente en la muestra
con un cortisol unido a peroxidasa, por la unién al
anticuerpo IgG de conejo especifico para cortisol.
Este complejo se une a una inmunoglobulina anti
IgG inmovilizada en la fase sélida del sistema y
posterior a sucesivos lavados, se le adiciona un
sustrato cromogeno (tetrametilbenzidina). Este
ultimo es oxidado por la peroxidasa a un com-
puesto coloreado, cuya absorbancia a 450 nm es
indirectamente proporcional a la concentracién
de cortisol presente en la muestra. La sensibilidad
analitica es de 0,1 ug/dlyla especificidad de 100%
para cortisol, aunque presenta una leve reactivi-
dad cruzada con otros esteroides, principalmente
prednisolona (58,3%). La curva estandar de cor-
tisol fue de 0 a 10,0 pg/dl. Las concentraciones de
Sal-cor se calcularon por interpolacién de la curva
estandar de calibrado con el programa MILENIA
Data Reduction 3.22. El control de calidad se basé
en la incorporacién de dos sueros control de con-
centraciones baja y alta de cortisol. El coeficiente
de variacién (CV) intraensayo fue de 4,8% para
una dosis de 0,47 pg/dl; 2,8% para 1,41 pg/dl y
1,9% para 4,09 pg/dl. EI CV interensayo fue 7,2%
para una dosis de 0,5 pg/dl, 2,8% para 1,51 pg/dl
y 3,8% para 4,12 pg/dl.

Estadistica: los resultados se expresaron como
promedio + DS. Como el cortisol salival no pre-
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sentd una distribucién normal, se presentan los
resultados como mediana y rango para los valores
8.00, 15.00 y 23.00 y se utilizaron las pruebas no
paramétricas de Wilcoxon y Mann Whitney para
comparacién entre grupos y de Kruskal Wallis
para comparaciones multiples; para el andlisis de
correlacién se utilizo la prueba de Spearman-rho.
Se considerd significativo un valor de p < 0,05.

Resultados

Las caracteristicas generales de los participan-
tes se presentan en la Tabla 1. Se observa que los
sujetos que tenfan alguna patologia prevalente
como hipertensién arterial (HTA), dislipidemia o
hipotiroidismo representan un porcentaje bajo en
los grupos control y depresivos. Todos ellos se en-
contraban bajo tratamiento y bien compensados.

En el grupo control no se encontré diferencias
significativas para el Sal-cor en los distintos hora-
rios, entre hombres y mujeres o, entre los rangos
etdreos: 18-29, 30-49 y > 50 anos (Tabla 2).

Como se observa en la Tabla 1, el cortisol de
las 8:00, 15:00 y 23:00 h fue significativamente
mayor en los casos con SC respecto de los con-
troles y depresivos. No se observé diferencias
entre el grupo control y depresivos en ninguno
de los horarios.

En los grupos control y depresivos los valores
de Sal-cor fueron significativamente mads altos a
las 8:00, seguido por una marcada disminucién a
las 15:00 hrs y el valor mds bajo se observo a las
23:00 (p < 0,0001). En las pacientes con SC no se
observo diferencias significativas en los valores de
cortisol a lo largo del dia.

En el grupo control no encontramos correla-
cién entre los niveles de Sal-cor yla edad a ninguno
de los horarios evaluados.

Al dividir a los sujetos controles segtin el IMC:
< 30 kg/m? y > 30 kg/m?, como se observa en la
Tabla 2, los sujetos con IMC < 30 tuvieron un
cortisol a las 8:00 y 23:00 h significativamente
mayor que los sujetos obesos (p = 0,0045 y 0,02
respectivamente). Ademads, el Sal-cor23:00 mostréd
una correlacion inversa débil con el IMC (r = -0,3,
p = 0,009). Al realizar el ajuste por el diagndstico
de hipertension arterial no observamos diferencias
en los resultados obtenidos.

La mediana del Sal-cor23:00 fue 0,21 pg/dl
(rango: < 0,1-1,42) en los controles y se observd
que la proporciéon de casos que present6 un valor
bajo el rango de deteccion de la técnica fue similar
en los controles y depresivos (39,7% vs 46,6%).

La Figura 1 muestra la distribucién del Sal-
cor23:00 en los 3 grupos. Considerando el punto
de corte de 0,31 mg/dl, definido en la literatura
como diagndstico probable de SC, 15 de los

Tabla 1. Caracteristicas generales de los de sujetos en los cuales se evalué el ritmo
de cortisol medido en saliva

Controles
n=178

Sexo (H/M) 28/50
Edad (afos) 39,5 + 14,6
IMC (kg/m?) 25,5 + 3,5%
HTA (%) 5 (6,4)
Dislipidemia (%) 12 (15,4)
Hipotiroidismo (%) 3 (3,8)
Sal cor 8:00 (ug/dl) 0,782 0,1-3,33)
Sal cor 15:00 0,44¢ (0,1-1,56)
Sal cor 23:00 0,21¢ (< 0,1-0,93)

Depresivos S. de Cushing
n = 30 n=4
9/21 0/4
40,4 = 12,2 41,5+ 17,3
26,5 = 3,9° 30,9 =+ 2,4%°
1(10) 4(100)
9 (30) 3 (75)
2 (6,6) 1 (25)
0,63° 0,1-2) 1,93% (0,79 - 3,3)
0,37¢ 0,1-1,1) 1,55¢ (0,71 -2,9)
0,2 (<0,17-09 0,58 (0,37-1,1)

Los valores de cortisol salival se presentan como mediana y rango. Se observé diferencias estadisticamente significativas entre
pacientes con sindrome de Cushing vs controles y depresivos. *,°p < 0,05; 2p = 0,03; °p = 0,01; <p = 0,006; °p = 0,004;

ip = 0,005.
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Tabla 2. Cortisol salival (Sal cor) en pg/dl en 78 sujetos controles seguin algunas caracteristicas
clinicas (promedio+DS)

Casos (n) Sal cor 8:00 Sal cor 15:00 Sal cor 23:00

Edad (afos)

18-29(27) 0,98 + 0,6 0,52 +0,2 02 +0,2

30-49 (31) 0,84 + 0,68 0,49 + 0,32 0,19 + 0,12

> 50 (20) 0,82 + 0,43 0,47 + 0,38 0,29 + 0,34

P NS NS NS

IMC (kg/m?)

< 30 (44) 1,04 + 0,67 0,54 + 0,34 0,24 + 0,24

> 30 (34) 0,65 + 0,39 0,4 +0,27 0,19 + 0,19

p 0,0045 NS 0,002
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0,3 ;. g L * tisol salival a las 23:00 hrs en un grupo de 78
02 @ °% o ° sujetos controles, 30 pacientes con depresion
01] & ;‘ hi “.i w...“ mayor (DM) y 4 con Sindrome de Cushing (SC),
O'O 1 considerando los puntos de corte definidos en la

’ COﬂtlroleS DII\/I literatura de diagndstico improbable de SC (0,16

ug/dl) y de diagnostico probable (0,31 ug/dl).

controles (19%) y 6 de los depresivos (20%) se
encontraron sobre este valor. En ellos se evalué el
cortisol libre urinario de 24 hrs y el test de Nugent,
descartandose un SC.

Considerando el punto de corte de 0,16 pg/
dl definido en la literatura como diagndstico
improbable de SC, 33 de los controles (42%) y 10
de los depresivos (33%) tuvo un resultado sobre
este valor.

Discusiéon

La saliva permite estudiar las hormonas este-
roidales en su fraccidn libre, con la ventaja de la
facil obtencion de la muestra.

Rev Med Chile 2010; 138: 168-174

Las guias de practica clinica americanas para
el enfrentamiento de los pacientes con sospecha
de SC, proponen la medicién del Sal-cor23:00
como una herramienta de primera linea'*". Ten-
dria la ventaja de poder aplicarse en los casos en
que la prueba de supresiéon nocturna con 1 mg
de dexametasona o test de Nugent puede verse
interferida por problemas de absorcién de la
dexametasona; aumento de su metabolismo por
el uso de algunas drogas como anticonvulsivantes
o alcohol o, por disminucién del clearence, como
en la insuficiencia renal o hepdtica. Sin embargo,
recomiendan que los rangos de normalidad deben
ser obtenidos para cada poblacién y de acuerdo a
la técnica utilizada.
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Nuestro estudio es el primero en nuestro
medio que evalda el Sal-cor23:00 en una muestra
de la poblacién de Santiago de Chile, utilizando
un EIA. Esta técnica no produce contaminacién
radioactiva, es de bajo costo y su sensibilidad
para detectar valores bajos de cortisol es superior
al método automatizado disponible en nuestro
laboratorio. Observamos que la mediana del Sal-
cor23:00 en los controles fue 0,21 mg/dl, valor
que estd por sobre el propuesto en la literatura
internacional como diagnéstico improbable de
SC"'_ Esta diferencia puede deberse a la técnica
utilizada, ya que en la mayoria de los estudios se
usé un RIA vy, algunos autores han demostrado
que los valores Sal-cor medidos por EIA son méds
altos, debido a una sobreestimacion de la con-
centracién del cortisol por esta técnica'®. Ademds,
el punto de corte propuesto de 0,16 pg/dl o 4,3
nmol/L proviene del estudio de Raaf, que utilizé
un EIA con una sensibilidad similar al RIA, capaz
de detectar valores de 0,3 nmol/L o 0,01 pg/dI*".
Sin embargo, él evalué una muestra de 74 sujetos
de entre 12 y 84 anos, de los cuales, no se detallan
las caracteristicas generales.

Otros factores a considerar son las condiciones
de la obtencién de la muestra. Se ha demostrado
que el tabaquismo, comer o beber alcohol antes de
realizarse el examen, contaminacién con sangre
durante el cepillado dental, enjuagues bucales,
realizar actividades psico-estimulantes o el des-
pertarse para la obtencién de la muestra, pueden
elevar la concentracién de Sal-cor***. Aunque
tratamos de controlar estas variables instruyendo
a los sujetos en la toma de muestra, no podemos
asegurar que fueron cumplidas a cabalidad.

En cuanto al receptaculo utilizado parala reco-
leccién de la saliva, en Europa y Estados Unidos de
Norteamérica el mds recomendado es el Salivette®,
tubo de propileno que contiene una almohadilla
absorbente de fibra sintética que se coloca en la
cara interna de la mejilla, evitando el escupir u
obtener la muestra por escurrimiento, y para el
cual se han publicado buenos resultados en la me-
dicién de diferentes analitos®. El inconveniente es
su elevado costo. También hay que considerar que
los artefactos que absorben la saliva y por ende, los
compuestos a medir, pueden determinar medicio-
nes errébneamente bajas. La técnica de obtencidn de
la muestray el tubo que utilizamos nos entregaron
resultados reproducibles y consistentes, que hacen
improbable una interferencia de los resultados
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que obtuvimos con el reservorio. Por otra parte,
es ampliamente reconocida la gran estabilidad
de las hormonas esteroidales frente a diferentes
condiciones ambientales. De todas formas, se re-
comienda en los casos con un resultado alterado,
realizar otra determinacién antes de continuar el
estudio'*.

Otros hechos a considerar son las diferencias
étnicas y las caracteristicas de los sujetos evalua-
dos. Los estudios en poblacién norteamericana
han sugerido un aumento del cortisol plasmatico
nocturno con la edad, fundamentalmente en
hombres, lo que podria explicarse por un tiempo
de exposicion prolongado a situaciones de estrés®.
Otros autores han reportado elevacién del Sal-cor
23:00 en hombres mayores de 60 anos, diabéticos
e hipertensos'®. En nuestra muestra, no mds de
1/3 de los sujetos tenia mds de 50 afios Ademds,
excluimos a los sujetos diabéticos o con IMC > de
35 kg/m?. La proporcién de hipertensos fue baja
y no hubo diferencias en los resultados al ajustar
por esta variable.

Con respecto a la obesidad y niveles de Sal-
cor, Rosmond describi6 en sujetos con obesidad
abdominal, una pobre variacién del Sal-cor a lo
largo del dia, con tendencia a un valor matinal
mas bajo o un valor vespertino mds alto®. Esta
observacién se realiz6 en hombres suecos con
IMC promedio de 27 kg/m?. Nuestros casos con
obesidad, presentaron un cortisol matinal y a
las 23:00 h significativamente menor que los no
obesos y el IMC se correlacioné en forma inversa
con el Sal-cor23:00. Esto podria explicarse por un
aumento de la actividad de la enzima 113-hidroxi
esteroide dehidrogenasa tipo 1 en la grasa visceral,
lo que aumentaria la conversién de cortisona a
cortisol*”?. Este exceso de cortisol generado en el
tejido adiposo, puede suprimir al eje corticotropo,
determinando valores circulantes mds bajos.

Clésicamente se ha descrito que los sujetos
depresivos presentan una disfuncion del eje supra-
rrenal que se traduce en un cortisol matinal bajo,
cortisol nocturno aumentado y test de Nugent
alterado. Nuestros casos no presentaron diferen-
cias con los controles en los horarios evaluados
y s6lo 2 depresivos tuvieron un Sal-cor23:00 por
sobre el promedio de los SC. Esto, probablemente
se deba a que los sujetos evaluados en la literatura
correspondian en su mayoria a casos con psico-
sis, hospitalizados por episodios graves, intentos
de suicidio, cuadros bipolares o ya tratados con

Rev Med Chile 2010; 138: 168-174
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multiples fairmacos®*°.

En ninguna de las pacientes con SC observa-
mos un valor de Sal-cor23:00 inferior al propuesto
como diagndstico altamente probable (0,31 mg/dl
0 8,3 nmol/L). Aunque es una muestra pequeiia,
porque la baja incidencia de esta patologia dificul-
té reunir un nimero mayor de casos durante el
periodo de reclutamiento, y esto impidi6 realizar
una evaluacién de sensibilidad, especificidad y
valor predictivo para establecer el mejor punto
de corte, creemos que estos resultados son sig-
nificativos y apuntan a que, se deberia evaluar
cuidadosamente los valores de cortisol salival, de
acuerdo a la metodologia implementada, antes
de aplicar a nuestra poblacién el punto de corte
que excluye el diagnéstico de SC establecido por
la literatura extranjera (0,16 pg/dl).

En resumen, el cortisol salival es un examen
econémico y fécil de realizar ante la sospecha de
un SC. Sin embargo, demostramos que el nivel
de cortisol de 23:00 h medido por técnica de EIA,
en una muestra de sujetos adultos sin sindrome
de Cushing provenientes de la ciudad de Santiago
de Chile, es mayor al publicado en el extranjero
para distintos métodos. De acuerdo a nuestros
hallazgos, se deberia definir un punto de corte
para el diagndstico de screening de SC adecuado
a nuestra poblacién y técnicas utilizadas. De esta
forma, evitaremos un gasto mayor de recursos en
exdmenes complementarios.
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