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Resumen

Introduccion: La administracion prolongada de glucocorticoides (GC) induce la inhibicidn profunda del
eje hipotalamo-hipdfiso-adrenal (HPA). Antes de suspender la terapia en forma definitiva, es necesario
evaluar la recuperacion del eje adrenal mediante la determinacion de cortisol. En un estudio previo, la
medicién de cortisol salival matutino (CSm) >5,0 nmol/L present6 un 25% de resultados falsos negati-
vos (FN), y un 1,8% resultados falsos positivos (FP). Objetivo: Determinar si cambios pre-analiticos
en la toma de muestra de saliva mejoran la eficiencia diagndstica (ED) del CSm en nifios que recibieron
corticoterapia prolongada (TCP). Sujetos y métodos: Estudio prospectivo, de validacion diagnostica
aprobado por el Comité de Etica del HNRG, que incluyd nifios que recibieron TCP por >4 semanas. La
prueba de referencia para determinar la recuperacion del eje adrenal fue un cortisol sérico matinal >193
nmol/L; la prueba indice constituyo el promedio de 2 muestras de CSm obtenidas por salivacion espon-
tanea el mismo dia de la extraccién de sangre. El corte para el CSm se determind mediante curva ROC.
Las principales medidas de resultados fueron la Sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo (VP)
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positivo (P) y negativo (N). El cortisol en suero y en saliva se midid por electroquimioluminiscencia
(ECLIA). Resultados: Participaron 47 nifios con una media de edad de 11,7 anos; de ellos, 33/47
recuperaron el eje. El punto de corte para CSm fue =4,1 nmol/L, con una S: 0,78 (IC 95%: 0,61-0,89),
E: 1,0 (0,83-1,0), VPP: 1.0 (0,87-1,0) y VPN: 0,73 (0,54-0,86). Siete nifios tuvieron resultados falso
negativos, y ninguno presentd resultado falso positivo. La ED fue del 86,5%. Conclusion: La medicién
de CSm mediante el método ECLIA es un biomarcador Util y no invasivo que permite establecer con
certeza la reactivacion del eje hipotalamo-hipdfiso-adrenal en nifos que recibieron TCP. Las medidas
pre-analiticas implementadas permitieron establecer el punto de corte de 4,1 nmol/L, incrementando la
eficiencia diagnostica al 86,5%.

Palabras clave: glucocorticoides, Eje Hipotalamico-Hipofisario-Adrenal, cortisol, saliva, pediatria
Abstract

Introduction: Receiving prolonged corticosteroid therapy (PCT) causes inhibition of the hypothalamic-
pituitary-adrenal axis (HPA). Before definitive suspension of the therapy, it is necessary to evaluate the
recovery of the adrenal axis through cortisol measurement. In a previous study, measurement of morn-
ing salivary cortisol (mSC) >5.0 nmol/L had a 25% false negative (FN) and 1.8% false positive (FP)
results. Objective: To determine whether pre-analytical changes in saliva sampling improve the diag-
nostic efficiency (DE) of mSC in children receiving PCT. Subjects and methods: Prospective, diagnos-
tic validation study, approved by the Comité de Etica HNRG, including children receiving PCT for >4
weeks. Reference test for determination of adrenal axis recovery was serum cortisol 2193 nmol/L; index
test was the average of 2 samples of mSC obtained by spontaneous salivation the same day of blood
extraction. Cutt off for mSC was determined by ROC curve. Main results were sensibility (S), specificity
(E), positive and negative predictive value (PPV, NPV). Serum and saliva cortisol were measured by
electrochemiluminescence immunoassay (ECLIA). Results: 47 children with a mean age of 11.7 years
participated in the study. Only 33/47 children recovered the axis. The cut-off point for mSC was >4.1
nmol/L, with sensitivity: 0.78 (95% CI: 0.61-0.89), specificity: 1.0 (0.83-1.0), PPV: 1.0 (0.87-1.0) and
NPV: 0.73 (0.54-0.86). There were 7 FN results, with no FP. The DE was 86.5%. Conclusion: Meas-
urement of mSC using ECLIA constitutes a useful and non-invasive biomarker that confirms with cer-
tainty the recovery of HPA axis in children who received PTC. The pre-analytical changes that were
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implemented allowed us to establish a mSC cut-off 24.1 nmol/L, increasing the diagnostic efficiency to
86,5%.

Key words: glucocorticosteroids, hypothalamic-hypophysal-adrenal axis, cortisol, saliva, pediatrics

Introduccion

La administracidn de glucocorticoides (GC) en dosis suprafisioldgicas es una indicacion
frecuente en nifios debido a sus propiedades antiinflamatorias e inmunosupresoras. Los mis-
mos son utilizados en el tratamiento de diferentes entidades de causa autoinmune, oncoldgica,
post-transplante, afecciones del sistema respiratorio, entre otros.? La administracion prolon-
gada de GC produce la inhibicién del eje hipotalamo-hipdfiso-adrenal (HPA) debido a la inhi-
bicion de la produccion enddgena del factor hipotalamico de liberacién de ACTH (CRH) y de la
ACTH hipofisaria, lo cual conduce a una disminucién de la sintesis endégena de cortisol y la
pérdida de su ritmo circadiano de secrecién caracteristico.!3

La suspension abrupta del GC puede poner al paciente en riesgo de desarrollar insufi-
ciencia adrenal secundaria.*® Por esta razdn, con la mejora del trastorno subyacente y la indi-
cacion de suspension del tratamiento, se planifica una reduccion gradual de la dosis del GC
hasta alcanzar valores fisioldgicos, la cual puede variar entre 7,5 y 12 mg/m?/dia, y debe
mantenerse durante por lo menos un mes. Pasado este periodo se suspende el GC 48 h y se
lleva a cabo la evaluacion bioquimica que permite estimar si el paciente reactivo el eje adrenal
y se puede realizar la suspension segura del GC.

La confirmacion bioquimica de la reactivacion del eje HPA es esencial para la interrup-
cion del tratamiento.! Es importante tener en cuenta que el valor de corte o cut-off para el
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cortisol basal no esta consensuado en pediatria. Por otro lado, los métodos utilizados para la
determinacion de cortisol en suero miden la concentracidn total circulante (fraccion unida a su
proteina especifica de transporte llamada "cortisol/ binding protein”y la fraccion libre), con lo
cual puede conducir a una interpretacion incorrecta de la falta de capacidad de secrecion de
cortisol en pacientes con alteracion de las proteinas de transporte (patologia renal con pérdida
de proteinas, sindromes de desnutricidon crdnica y patologias hepaticas severas con falla en la
sintesis de proteinas).*

Alternativamente, la posibilidad de medir la fraccién libre podria superar esta dificultad
y permitir la medicion segura y la evaluacién de la reactivacién del eje adrenal en todos los
pacientes que recibieron terapia prolongada con corticoides (TCP). Es importante destacar,
que el tiempo en el cual cada individuo reactiva el eje HPA es variable,® siendo en ocasiones
necesaria la reevaluacion del cortisol sérico, lo que implica una nueva extraccion de sangre.

La saliva constituye una muestra de obtencion no invasiva, que evita el procedimiento
de la puncién venosa y brinda la posibilidad de la recoleccién de multiples muestras, lo cual
constituye una ventaja especialmente para la poblacion pediatrica.”® Por otro lado, la saliva es
util en la evaluacién de moléculas que presentan un ritmo circadiano de secrecién como el
cortisol ya que la obtencién de mas de una muestra puede realizarse en forma ambulatoria y
ser entregadas al laboratorio al dia siguiente.?

El cortisol pasa de la sangre a la saliva por difusion pasiva, siendo el cortisol salival
(CS) alrededor del 65-75% de la fraccidn libre de cortisol en circulacion y un 2-4% del cortisol

total.® En las glandulas salivales, el cortisol rapidamente se metaboliza a cortisona por accion
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de la enzima 11beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa (113-HSD) tipo 2, alcanzando la concen-
tracion de cortisona en saliva una relacion 4:1 respecto a la concentracion del CS.° En un
estudio previo, nuestro grupo demostrd que la medicidon de cortisol salival matutino (CSm)
>5,0 nmol/L confirmaba la reactivacion del eje HPA con un valor predictivo positivo del 97%
mediante una muestra menos invasiva, lo cual evitaba la disconformidad inherente a la ex-
traccion de sangre.! Sin embargo, un 25% de los nifios presentaron resultados falsos negati-
vos (lo cual implicaba revalorar con otra muestra de saliva al mes), y un 1,8% falsos positivos
(situacidn de riesgo para el paciente si se toma la decisidon de suspender la administracion del
GQC).

El mencionado estudio implicaba la obtencion de una Unica muestra de saliva en ayunas
que era obtenida en el laboratorio el mismo dia de la extraccién de sangre para evaluacién del
cortisol sérico matinal. La eficiencia (ED) del CSm de esta estrategia diagndstica fue del 73%,
con un valor predictivo positivo del 97%. En el proceso global de determinacién de estudios
en el laboratorio, es importante destacar que la ocurrencia de errores corresponde en su ma-
yoria a fallas en la etapa pre-analitica, que involucra las indicaciones a pacientes, el ingreso
del paciente al sistema informatico del laboratorio, la toma de muestra en forma adecuada y
su identificacidn inequivoca, entre otros.!!

En este sentido, teniendo control sobre las variables informaticas del proceso, creemos
que una explicacion posible del hallazgo de un importante nimero de resultados falso negati-
vos del trabajo previamente publicado,!! podia deberse al procedimiento de toma de muestra

de saliva.
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Basados en la hipotesis que modificaciones en la obtencion de la muestra de saliva
mejora el desempeio diagndstico de la prueba CSm, nos propusimos evaluar si la implemen-
tacion de cambios en el procedimiento general pre-analitico permite incrementar la eficiencia
diagndstica de cortisol salival matutino en la valoracién de la recuperaciéon del eje HPA en

nifos que recibieron TCP.

Sujetos

Se realizd un estudio prospectivo de validacién diagndstica. El estudio tuvo como cri-
terios de inclusion, nifios entre 2 a 17 afios, que hubieran recibido GC exdgenos por un periodo
prolongado (mayor de 4 semanas), que se encontraran en seguimiento en la Divisién de En-
docrinologia del Hospital de Nifios Dr. Ricardo Gutiérrez, y cuyo padre/madre o tutor y/o los
nifios y adolescentes firmaran el consentimiento/asentimiento informado segun correspondiera
de acuerdo con la edad.

Se consideraron como criterios de exclusién el uso de GC tdpicos o inhalatorios, enfer-
medad infecciosa al momento del estudio o rinitis alérgica (el moco constituye un interferente
en la medicion de moléculas en saliva), o la presencia de heridas en la cavidad bucal o en
labios (la hemdlisis interfiere en la medicién de cortisol).

El protocolo de suspensién de la TCP siguid las recomendaciones de la Sociedad Ar-
gentina de Pediatria.! El mismo contempld una primera etapa de descenso gradual del GC, con
la disminucién de la dosis un 25% de manera semanal hasta alcanzar la dosis equivalente a la

dosis fisioldgica de hidrocortisona (7,5 a 12 mg/m?/dia). La misma se mantuvo durante 1 mes
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como minimo, y finalmente, se suspendid momentaneamente 48 horas previas a la evaluacion
bioquimica del eje HPA. Durante el protocolo de descenso, el médico indicé pautas de alarma
al paciente ante la presencia de signos incipientes de insuficiencia suprarrenal (por ejemplo,
decaimiento, taquicardia, sudoracidn, hipotensién), asi como de exacerbacion de la enferme-
dad de base.

Estas mismas pautas de alarma se le indicaron al paciente, aun en aquellos en los que
se constatd bioquimicamente la recuperacion del eje HPA, y se mantuvieron vigentes por un
lapso posterior de 12 meses desde la suspension definitiva de la corticoterapia. Se calculd el
indice de masa corporal (IMC) como el peso (Kg)/talla? (m?), y el score de desviacion estandar

(SDE) de talla segun tablas argentinas.

Métodos
Procedimiento de obtencion de muestras de saliva y suero

Los pacientes que estaban en condiciones de realizar la evaluacién bioguimica del eje
HPA, recibieron por parte del médico endocrindlogo las indicaciones por escrito que consistie-
ron en presentarse con un ayuno de 8 h, evitar la realizacion de actividad fisica de esfuerzo
12 h previas a la toma de muestra y el cepillado de dientes, debiendo concurrir al laboratorio
a las 8:00 h (horario en el cual se espera las concentraciones mas elevadas de cortisol durante
el dia debido al ritmo circadiano de cortisol caracteristico).

El procedimiento pre-analitico de toma de muestra de saliva consistié en: (1) un en-

juague bucal con agua previo a la salivacién, y (2) la obtencion de 2 muestras de saliva.
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En primera instancia se solicitd que el nifio realice un enjuague bucal con agua que fue
supervisado por el padre/madre o tutor, y en presencia del personal bioquimico y de enferme-
ria. Se solicité al nifio/a que obtenga la primera muestra de saliva (CS1) mediante salivacion
espontanea (escupir), la cual se recogié en un tubo plastico con base conica. El volumen de
saliva debia cubrir la superficie del cono que corresponde aproximadamente a 1 mL de saliva.

Posteriormente se realizd la extraccion de sangre para la medicidon de cortisol sérico
(prueba de referencia), y a continuacidon se obtuvo la segunda muestra de saliva (CS2) me-
diante el mismo procedimiento de salivacién espontanea. El proceso de toma de muestra se
completd en un intervalo de 20-25 minutos aproximadamente. Las muestras de saliva se con-
servaron en freezer a -20°C hasta su procesamiento (tiempo de conservacion entre 2 a 7 dias).
El dia de la medicion del cortisol las muestras se descongelaron a temperatura ambiente y se
centrifugaron a 3500 rpm durante 15 minutos en la centrifuga refrigerada (4°C).

El cortisol salival se midié en el sobrenadante luego de transferirlo a otro tubo y se
descarto el pellet. El cortisol se determind en suero y en saliva mediante un inmunoensayo
con sefal electroquimioluminiscente (ECLIA) en autoanalizador COBAS e402 de ROCHE.

El método cortisol en saliva por ECLIA presenta un limite de cuantificacion (LLoQ) de
2 nmol/L (obtenida en nuestro laboratorio mediante procedimientos estandarizados de la guia
del Clinical Laboratory Standard Institute), coeficientes de variacion (CV) intraensayo (CVi) de
2,0% y 1,5% para un nivel de concentracién de 11,0 nmol/L y 29,2 nmol/L, respectivamente,
usando controles comerciales de tercera opinidon (Precicontrol salival de Roche; lote n°
712396/97).
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El método de cortisol en suero por ECLIA presenta un LLoQ de 0,2 ug/dL, con CVi de
1,6% y 2,3% en los niveles de concentracion de 3,0 pg/dL, 17,4 pg/dL (Biorad Lyphochek
Immunoassay Plus Control Bio-Rad; lote n® 40430), respectivamente. En ambos métodos, los
CV interensayos fueron <3,0%.

En la extraccion de sangre también se obtuvo una muestra en tubo con EDTA para la
medicion de la concentracidn plasmatica de ACTH. Se usd un método automatizado con seial
quimioluminiscente en el autoanalizador Siemens IMMULITE XPi. El mismo presenta un LLoQ=
5 pg/mL y CV intra- e inter-ensayos < 7%. Se considerd un valor de ACTH normal a una

concentracion > 10 pg/mL.

Metodologia de investigacion de la ED del CSm

La prueba de referencia para evaluar si el nifio habia reactivado su eje HPA fue la
concentracion de cortisol sérico, mientras que el cortisol salival fue la prueba en evaluacion o
index test. Se considerd reactivacion del eje adrenal si la concentracién de cortisol en suero
fue =193 nmol/L (que correspondia a =7 pg/dL) , o que no habia reactivado si el cortisol sérico
fue <193 nmol/L (<7ug/dL).

Este corte se fundamenta en estudios previos del equipo de trabajo,® valor corregido
por el error total aceptable del método de cortisol que segun su variabilidad bioldgica'® del
28,5%.
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Aspectos éticos

El presente estudio fue aprobado por el Comité de Etica (N° C.E.I. 22.09) y el Comité
de Docencia e Investigacion del Hospital de Nifios Dr. Ricardo Gutiérrez.

Todos los procedimientos de este estudio se llevaron a cabo bajo las normas éticas
que rigen las investigaciones en humanos, enumeradas en la Declaracién de Helsinki de la
Asociacion Médica Mundial (Principios éticos para las investigaciones médicas en seres huma-

nos, adoptada por la 592 Asamblea General, Seul, Corea, octubre 2008) y sus actualizaciones.

Estadistica

El calculo del tamafio muestral fue de 40 niflos como minimo, basado en datos previos
de nuestro grupo de trabajo!! (nivel de confianza del 95%, un poder estadistico del 85%, y
una proporcién de respuestas adecuadas de reactivacion del eje HPA de por lo menos 65%).
Se uso el test de normalidad de Shapiro-Wilkins para evaluar la distribucion de las variables.
Se evalud la correlacién entre cortisol sérico y salival utilizando el test de Spearman.

Con el fin de comparar la concentracion de CSm en la primera muestra de saliva (CS1)
y la obtenida posterior a la extraccion, (CS2), se us6 un T-test pareado. Mediante el estudio
de curvas ROC (Receiver operating characteristic curves) se determind el punto de corte o cut-
off mas adecuado del CSm para determinar la reactivacion del eje HPA.

Se obtuvo para dicho valor, las medidas de resultados fueron el area bajo la curva, la
sensibilidad, la especificidad, el valor predictivo positivo (VPP), el valor predictivo negativo

(VPN) y sus correspondientes intervalos de confianza (IC) del 95%.
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La eficiencia diagnodstica se calculé como la suma de verdaderos positivos y verdaderos
negativos sobre el nimero de muestras totales. En todos los casos se considerd una signifi-

cancia estadistica a un valor de p< 0,05.

Resultados

El flujograma de la figura 1 muestra la cohorte de nifos que fueron incluidos de acuerdo
con los criterios de inclusion y exclusidon del estudio. Aceptaron participar 50 nifos, de los
cuales 3 fueron eliminados de analisis debido a: dificultad para obtener la muestra de saliva
en 2 ninos y 1 por presentar una intercurrencia respiratoria.

El 33,3% de los pacientes derivados para suspension del tratamiento e ingresados en
el estudio fueron derivados a la Divisidn de Endocrinologia del Hospital de Nifios Dr. Ricardo
Gutiérrez provenientes del Servicio de Reumatologia, seguido por Hematologia y Neurologia
(ambos 12,5%) y otros como Dermatologia, Nefrologia, Neumonologia, Hepatologia, Oftalmo-
logia, Gastroenterologia e Inmunologia.

Los pacientes estudiados fueron 47 nifios, con una edad cronoldgica (Media + DE) de
11,7 £+ 4,0 afios, y se clasificaron en 2 grupos segun hubieran reactivado (cortisol sérico =193
nmol/L) o no (<193 nmol/L) el eje HPA. Se observd reactivacion del mismo en 33 nifios (70%)

y falta de reactivacion en 14 (30%), (figura 1).

a. Médica. Centro de Investigaciones Endocrinoldgicas “Dr. César Bergada” (CEDIE), CONICET, FEI, Division de
Endocrinologia, HNRG. ID ORCID N°: 0000-0002-1344-7181

b. Médica. CEDIE, CONICET, FEI, Div. Endocrinologia, HNRG. ID ORCID N°: 0009-0001-3753-5872

c. Bioguimica. CEDIE, CONICET, FEI, Div. de Endocrinologia, HNRG. ID ORCID N°: 0009-0000-1971-129X

d. Bioquimica. CEDIE, CONICET, FEI, Div. de Endocrinologia, HNRG. ID ORCID N°: 0000-0003-4746-8324

e. Lic. en Cs. Bioldgicas. CEDIE, CONICET, FEI, Div. Endocrinologia, HNRG. ID ORCID N°: 0009-0006-7555-822X
f. Bioquimico. CEDIE, CONICET, FEI, Div. de Endocrinologia, HNRG. ID ORCID N°: 0009-0004-8435-3918

g. Bioquimica. CEDIE, CONICET, FEI, Div. de Endocrinologia, HNRG. ID ORCID N°: 0009-0006-8806-2530

h. Médica. CEDIE, CONICET, FEI, Jefa de Division de Endocrinologia, HNRG. ID ORCID N°: 0000-0001-7618-1950.
Investigador Asociado de la Carrera del Investigador en Salud del GCABA.

i. Bioguimica. CEDIE, CONICET, FEI, Div. de Endocrinologia, HNRG. ID ORCID N°:0000-0003-0040-1210. Investi-
gador Independiente de la Carrera del Investigador en Salud del GCABA.

j. Médica. CEDIE, CONICET — FEI — Div. de Endocrinologia, HNRG. ID ORCID N°: 0000-0002-3330-5594

k. Bioguimica. CEDIE, CONICET, FEI, Div. de Endocrinologia, HNRG. ID ORCID N°: 0000-0003-0312-7421. Inves-
tigador Independiente de la Carrera del Investigador en Salud del GCABA.

Conflicto de interés: ninguno que declarar

Financiamiento: Fundacion Florencio Fiorini a la Investigacion Médica 2024 a la Dra. Melina Gil bajo la Direccidn
de la Dra. Maria Gabriela Ballerini. Subsidio de Investigacion del Consejo de Investigacion en Salud del Gobierno
de la Ciudad de Buenos Aires a la Dra. Maria Gabriela Ballerini.

Correspondencia: melinagil@cedie.org.ar

19


mailto:melinagil@cedie.org.ar

REVISTA DEL
l‘ HOSPITAL niios

»w DEBUENOS AIRES

Articulo original Rev. Hosp. Nifios (B. Aires) 2025;67 (296).9-31

Figura 1. Flujograma de pacientes pediatricos incluidos en el estudio y clasificados segun la concen-
tracion de cortisol en suero. HPA: eje hipotalamo-hipdfiso-adrenal.

Eliminados: 3
l 2 dificultad para salivar; 1 enfermedad respiratoria alta

R

32 nifios con 14 nifios con
cortisol sérico cortisol sérico
2193 nmol/L <193 nmol/L
CON recupera- SIN recupera-
cién de eje HPA cién del eje HPA

*

Revaloracion en 4

El procedimiento de evaluacion soélo se repitié al mes en 4 nifios, entre los cuales soélo
1 mostro reactivacion del eje adrenal. En total se analizaron 52 muestras de suero y 104 de
saliva (que correspondian a las muestras CS1 y CS2). La concentracion de cortisol en suero
fue de 296,3 + 61,2 nmol/L en el grupo de nifos con recuperacion del eje HPA y de 90,2 +
70 nmol/L para el grupo que no lo hizo (p< 0,0001).
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Las caracteristicas clinicas de los pacientes se muestran en la tabla 1. Los grupos que
reactivaron el eje HPA y aquellos que no lo hicieron fueron similares en cuanto a edad, IMC y
dosis maxima recibida de GC.

En los nifios en los que se constatd la reactivacion bioquimica del eje adrenal, el tiempo
de tratamiento fue menor y presentaron un desvio estandar de talla estadisticamente mayor
(tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los nifios incluidos al momento del estudio

Reactivacion del eje HPA

Con reactivacion Sin reactivacion

Namero de pacientes (33) (14)

Edad (afnos) [mujer/varon] 11,7 £ 3,9 [24/9] 11,8 £ 4,1 [9/5] 0,89
Peso (SDE) 1,0 (-0,06-1,9) 1,6 (0,8-2,2) 0,36
Talla (SDE) 0,16 £ 1,36 -0,81 £ 1,49 <0,05
IMC (SDE) 1,36 + 1,43 2,19 £ 1,42 0,07
Dosis maxima (mg/kg/dia) 3,0 (1,6-4,1) 4,0 (1,6-5,7) 0,98
Dosis maxima (mg/m?/dia) 106 (48-149) 108 (72-205) 0,97
Periodo de tratamiento (meses) 5(3-12) 9 (6-36) < 0,01

HPA: eje hipotalamo-hipdfiso-adrenal; SDE: score de desvio estandar; IMC: indice de masa corporal
Los datos se presentan como mediana y rango del 1° y 3° intercuartilo para las variables que no siguen
distribucién de Gauss y como media + DE para aquellas que siguen una distribucién normal

La figura 2 muestra la concentracién individual de la ACTH plasmatica, y del cortisol

medido en suero y en las muestras CS1 y CS2 para ambos grupos. La concentracién de ACTH
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fue significativamente mayor en los pacientes que recuperaron el eje [mediana (intercuartilo):
22 (17-98) pg/mL] respecto del grupo de nifios que no lo hicieron [13 (10-77) pg/mL], p<
0,0001; figura 2A. El test pareado para la concentracién de CS expresada no fue estadistica-
mente diferente para los nifios que recuperaron el eje HPA [CS1: 5,0 (3,8-7,6) versus CS2:
6,3 (5,0-8,0), p= 0,77; figura 2B], ni para aquellos que no lo hicieron [CS1: 2,0 (2,0-2,3)
versus CS2: 2,0 (2,0-2,5), p= 0,65, figura 2C].

La falta de diferencia significativa entre ambas muestras permitio utilizar el promedio
de la concentracién de las muestras de saliva como una variable integrada de la capacidad de
secrecion de cortisol en el tiempo de muestreo, que correlaciond en forma positiva y significa-
tiva con la concentracion del cortisol en suero (r= 0,82, p< 0,0001). La concentracién inte-
grada de CS se utilizd para calcular la eficiencia diagnostica del CSm. El analisis mediante curva
ROC mostrd que el valor de corte para CSm 24,1 nmol/L permite establecer la reactivacion
del eje adrenal en nifos que recibieron GC por tiempo prolongado, con un area bajo la curva
de 0,97 (IC 95%: 0,95 a 0,99), figura 3. Las medidas principales de resultados se muestran
en la tabla 2. La especificidad y el VPP fueron de 1,0 para el corte de 4,1 nmol/L, Tabla 2.

Solo se observaron discordancias en 7 muestras de pacientes que habian reactivado el
eje HPA por presentar cortisol sérico 2193 nmol/L, mientras que la concentracién de CSm fue
inferior al corte de 4,1 nmol/L, lo cual representa una proporcion de resultados falsos negativos
del 13,4%. Bajo las condiciones del estudio no se obtuvieron resultados falsos positivos. La
eficiencia diagndstica del CSm fue del 86,5% para el valor de corte establecido de 4,1 nmol/L.
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Figura 2. Concentracion plasmatica
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Figura 3. Curva ROC obtenida para la concentracion de cortisol salival matutino.
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Se presenta el area bajo la curva con su correspondiente intervalo de confianza del 95%. AUC: area
bajo la curva, del inglés “area under the curve”.
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Tabla 2. Resultados obtenidos por analisis de curva ROC para el valor de corte de CSm >4,1nmol/L

Cortisol sérico =193 Cortisol sérico

Numero de muestras (n) nmol/L (n= 33) <193 nmol/L (n= 19)
Csm =4,1 nmol/L (n) 26 0
CSm <4,1 nmol/L (n) 7 19
Medidas principales de resultado Valor 1C95%
Sensibilidad 0,79 (0,61 -0,91)
Especificidad 1,0 (0,82 -1,0)
Valor predictivo positivo 1,0 (0,87 - 1,0)
Valor predictivo negativo 0,73 (0,52-1,0)
Las medidas de resultados se presentan con su correspondiente intervalo de confianza del 95%
(IC95%).

CSm: cortisol salival matutino; ROC: Receiver operating characteristic.
Discusion

La insuficiencia adrenal debido a la administracion exdgena de corticoides en forma
prolongada es la causa mas frecuente de insuficiencia secundaria del eje HPA.> En estos
pacientes es fundamental la evaluaciéon bioquimica del eje adrenal antes de suspender los GC
en forma definitiva a fin de prevenir el desarrollo de insuficiencia adrenal especialmente du-
rante situaciones de estrés.>®

El presente estudio demuestra que un cortisol salival 4.1 nmol/L mediante el método
automatizado con sefal electroquimioluminiscente (ECLIA) confirma la reactivacion del eje
HPA luego de la administracién prolongada con GC en nifios.

La introduccién del enjuague bucal con agua y la obtencién de dos muestras de saliva
permitieron mejorar la eficiencia diagndstica que alcanzé el 86,5%, con un VPP de 100 %.
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Considerando que la saliva constituye un tipo de muestra de facil obtencion y no invasivo, el
presente estudio nos permite proponer al cortisol salival matutino como una herramienta ac-
cesible e ideal para la valoracion de la reactivacién del eje HPA en pacientes pediatricos que
recibieron TCP.

La administracion prolongada de GC resulta en la inhibicién del eje HPA llevando a la
incapacidad para responder al estrés con una adecuada secrecion de cortisol.'? Las pruebas
funcionales de referencia para la evaluacion del eje adrenal como la prueba de hipoglucemia
insulinica y la prueba de dosis bajas de ACTH no se utilizan cominmente en nifios, debido a
los potenciales efectos adversos que conllevan, lo laborioso de su realizacion (incluye la admi-
sidn e internacion del paciente en hospital de dia),® y en particular en nuestro pais, la dificultad
y el costo para obtener la ampolla de ACTH sintética actualmente no disponible en la Argentina.

En consecuencia, en la practica diaria se utiliza la concentracién basal de cortisol sérico
matutino para evaluar la reactivacion del eje adrenal en pacientes que recibieron TCP.1!! Sin
embargo, no existe consenso respecto de qué concentracion permite confirmar la recuperacion
de dicho eje.

Las Ultimas guias europeas,? establecen que un valor >10 pg/dL de cortisol sérico
indica recuperacion del eje adrenal y permite suspender el tratamiento con GC de forma se-
gura. Si el cortisol se encuentra entre 5 y 10 pg/dL, deberia continuarse el tratamiento con
dosis fisioldgica y repetir el dosaje luego de algunas semanas, mientras que con resultados <
5 ug/dL, deberia continuarse el GC a dosis fisioldgica y repetir el dosaje de cortisol para reva-

lorar el eje adrenal.
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Es importante tener en cuenta los aspectos analiticos propios de la medicién de cortisol
en diferentes matrices bioldgicas como el suero, la saliva y la orina, donde puede encontrarse
una amplia variabilidad en la concentracion medida dependiendo del método usado por los
laboratorios. En este sentido, las guias recomiendan revisar los puntos de corte de cortisol
sérico ya que pueden variar de acuerdo al método utilizado para medir el cortisol y los proto-
colos locales de descenso y suspension de tratamiento GC prolongado.!!

En el presente estudio, se utilizd la prueba de referencia de cortisol sérico 2193 nmol/L
(7,0 pg/dL) para establecer la recuperacion del eje adrenal, dato que surge de resultados de
estudios previos de nuestro grupo de trabajo considerando los valores de referencia locales,*3
corregido por el error total del método.

Considerando dicho corte, observamos que 33/47 nifios (70,2%) reactivaron el eje HPA
y 14/47 (29,7%) no lo hicieron. Se observé que en todos los pacientes que recuperaron el eje
adrenal, la concentracion de ACTH se encontrd en el rango normal (= 10 pg/mL), reforzando
aun mas la recuperacion del mismo, mientras que un 50% de los pacientes que presentaron
CSm <4,1 nmol/L tuvieron una concentracion de ACTH normal, probablemente debido a que
la ACTH es el primer parametro en normalizar.>*

Los cambios pre-analiticos implementados en el presente estudio (el lavado bucal con
agua previo a la toma de las muestras de saliva y la obtencidn de 2 muestras de saliva)
permitieron reducir los resultados falsos positivos a 0 % y disminuyeron los falsos negativos

a 13,4 % (la mitad si se compara con la publicacién previa).!!
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El lavado bucal previo a la recoleccion de saliva permitiria disminuir la cantidad de
detritus celulares de la cavidad oral que puedan generar interferencias en la medicién del
cortisol reduciendo asi los falsos positivos. La secrecién de cortisol presenta una pulsatilidad
intrinseca ademas del ritmo circadiano caracteristico.’® La obtencidén de 2 muestras de saliva
tuvo como propdsito contar con una medida integrada de la secrecion de cortisol en el tiempo
de muestreo. La falta de diferencias significativas entre ambas muestras de saliva en un mismo
paciente permitid considerar la media de las concentraciones de ambas muestras como un
biomarcador integrado de la secrecidn de cortisol en dicho periodo.

En resumen, los cambios pre-analiticos permitieron reducir el nimero de falsos nega-
tivos a casi la mitad del obtenido previamente (presente estudio: 13,4% versus estudio previo:
25%),! y lo que resulta de mayor impacto para la decision clinica fue eliminar los resultados
falsos positivos.

El método ECLIA presenta ventajas para la medicion de cortisol en comparacién a otros
inmunoensayos, como una adecuada sensibilidad para determinar concentraciones bajas con
elevada precision, es reproducible ya que tiene coeficiente de variacién bajos, la medicidn
requiere un pequeno volumen de muestra (20 WL; ideal en poblacion pediatrica) y permite
obtener resultados en 18 minutos para la toma rapida de decisién médica. Sin embargo, un
13% de los pacientes presentaron resultados falsos negativos lo cual implica repetir el proce-
dimiento manteniendo las dosis fisioldgicas durante un mes y volver a obtener las muestras

de saliva.
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Una posible explicacion puede ser la rapida metabolizacidon del cortisol a cortisona en
las glandulas salivales, la cual se ha demostrado 4 veces superior que la de cortisol en saliva.’
Consideramos que las fortalezas de este trabajo son su disefio prospectivo, el uso de un pro-

tocolo estandarizado de descenso de glucocorticoides y el tamafio muestral alcanzado.

Conclusion

La medicidn de cortisol salival matutino mediante el método ECLIA es un biomarcador
atil y no invasivo que permite establecer con certeza la reactivacion del eje hipotalamo-hipo-
fiso-adrenal en nifios que recibieron corticoterapia prolongada.

Las medidas pre-analiticas implementadas permitieron establecer el punto de corte de

4,1 nmol/L, incrementando la eficiencia diagndstica al 86,5% de esta prueba.
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