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Resumo
VAZ DE MELLO, R.C. Avaliacdo do cortisol salivar no paciente em estado critico.
Belo Horizonte, 2007. Tese (Mestrado) — Faculdade de Medicina, Universidade Federal de
Minas Gerais.
O paciente em estado critico apresenta alteragdes na sintese e liberagdo do cortisol, com
grandes elevagdes nos niveis séricos, que sdo proporcionais a gravidade do quadro. Alguns
pacientes, todavia, apresentam resposta adrenal que ¢ inadequada ao estresse pelo qual o
organismo esta passando, estando o cortisol elevado, porém em um nivel insuficiente para
exercer efeito benéfico sobre a homeostase, quadro denominado “insuficiéncia adrenal
relativa”. Estes pacientes evoluem com doenga mais grave, ¢ maiores indices de
mortalidade. Hoje, a avaliagdo da glandula adrenal no paciente critico ¢ realizada pela
dosagem do cortisol sérico total, incluindo fracdo livre e ligada a proteinas. A avaliagdo
pelo cortisol livre sérico parece ser mais fidedigna que a dosagem do cortisol sérico total,
por se tratar da fracdo ativa do hormonio, e por nao sofrer influéncia das variagcdes nos
niveis de proteinas, comuns nestes pacientes. A dosagem do cortisol salivar ¢ um excelente
indice da fragdo livre do cortisol. O objetivo deste estudo foi avaliar os valores de cortisol
sérico e salivar no paciente em estado critico, verificando a correlagdo entre os valores, ¢ a
correlacdo com o progndstico. Foram selecionados sessenta e seis pacientes divididos em 3
grupos: vinte ¢ sete pacientes com sepse grave em unidade de terapia intensiva, vinte
pacientes em pos-operatério estavel em unidade de terapia intensiva, e dezenove pacientes
sadios como controle. A correlagdo entre o cortisol sérico e salivar foi forte, com valor de r
de Pearson de 0,89, e valores elevados do cortisol sérico e salivar se associaram a maior
mortalidade. Os valores de cortisol salivar apresentaram elevagdes mais muito mais
pronunciadas e relagdo aos niveis basais, por nao estar ligado a proteinas, e apresentaram

melhor associa¢cdo com a mortalidade.



Abstract
VAZ DE MELLO, R.C. Evaluation of salivary cortisol in critical care patient. Belo

Horizonte, 2007. Faculdade de Medicina, Universidade Federal de Minas Gerais.

Critical care patient presents important alterations in synthesis and release of cortisol, with
great elevation of it’s serum levels, proportional to the severity of the case. Some patients,
other way, presents adrenal response that is inadequate for the stress which the organism is
passing through, with elevated serum cortisol, but in an insufficient level to make benefit
to the homeostasis. This state is named “relative adrenal insufficiency”. These patients
present more severe disease, and higher mortality. To date, adrenal evaluation in critical
care patients is based on serum levels of total cortisol, including, free fraction plus protein-
bonded fraction. Adrenal evaluation by serum free cortisol seems to be more reliable,
reflecting active fraction of hormone. Salivary cortisol represents an excellent index of
serum free cortisol. The objective of the study was to evaluate values of total serum and
salivary cortisol in critical care patients, evaluating correlation among values, and the
correlation with patient prognosis. Sixty six patients were divided in 3 groups: twenty
seven patients with severe sepsis, from intensive care unit, twenty post-operatory stable
patients in intensive care unit, and nineteen healthy controls. We found a strong serum and
salivary cortisol correlation, with Pearson r value of 0,89, and serum total and salivary
cortisol elevated levels were associated with higher mortality. Salivary cortisol levels
presented more significant elevations compared with basal levels, because they are not

bond to protein, and were better associated with mortality.



INTRODUCAO



O paciente em estado critico apresenta importantes alteracdes na sintese e liberagcdo do
cortisol. Durante o processo agudo, como mecanismo de adaptagdo a situacdo de estresse
sistémico, o cortisol apresenta-se como modulador do sistema imune e possui importante
papel na regulagio do processo inflamatério. E um potente agente anti-inflamatorio,
diminuindo o actimulo de células inflamatdrias no sitio do processo inflamatorio, inibindo
a libera¢do de citocinas pro-inflamatoérias, como a IL-6, e aumentado a concentracdo de
citocinas anti-inflamatorias, como a IL-10 e TGF-B (Marik et al, 2002). Assim, observa-se
aumento na secre¢do ¢ liberacdo do hormonio, para niveis até 6 vezes acima dos valores
basais. Quanto mais elevados os valores de cortisol no paciente critico, mais grave ¢ a

doenga, e maior a taxa de mortalidade (Cooper et al, 2003; Sam et al, 2004).

Por outro lado, acredita-se que pacientes que apresentam valores pouco aumentados de
cortisol possam estar apresentando uma resposta da glandula adrenal que seja insuficiente
ao grau de estresse a que o organismo esta sendo submetido. A esta condi¢do, da-se o
nome atualmente de insuficiéncia adrenal relativa (Cooper et al, 2003). Estes pacientes
geralmente apresentam doenca mais grave, além de pior progndstico. Estudos
randomizados tém evidenciado aumento na sobrevida desses pacientes com uso de baixas

doses de hidrocortisona (Ananne et al, 2002).

O cortisol circula, em sua maior parte, ligado a proteinas plasmaticas, globulina ligadora
do cortisol e albumina — sendo 10% encontrados na forma livre, biologicamente ativa. A
avaliacdao da fun¢do adrenal nestes pacientes, baseada na dosagem do cortisol sérico total,
pode estar prejudicada pelo fato destes pacientes apresentarem, freqiientemente, alteracdes

significativas nos niveis protéicos circulante, e, consequentemente, nos niveis de cortisol



total. A dosagem do cortisol livre sérico € uma técnica mal-padronizada, trabalhosa, e

indisponivel de maneira regular (Hamrahiam et al, 2004)

A dosagem do cortisol salivar ¢ um excelente indicador da concentracdo plasmatica do
cortisol livre. Além de ndo se alterar com flutuagdes nos niveis das proteinas que se ligam
ao cortisol, as amostras podem ser obtidas varias vezes ao dia, de maneira facil, rapida e
ndo invasiva (Raff, 2000). Tecnicamente, a dosagem do cortisol salivar ¢ um método

padronizado, bem estabelecido e rotineiro em grandes laboratorios.

A falta de estudos sobre o uso do cortisol salivar no paciente em estado critico como
ferramenta para avaliacdo da funcdo adrenal, bem como a provavel maior confiabilidade
do cortisol salivar, por apresentar melhor correlagdo com o cortisol livre plasmatico, fragao
ativa deste hormonio, e por ndo softrer interferéncia dos fatores pré-analiticos motivaram o

desenvolvimento deste trabalho.



REVISAO DE LITERATURA



2.1. Fisiologia do cortisol e regulacéo da sua sintese e secrecéo

O cortisol é o horménio esterdide mais potente produzido pela glandula adrenal. E
sintetizado a partir do colesterol e sua secre¢do esta sob o controle do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal, sendo regulada pelo hormoénio adrenocorticotrofico, o ACTH, produzido
pela hipoéfise, que por sua vez, sofre influéncia de outro peptideo, o CRH ou hormonio

liberador de corticotrofina, produzido pelo hipotalamo (Aron et al, 2004).

A elevagdo dos niveis circulantes do cortisol promove inibicdo do eixo, através de um
mecanismo de retro-alimentagdo (feedback) negativo, tanto no hipotalamo quanto na
hipofise, levando a diminuigdo na sua secrecdo. Em situagdes fisioldgicas, os niveis

plasmaticos de cortisol correlacionam-se com os do ACTH (Figura 1).

O estimulo para liberagdo de CRH e ACTH pelo sistema nervoso central ¢ episddico e
ritmico, encontrando-se sincronizado com o ciclo sono-vigilia, o ritmo circadiano. A
produgdo de cortisol inicia-se, geralmente, com seis a oito horas de sono, com pico entre as
oito horas e dez horas da manha, quando a demanda por glicocorticodides ¢ maior. Durante
o dia, a concentracdao diminui gradativamente, havendo cada vez menos picos secretérios,

podendo atingir niveis indetectaveis durante as primeiras horas de sono (Aron et al, 2004).
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Figura 1 — Representagio do eixo hipotalamo-hipofisario-adrenal e fungdes do cortisol no sistema imune. Na
parte de cima, representada através das linhas continuas, verifica-se a secre¢do de CRH pelo hipotadlamo, que
estimula a hipofise a secretar ACTH, que por sua vez, atua na adrenal, promovendo a sintese e libera¢do do
cortisol. Os niveis elevados de cortisol exercem efeito de retro-alimentagdo negativa, inibindo sua liberagao,
tanto no hipotalamo quanto na hipéfise. Na parte de baixo da figura, representada pelas linhas pontilhadas,
verifica-se a atuacdo do cortisol como modulador do sistema imune, sendo um potente agente anti-
inflamatorio. Verifica-se também a agdo de citocinas inflamatdrias, que alteram o efeito de retro-alimentagdo
negativa, elevando o “set-point™, o que permite a elevagdo dos niveis do cortisol durante situagdo de estresse

do organismo (Adaptado de Dluhy, 2005)



Algumas situagdes podem alterar este ritmo circadiano da secrecao do cortisol, como
alteracdes no padrao do sono, horarios de alimentacdo, situacdes de estresse fisico, como
traumas, cirurgias e infecgdes; e psicologico, incluindo ansiedade grave, depressdo e
psicose, além de alteragdes no sistema nervoso central e hipofise, doengas hepaticas,

insuficiéncia renal e alcoolismo (Aron et al, 2004).

2.2. Circulacdo do cortisol

No organismo humano, em condi¢des basais, cerca de noventa por cento do cortisol circula
ligado a proteinas (setenta e cinco por cento ligado a globulina ligadora de cortisol — CBG,
€ quinze por cento a albumina), e somente dez por cento circula livre no plasma, sendo esta
a forma biologicamente ativa do hormodnio, efetora das acgdes fisiologicas e da

retroalimentagdo (Aron et al, 2004).

2.3. Acdes do cortisol no organismo

O cortisol participa de varios processos homeostaticos do organismo. Destacam-se suas
acdes metabolicas, como elevagdes nos indices glicémicos, através de estimulo a
gliconeogénese hepatica, que aumenta a oferta de glicose para as células, e agdes
catabdlicas periféricas no musculo, pele e tecido adiposo, que leva a liberagao de acidos
graxos, aumentando a oferta de energia, necessaria para a resposta ao estresse € para a

recuperagao celular apos algum dano (Marik et al, 2002).

Possui importante atuagdo no sistema cardiovascular, sendo necessario para a reatividade

fisiologica do coragdo e vasos a angiotensina II, epinefrina, e nor-epinefrina, que contribui



para a manutencdo do tonus vascular e da contratilidade miocérdica; reduzindo a
vasodilatagdo induzida pelo o6xido nitrico, modulando a permeabilidade vascular; e

aumentando a sintese de angiotensinogénio, ATP e catecolaminas (Marik et al, 2002).

Além disso, destaca-se seu importante papel de modulador do sistema imune, sendo
potente agente anti-inflamatério e imunossupressor. Através da inibicdo da enzima
fosfolipase A,, modula a atuacdo de varias células que participam do processo
inflamatorio, como os linfocitos, neutrofilos, mastocitos e basédfilos, diminuindo o acimulo
delas no sitio inflamatdrio, e das citocinas pré-inflamatérias, como as interleucinas IL-1 e
IL-6, o interferon gama, e o fator de necrose tumoral alfa — TNF a, e estimula a liberagao

de fatores anti-inflamatérios, como a IL-10 (Marik et al, 2002). (Figura 1).

2.4. O cortisol durante o estimulo agudo

A presenca de processo inflamatorio ou de estresse sistémico agudo leva a alteracdo na
concentragdo plasmatica do cortisol. Em resposta a este estimulo (libera¢ao de citocinas,
lesdo tecidual, dor, hipotensdo, hipoxemia), ocorre aumento na secre¢do deste hormonio, e
0s seus niveis plasmaticos podem atingir valores até seis vezes superiores em relagdo ao
valor basal, sendo que esta elevagdo ¢ proporcional a gravidade da doenga (Cooper et al,
2003). Quanto maiores os niveis do cortisol no estresse agudo, pior o progndstico,

traduzido por maior taxa de mortalidade (Sam et al, 2004). (Tabela 1)



Tabela 1 — Taxas de mortalidade de acordo com os niveis de cortisol sérico

Cortisol sérico Indice de Mortalidade
< 12,5 pg/dL 54%
12,5 - 20,0 pg/dL 53%
20,0 — 45,0 pg/dL 41%
> 45,0 pg/dL 81%**
% < 0,01

Adaptado de Sam S. Clin Endocrinol, 2004;60:23-35

Em virtude dos elevados niveis circulantes de citocinas pro-inflamatérias, como a IL-6 e o
TNF-a, e a diminuigdo do feedback negativo exercido pelo cortisol sobre a produgdo de
CRH e ACTH, observa-se perda do ritmo circadiano de sua secregao, relacionado a maior
liberacao dos seus reguladores (Dluhy, 2005). Ocorre também, diminuicdo nos niveis
circulantes da albumina e da Globulina Ligadora de Cortisol — CBG, com diminui¢do da
sua afinidade pelo cortisol, levando ao conseqiiente aumento da fragdo livre,
biologicamente ativa do cortisol. No sitio inflamatoério, também sdo observados niveis
elevados de cortisol livre, devido a quebra da CBG pela elastase dos neutrofilos. Além
disso, as citocinas inflamatorias promovem aumento no numero ¢ na a afinidade dos

receptores intracelulares para cortisol (Cooper et al, 2003).

Estas alteracdes parecem ser importante mecanismo adaptativo do organismo na tentativa
de regular a resposta inflamatoria, levando em consideracao as fungdes do cortisol como

modulador da resposta imune (Rivers et al, 2001).



Esta resposta adaptativa pode estar alterada por fatores que prejudicam o funcionamento
fisioldgico da glandula, e levam a insuficiéncia adrenal. A secre¢do do cortisol pode estar
diminuida ou bloqueada devido a inibi¢do do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal, secundaria
ao trauma cerebral, infarto ou hemorragia hipofisaria, ou o uso prévio de glicocorticéides.
Doengas como a AIDS e algumas drogas podem também interferir na sintese cortisol como
o cetoconazol ou o etomidato, através da inibicdo da enzima 21 a-hidroxilase, afetando a

esteroidogénese (Marik et al, 2002).

2.5. Insuficiéncia adrenal relativa

Uma parte dos pacientes em estado critico apresenta quadro que ndo se caracteriza como
insuficiéncia adrenal, como descrito anteriormente, porém, eles apresentam resposta da
glandula adrenal que ¢ considerada inadequada as alteragdes que o organismo estad
apresentando. Os niveis de cortisol, apesar de estarem elevados, ndo sdo suficientes para
exercer efeito benéfico sobre a homeostase do organismo, resultando em desequilibrio
entre a inflamacao sistémica e a resposta anti-inflamatoria compensatoria (Figura 1). Como
resultado, ocorre aumento da atividade pro-inflamatoria, com vasodilatacao induzida pelo
oxido nitrico e diminuicdo da expressdo (down-regulation) dos receptores adrenérgicos. A
esta situacdo clinica, da-se o nome, atualmente, de “insuficiéncia adrenal relativa ou
funcional”, devido ao fato de ndo haver um defeito estrutural no eixo hipotdlamo-hipofise-
adrenal. Estes pacientes geralmente apresentam doenca mais grave, além de pior
prognostico, marcado por aumento da mortalidade. Estudos randomizados tém evidenciado
aumento na sobrevida desses pacientes com uso de terapia de reposi¢cdo com baixas doses

de glicocorticéides (Annane et al, 2002 e 2004).



2.6. Critérios para o diagnostico da insuficiéncia adrenal relativa

O método para avaliacdo da fungdo da glandula adrenal neste tipo de paciente ainda nao
estd bem estabelecido, existindo algumas divergéncias sobre qual o melhor parametro para
se classificar o individuo criticamente doente como portador de insuficiéncia adrenal

relativa (Marik et al, 2002) (Tabela 2).

Alguns autores preconizam a dosagem aleatdria do cortisol sérico, ja que ocorre perda do
ritmo circadiano em sua secre¢do, utilizando pontos de corte que variam entre 15 e 25
pg/dL, sendo classificado como portador de insuficiéncia adrenal, o paciente que apresente
niveis séricos de cortisol inferiores a um desses valores (Marik et al, 2003; Annane et al,

2004).

Outros preconizam estratégia diferente, baseada na dosagem do cortisol sérico antes e apos
estimulo com ACTH sintético (cortrosina), em doses alta (250 pg) ou baixa (1 pg). E feita
dosagem do cortisol basal, trinta e sessenta minutos apos inje¢ao intravenosa da cortrosina.
Neste tipo de abordagem, existem estratégias diferentes, com valores de corte escolhidos
de maneira relativamente arbitraria, sendo necessario uma validagdo mais ampla para se
chegar a valores de consenso (Cooper et al, 2003). Em uma dessas estratégias, os pacientes
com cortisol abaixo de 20 pg/dL em qualquer uma das dosagens sdo considerados como
tendo insuficiéncia adrenal relativa (Manglik et al, 2003). Uma variante inclui, além dos
niveis basais de cortisol inferiores a 20 pg/dL, elevacao dos niveis de cortisol (A) inferiores
a 9 ug/dL apos o estimulo, para classificar os pacientes como portadores de insuficiéncia

adrenal (Rivers et al, 2001).



Tabela 2 — Valores de cortisol sérico total utilizados por diferentes autores para o

diagnostico da insuficiéncia adrenal relativa.

Autor Valor de cortisol utilizado

Rivers et al, 2001 < 20,0 pg/dL +
A <9,0 pg/dL ap6s ACTH sintético

Marik et al, 2002 < 25,0 pg/dL

Cooper et al, 2003 < 15,0 pg/dL ou A < 9,0 pg/dL ap6és ACTH sintético
se cortisol entre 15,0 a 34,0 pg/dL

Manglik et al, 2003 < 20,0 ng/dL apés ACTH sintético

Annane et al, 2004 < 15,0 pg/dL ou
A <9,0 ng/dL ap6és ACTH sintético

Marik et al, 2005 < 15,0 png/dL (hepatopatas altamente estressados)

e <20,0 pg/dL apoés ACTH sintético

Hé ainda uma terceira estratégia, que leva em consideragdo trés niveis de cortisol sérico
total. Valores superiores a 34 pg/dL praticamente excluem o diagndstico. Por outro lado,
cortisol sérico inferior a 15 pg/dL tornam o diagnodstico de insuficiéncia adrenal relativa
muito provavel. Naqueles com valores intermediarios, situados entre 15 e 34 ng/dL, o
diagnostico deve ser realizado baseando-se nos valores de cortisol antes e apos o estimulo
com cortrosina. Elevac¢do superior ou igual a 9 pg/dL em relagdo ao valor basal, torna o

diagndstico menos provavel, e inferior a 9 pg/dL o favorece (Cooper et al, 2003).



Devido a auséncia de consenso, alguns autores consideram a resposta terapéutica ao uso
empirico de doses baixas de corticosteréides como o melhor parametro para se classificar o

individuo como portador de insuficiéncia adrenal relativa (Ligtenberg et al, 2004).

2.7. Avaliacdo da funcdo adrenal através do cortisol sérico livre

Todas estas estratégias para a avaliagdo dos niveis circulantes deste hormdnio, no paciente
em estado critico, baseiam-se na dosagem de cortisol sérico total como o parametro para o
diagndstico, e muitos autores consideram isto um grande equivoco neste tipo de avaliacao.
O cortisol circulante encontra-se, em sua maior parte, ligada a proteinas plasmaticas, sendo
menos de dez por cento encontrados na forma livre, biologicamente ativa. Pacientes em
estado critico, pelos varios motivos descritos anteriormente, apresentam elevacdo nos
valores do cortisol livre circulante, além de, freqlientemente, apresentarem alteracdo nos
niveis de proteinas séricas, o que pode fazer com que a dosagem do cortisol sérico total
ndo reflita o real estado de funcdo da glandula adrenal (Hamrahian et al, 2005; Ho et al,

2006).

O cortisol sérico livre reflete de maneira mais eficaz a atividade glicocorticoide sistémica
do que o cortisol sérico total, por se tratar da fracao biologicamente ativa do hormonio.
Dessa forma, alguns autores tém recomendado a dosagem do cortisol sérico livre como
método principal para investigagdo da funcdo adrenal no paciente critico, na tentativa de
minimizar o efeito da alteracdo dos niveis protéicos circulantes na avaliacdo da funcao
adrenal, melhor classificando como portadores ou ndo de insuficiéncia adrenal relativa, e
melhor avaliando o progndstico desses individuos (Annane et al, 2000; Hamrahian et al,

2005; Ho et al, 20006).



Todavia, as técnicas disponiveis atualmente para a dosagem do cortisol sérico livre nao
estdo disponiveis nos laboratorios clinicos para uso rotineiro, pelo fato de serem
demoradas, exigindo processos refinados de tratamento e extragdo do cortisol livre da
amostra, sendo a medida realizada por métodos manuais, pouco disponiveis e altamente

dispendiosos (Cohen et al, 2004).

2.8. Avaliacdo da funcdo adrenal através do cortisol salivar

A dosagem do cortisol salivar ¢ um excelente indice da concentragdo do cortisol livre,
refletindo aproximadamente dois ter¢os dos valores séricos. Além de ndo se alterar com
flutuagdes nos niveis das proteinas que se ligam ao cortisol, as amostras podem ser obtidas
varias vezes ao dia, de maneira facil, rapida e ndo invasiva. Varios estudos ja validaram a
sua utilizagdo na populacao geral, além de ter sido usado, com sucesso, no diagnodstico da
Sindrome de Cushing (Castro et al, 2000; Raff et al, 2000). Entretanto, a correlagdo dos
niveis de cortisol salivar com os niveis séricos de cortisol total ou livre, no paciente em
estado critico, ndo esta completamente estabelecida, sendo que somente um estudo se
destinou a avaliar a aplicacdo deste método em pacientes em estado critico, porém sem
obtengio de dados consistentes (Cohen et al, 2004). E possivel que, no futuro, este teste

venha a se tornar o método padrio para avaliagdo da func¢do adrenal nestes pacientes.

Tecnicamente, a medida do cortisol salivar apresenta a vantagem de ser uma reagao
padronizada por boa parte dos grandes laboratdrios clinicos, e ja haver disponiveis algumas
metodologias simples e faceis de serem aplicadas a rotina diaria, como os imunoensaios

enzimaticos € os quimioluminescentes.



Além disto, valores para pacientes sadios ja estdao estabelecidos, inclusive para a populacao

brasileira, o que facilita a sua utilizagdo na pratica didria (Castro et al, 1999).



OBJETIVOS



3.1. Geral

Avaliar as concentragdes do cortisol salivar em pacientes em estado critico, € sua

correlacdo com o cortisol sérico total.

3.2. Especificos

e Avaliar os métodos de dosagem do cortisol salivar para uso nesta pesquisa,
frente a um método conhecido e amplamente utilizado, inclusive com valores de

referéncia para a populagdo sadia ja estabelecidos na literatura.

e Comparar os valores de cortisol salivar com os valores de cortisol sérico total,
verificando se ha correlacdo entre esses valores, em 3 diferentes grupos de

pacientes: sadios, pos-operatorios, € sépticos.

e Avaliar os valores de albumina sérica nos diferentes grupos de pacientes
selecionados ¢ verificar se existe interferéncia deste analito nas concentragdes do

cortisol salivar e sérico.

e Verificar se existe correlacdo dos valores de cortisol salivar e sérico com o
prognoéstico dos pacientes, avaliando a taxa de mortalidade no grupo dos pacientes

sépticos.



MATERIAIS E METODOS



4.1. Amostra

4.1.1. Amostras para avaliacdo dos testes

Para a avaliagdo dos ensaios de cortisol salivar a serem utilizados na pesquisa, foram
utilizadas dezenove amostras de saliva, fornecidas pelo Dr. Ayrton Custédio Moreira, da
Divisdao de Endocrinologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, em
Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, com concentracdo de cortisol conhecida, determinada pelo
Radioimunoensaio (RIE) do tipo competi¢do, descrito por Vieira et al, 1984. Este método ¢
constituido por um anti-soro de coelho especifico para cortisol, e reagente cortisol
radiomarcado com Tritio. O cortisol contido na amostra compete com o cortisol
radiomarcado pela ligagdo ao anti-soro. A concentragdo de cortisol na amostra ¢
inversamente proporcional a leitura da marcagdo radioativa. O coeficiente de variagdo
analitico do método ¢ de 5,5 %, e a sensibilidade analitica é de 0,06 pg/dL. O valor médio
encontrado em populacdo sadia através do método foi 0,59 + 0,04 pug/dL, com valor

minimo de 0,18 pg/dL e maximo de 1,04 pg/dL, descrito por Castro et al, 1999.

4.1.2. Amostras para estudo clinico

Foram selecionados sessenta e seis pacientes para a pesquisa. As coletas foram realizadas

entre margo e setembro de 2006. A amostra foi dividida em trés grupos.

O grupo 1, foi composto por vinte e sete pacientes hospitalizados, em estado critico,
secundario a sepse grave, com alto grau de estimulo do eixo hipotalamo-hip6fise-adrenal, e

idade igual ou superior a dezoito anos, provenientes das Unidades de Terapia Intensiva dos



Hospitais Luxemburgo e Felicio Rocho, ¢ da sala de cuidados intensivos do Pronto
Atendimento ¢ da Unidade de Terapia Intensiva do Hospital das Clinicas da UFMG. O
diagnéstico de sepse grave foi baseado nos critérios estabelecidos pelos membros do
American College of Chest Physicians e Society of Critical Care (Tabela 3). Apds a

selecdo dos pacientes, foi preenchida a ficha de inclusdo no estudo (ANEXO A).

O grupo 2 foi composto por vinte pacientes hospitalizados, em pds-operatorio,
provenientes das Unidades de Terapia Intensiva dos Hospitais Luxemburgo, Felicio Rocho
e Hospital das Clinicas da UFMG. Todos os pacientes tinham idade igual ou superior a
dezoito anos, e estavam hemodinamicamente estaveis, sem presenga de complicagdes, sem
uso de terapia de suporte (ventilagdo mecanica, aminas vasoativas, dialise), em estado de
estresse fisioldgico secundario ao trauma cirurgico, € com previsao de alta da unidade nas
vinte e quatro horas seguintes. Apds a selecao dos pacientes, foi preenchida a ficha de

inclusdo no estudo (ANEXO B).

O grupo 3 foi composto por dezenove pacientes sadios, com idade igual ou superior a
dezoito anos, que ndo estivessem apresentando nenhum dos critérios de exclusdo para a
participagdo no estudo. Apds a selecdo dos pacientes, foi preenchida a ficha de inclusdo na

pesquisa (ANEXO C).

Nenhuma vantagem ou beneficio foi oferecido aos pacientes para que concordassem em

participar do estudo.



Tabela 3 - Critérios de sepse grave estabelecidos pelos membros do American College of
Chest Physicians e Society of Critical Care utilizados para inclusdo de pacientes no grupo
1 do estudo. Para o diagnostico de sepse grave, considera-se a presenca do critério 1, pelo

menos dois itens do critério 2 e pelo menos um item do critério 3.

Critério Parametro

1 Presenca de infeccao Evidéncia clinica de foco infeccioso ou isolamento de

microorganismo em cultura

2 a Temperatura corporal >38°Cou<36°C
b Freqiiéncia cardiaca > 90 bpm
¢ Freqiiéncia respiratéria > 20 irpm
d Leucécitos totais 12.000/mm’ ou < 4.000/mm’, ou presenca de 10% ou

mais de bastdes no sangue periférico

3 a Faléncia cardiovascular Uso de aminas vasoativas ou Pressdo Arterial Sistdlica

<90 mmHg, sem melhora ap6s reposic¢ao de liquidos

b Faléncia respiratoria Necessidade de ventilagdo mecanica

c Faléncia hepatica INR > 1.5 ou PTTa > 60 segundos

d Faléncia renal Volume urinario inferior a 0,5 mL/kg/h

e Faléncia SNC Confusdo mental ou perda da consciéncia

Os critérios de exclusdo utilizados foram: infeccao comprovada pelo virus HIV; historia de
doenga no eixo hipotadlamo-hipofisario; de doenca adrenal; uso de corticosterdides ou

estrogenos no ano anterior; uso, nos ultimos 6 meses, de alguma medicagdo que alterasse a



secrecao de glicocorticoides (por ex. etomidato ou cetoconazol), mulheres gravidas ou

amamentando.

Consentimento Livre e Esclarecido foi obtido dos proprios pacientes ou dos familiares, nos

casos de impossibilidade de obtengdo do mesmo junto ao paciente (ANEXOS D, E ¢ F).

4.2. Coleta dos materiais

Realizou-se a coleta de sangue através de puncdo venosa, preferencialmente em veias dos
membros superiores, que ndo estivessem sendo utilizadas para soroterapia.
Simultaneamente, coleta de saliva, utilizando-se sistema proprio para a coleta - Sallivette®
(Sarstedt, Australia) - que consiste em um rolo de algoddo prensado em forma cilindrica,
que ¢ colocado na cavidade oral do paciente, e apds a saturacao, retirado e colocado dentro
de um tubo para centrifugacdo. Apos a centrifugacdo, a saliva se deposita no fundo do
tubo, sendo armazenada neste recipiente, apds a eliminagdo do rolo de algodao. O tempo
de coleta com o Salivette® foi preconizado como sendo o suficiente para que houvesse

saturagdo do rolo de algodao, respeitando limite méximo de vinte minutos.

Para o grupo 1, as coletas foram realizadas imediatamente apés o diagnostico de sepse

grave, e nao havia horario pré-estabelecido para coleta.

Para o grupo 2, as amostras foram colhidas no pods-operatério, durante o periodo de
internacdo na UTI, em pacientes com alta da unidade prevista para as vinte e quatro horas

seguintes. Também ndo havia horario pré-estabelecido para a coleta.



Todas as amostras do grupo 3 foram colhidas entre as oito horas e as dez horas da manha,

na Faculdade de Medicina da UFMG.

4.3. Armazenamento das amostras

Apbs as coletas, as amostras de sangue poderiam permanecer em temperatura ambiente por
até 6 horas antes do processamento. Todas foram centrifugadas por cinco minutos a 3000
rpm e o soro separado das células. Foi respeitado limite de quarenta e oito horas para que
0s soros, apos separados, pudessem permanecer em temperatura entre 2°C e 8°C, sendo
entdo congelados a -70°C, assim podendo permanecer por periodo de até dois anos. As
amostras de saliva poderiam permanecer em temperatura ambiente por até 6 horas antes do
processamento. Todas foram centrifugadas por cinco minutos a 3000 rpm., ¢ estocadas em
temperatura entre 2°C e 8°C por até quarenta e oito horas e depois mantidas congeladas a -

70°C por até dois anos.

4.4. Ensaios analiticos

Antes da realizag¢ao dos testes, as amostras foram descongeladas em banho-maria a 37°C e

homegenizadas em aparelho tipo Vortex.

4.4.1. Cortisol sérico

Os ensaios para cortisol sérico total foram realizados através de imunoensaio

quimioluminescente do tipo competigdo, no sistema Immulite® - DPC® (Los Angeles, CA)

totalmente automatizado. Sdo utilizados para a reacdo: amostra e materiais de controle,



reagente conjugado com fosfatase alcalina, unidade teste, substrato, tampao de lavagem e
lumindmetro. A unidade teste ¢ constituida por fase sélida composta por uma pérola de
poliestireno recoberta com anticorpo policlonal de coelho especifico para cortisol. A
amostra e o reagente composto por cortisol conjugado com fosfatase alcalina s3o colocados
na unidade teste simultaneamente, incubadas por trinta minutos, € competem pelo sitio de
ligacdo na fase solida. As substancias ndo ligadas sdo removidas por uma etapa de lavagem
e centrifugacgdo, sendo entdo adicionado substrato quimioluminescente, composto por éster
fosfato de adamantil dioxetano. A fosfatase alcalina degrada o substrato, gerando a
emissdo de fotons de luz, medidos pelo luminometro. A emissdo de luz é, portanto,
inversamente proporcional a concentragdo de cortisol na amostra. Os valores da medigdo

sdo comparados com a curva-padrdo, e transformados em pg/dL.

As dosagens foram realizadas na mesma corrida analitica, apos realizagdo de teste com
material de controle com valores conhecidos, em dois niveis distintos (normal e alto),
fornecidos pelo fabricante. Para a validacdo da corrida analitica através dos materiais de
controle, foram considerados os valores de média ¢ de desvio-padriao estipulados nas
instrugdes de uso. O volume minimo de amostra necessario para realizagao dos testes foi
de 100 pL. As andlises foram realizadas no setor de Soro-Imunologia e Hormoénios da
Unidade Funcional Patologia Clinica/Medicina Laboratorial do Hospital das Clinicas da

Universidade Federal de Minas Gerais, em Belo Horizonte.

4.4.2. Cortisol salivar

O cortisol salivar foi analisado por dois métodos diferentes. O primeiro método utilizado

foi o radioimunoensaio (RIE) da marca DPC® (Los Angeles, CA.), do tipo competi¢io.



Para a reacdo sdo necessarios: amostras, controles, calibradores, reagente cortisol
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conjugado com lodo *°, unidade teste, composta por tubo de polipropileno recoberto por

anticorpo especifico para cortisol e contador gama. As amostras ¢ o reagente conjugado
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sdo colocados simultaneamente no tubo de polipropileno e incubadas por duas
horas. Ocorre competi¢do pelo sitio de ligacdo na fase solida entre o cortisol da amostra e o
cortisol marcado. Apds a incubagdo, faz-se a decantagdo do sobrenadante, e procede-se a
leitura em contador gama. A emissdo radioativa ¢, portanto, inversamente proporcional a

concentragdo de cortisol na amostra. Os valores da medigdo s3o comparados com a curva-

padrao, e transformados em pg/dL.

As dosagens foram realizadas em duas corridas analiticas, apds realizagdo de teste com
material de controle com valores conhecidos, em dois niveis distintos (normal e alto),
fornecidos pelo fabricante. Para a validacdo da corrida analitica através dos materiais de
controle, foram considerados os valores de média e de desvio-padriao estipulados nas
instrugdes de uso. O volume minimo de amostra necessario para realizagdo dos testes foi
de 200 pL. As andlises foram realizadas no setor de Soro-Imunologia e Hormoénios da
Unidade Funcional Patologia Clinica/Medicina Laboratorial do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Minas Gerais, em Belo Horizonte, ¢ a pipetagem das amostras,
controles e reagentes foi realizada manualmente, sendo que a leitura da radiomarcacdo em

contador de raios gama foi realizada no Laboratério Hemobel, em Belo Horizonte.

O segundo método utilizado foi o imunoensaio enzimatico (IEE) de microplacas da marca
DSL®, (Texas, USA) do tipo competi¢do. Sdo utilizados para a reagdo: amostras, controles,
calibradores, microplacas de poliestireno com unidades teste recobertas por anticorpos

contra imunoglobulinas de coelho, antisoro contendo anticorpos de coelho especificos para



cortisol, reagente cortisol conjugado com peroxidase, substrato cromogénenico, tampao de
lavagem, solucdo de paragem e leitor de microplacas. As amostras, controles e calibradores
sdo pipetados nas unidades teste simultanecamente com o reagente cortisol conjugado com
peroxidase e o antisoro de coelho anti-cortisol. Os anticorpos de coelho s3o capturados
pelo anticorpo fixado a fase solida. O cortisol da amostra e o reagente cortisol competem
pelo sitio de ligagdo. O material ndo ligado ¢ removido pela etapa de lavagem. E
adicionado substrato cromogénico, a peroxidade degrada o substrato, havendo formagao de
cor no poco de reagdo. A absorbancia ¢ lida no leitor de microplacas e a quantidade de cor
formada ¢ inversamente proporcional a concentragdo de cortisol na amostra. Os valores de
absorbancia das amostras sdo comparados com a curva-padrao tracada com a avaliacdo da

absorbancia dos calibradores, e transformados em pg/dL.

As dosagens foram realizadas em duas corridas analiticas. Para a validacdo das corridas
analiticas, através da avaliacdo do material de controle com valores conhecidos, em dois
niveis distintos (normal e alto), fornecidos pelo fabricante, junto com o kit, foram
considerados os valores de média e desvio-padrao estipulados nas instru¢des de uso. O
volume minimo de amostra necessario para realizagao dos testes foi de 25 pL. As analises
foram realizadas no setor de Soro-Imunologia ¢ Hormoénios da Unidade Funcional
Patologia Clinica/Medicina Laboratorial do Hospital das Clinicas da Universidade Federal
de Minas Gerais, em Belo Horizonte. Foi realizada pipetagem manual de amostras e
reagentes, com lavagem e leitura da microplaca realizada em lavadora e leitora automatica

de microplacas da marca Thermo Plate®.



4.4.3. Albumina sérica

A albumina sérica foi dosada pelo método colorimétrico do Verde de Bromocresol, em
quimica seca no sistema automatizado Vitros Fusion® (Johnson & Johnson®, USA). A
albumina da amostra, em contato com o Verde de Bromocresol reage com o composto e
desenvolve coloragdo verde no slide-teste. A cor ¢ lida pelo fotometro ¢ transformada em
concentragdo através da comparagdo com a curva padrdo. A concentracdo de albumina na

amostra ¢ diretamente proporcional a formagao de cor na reagao.

As dosagens foram realizadas em uma tnica corrida analitica, apos realizacao de teste com
material de controle com valores conhecidos, em dois niveis distintos (normal e alto),
fornecidos pela Johnson & Johnson®. Para a validagio da corrida analitica através dos
materiais de controle, foram considerados os valores de média e de desvio-padrao
estipulados pela Johnson & Johnson ®. O volume minimo de amostra necessario para
realizacdo dos testes foi de 100 puL. As andlises foram realizadas no setor de Bioquimica
Soro-Imunologia e Hormoénios da Unidade Funcional Patologia Clinica/Medicina

Laboratorial do Hospital das Clinicas da UFMG, em Belo Horizonte.

4.5. Analise estatistica

A Andlise dos dados foi realizada empregando-se o “software” Minitab® para Windows",
versdo 13.2. A andlise de correlagdo dos valores foi obtida através de regressdo linear e
calculo do coeficiente de correlagio de Pearson (r), com obtengdo do valor de p.
Coeficiente de correlagdo inferior a 0,4 foi classificado como fraco; acima de 0,4 até 0,7

como moderado, ¢ acima de 0,7 como forte. Para comparagdo entre valores com



distribuicdo nao-normal, foi utilizado teste nao-paramétrico. Para comparacdo entre
proporgdes, utilizou-se o teste Z. Considerou-se o valor de 5% como limiar de

significancia estatistica.

4.6. Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Minas Gerais,

cujo parecer recebeu o numero 282/05.



RESULTADOS



Parte | — Avaliagdo dos ensaios

5.1. Avaliacdo dos ensaios para cortisol salivar

Para avaliagdo de ambos os métodos de dosagem de cortisol salivar empregados nesse
estudo, o radioimunoensaio — DPC®, denominado método teste 1, e o imunoensaio
enzimatico de microplacas — DSL®, denominado método teste 2, procedemos & analise e
comparagdo das 19 amostras de saliva com concentragdes de cortisol previamente
conhecidas, fornecidas pelo Dr. Ayrton Custédio Moreira. Essas amostras haviam sido
testadas na Divisdo de Endocrinologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo, em Ribeirdo Preto, pelo método de Radioimunoensaio (RIE), conforme descrito por

Vieira et al, 1984. (Tabela 4).



Tabela 4 — Valores de cortisol salivar no método comparativo e nos dois métodos testados

Identificacdo

Método comparativo

Método teste 1

Método teste 2

RI 01
RI 02
RI 03
RI 04
RI 05
RI 06
RI 07
RI 08
RI 09
RI 10
RIT1
RI 12
RI 13
RI 14
RI15
RI16
RI 17
RI 18
RI 19

2,35 pg/dL
6,96 ng/dL
6,10 ng/dL
3,40 pg/dL
2,85 pg/dL
2,62 pg/dL
0,56 pg/dL
0,41 pg/dL
1,48 pg/dL
0,10 pg/dL
0,06 pg/dL
2,24 pg/dL
0,32 pg/dL
1,26 pg/dL
0,19 pg/dL
1,00 pg/dL
0,40 pg/dL
0,06 ng/dL
0,06 ng/dL

0,09 pg/dL
3,95 pg/dL
3,33 pg/dL
1,89 pg/dL
1,24 pg/dL
0,26 pg/dL
0,09 pg/dL
0,03 pg/dL
0,46 pg/dL
0,03 pg/dL
0,02 pg/dL
0,65 pg/dL
0,02 pg/dL
0,19 pg/dL
0,04 pg/dL
0,27 pg/dL
0,07 png/dL
0,03 pg/dL
0,04 pg/dL

3,10 png/dL
6,00 ng/dL
5,14 ng/dL
3,96 ng/dL
3,19 pg/dL
1,20 pg/dL
0,08 pg/dL
0,51 pg/dL
1,42 pg/dL
0,03 pg/dL
0,02 pg/dL
1,73 pg/dL
0,57 pg/dL
0,99 pg/dL
0,05 pg/dL
1,31 pg/dL
0,14 pg/dL
0,07 ng/dL
0,02 pg/dL




5.1.1. Correlagéo entre o metodo comparativo e o0 método teste 1

A média dos valores de cortisol pelo método comparativo foi de 1,70 pg/dL, enquanto no
método teste 1 foi de 0,67 pug/dL, com um bias médio negativo de 63%. A correlagio
encontrada entre os métodos foi forte, com coeficiente de correlagdo de Pearson (r) de
0,95, e valor de p < 0,01 (Figura 2). A férmula encontrada na regressao linear foi: Método

teste 1 = 0,544 x Método comparativo — 0,257.
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Método comparativo (ug/dL) r:0,95

Figura 2 — Grafico de dispersdo evidenciando a correlagdo entre método comparativo e método teste 1 (n =

19). Obteve-se correlagdo forte, com valor de r de Pearson de 0,95, com valor de p < 0,01.

O coeficiente de variagdo analitica intra-ensaio segundo o fabricante ¢ de 4%, ¢ a

sensibilidade analitica do método de 0,02 pg/dL.



5.1.2. Correlagdo entre o metodo comparativo e o0 método teste 2

A média dos valores de cortisol pelo método comparativo foi de 1,70 pg/dL, enquanto no
método teste 2 foi de 1,55 pg/dL, apresentando um bias médio negativo de 15%. A
correlacdo encontrada entre os métodos foi forte, com valor de r de 0,96, e valor de p <
0,01 (Figura 3). A féormula encontrada na regressao linear foi: Método teste 2 = 0,886 x

Método comparativo + 0,0441.

Método teste 2 (ng/dL)

Método comparativo (ug/dL) r:0.97

Figura 3 - Grafico de dispersdo evidenciando a correlagdo entre método comparativo e método teste 2 (n =
19). Obteve-se correlacdo forte, com valor de r de Pearson de 0,97, com valor de p < 0,01. Observa-se a
melhor correlagdo entre os métodos em comparagdo com o método teste 1, com melhor posicionamento da

reta e distribui¢do mais linear dos valores.

O coeficiente de variagdo analitica intra-ensaio segundo o fabricante ¢ de 2%, e a

sensibilidade analitica do método ¢ de 0,01 pg/dL.



O método teste 2 foi o escolhido para a avaliacdo dos pacientes incluidos na pesquisa, em
virtude de ter apresentado melhor grau de concordancia com o método comparativo (figura
3), e, principalmente, por exigir um volume de amostra significativamente menor (25 uL)
que o método teste 1 (200 uL), permitindo a inclusdo de maior nimero de pacientes no
estudo. Além disso, destaca-se a facilidade de realizacdo dos testes, sem necessidade de

grandes automagdes, com reagentes seguros, € nao toxicos.



Parte Il — Estudo clinico

5.2. Avaliacao dos grupos do estudo

Ap6s a definicdo do método de ensaio para cortisol salivar, procedeu-se a avaliagdo dos
trés grupos propostos: grupo 1: pacientes hospitalizados, em estado critico, secundario a
sepse grave; grupo 2: pacientes hospitalizados em Unidades de Terapia Intensiva, em pos-

operat6rio; grupo 3: grupo controle, composto por pacientes sadios.

5.2.1. Apresentacdo descritiva da amostra

As medianas das idades entre os pacientes dos trés grupos foram, com significancia
estatistica, diferentes entre si, através do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. Nao
houve diferenca, através do teste de Mann-Whitney, entre a idade dos pacientes dos grupos
1 e 2, porém, os valores destes dois grupos foram mais elevados do que do grupo 3, com
valor de p < 0,01, pelo teste de Mann-Whitney. Nao houve diferenga estatistica entre sexo
nos trés grupos avaliados (Tabela 5). Os principais critérios para inclusdo de pacientes no
grupo 1 do estudo foram as alteragdes cardiovasculares, presentes em aproximadamente
90% dos pacientes; e respiratorias, presentes em mais de 70% dos pacientes. O indice de

mortalidade no grupo 1 ao final da pesquisa foi de 56% (Tabela 5).

Dos incluidos inicialmente no estudo, oito dos vinte e sete pacientes do grupo 1 (30%), seis
dos vinte pacientes do grupo 2 (30%) e um dos dezenove pacientes do grupo 3 (5%),

apresentaram volume insuficiente de saliva para realiza¢do da dosagem do cortisol.



Tabela 5 — Dados descritivos da amostra

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Sepse Pos-operatorio Sadios
n 27 20 19
Idade 57,7+14,2 60,4 +12,8 40,1 £10,3*
Homens 55% 47% 28%
Evidéncia de infeccdo 100% — -
Temperatura axilar <36 ou > 380. C 44% - -
Freqiiéncia cardiaca > 90 bpm 89% - -
Freqiiéncia respiratoria > 20 irpm 78% — -
Leucocitos: < 4000 ou >
12000/mm3 ou > 10% 67% - -
bastdes
Faléncia - Cardiaca 93% - -
— Respiratoria 74% - -
— Sistema nervoso central 26% — -
— Renal 19% — -
— Hepatico 7% - -
Uso de antibi6ticos 100% - -
Terapia de suporte — Aminas vasoativas 93% - -
— Ventilagdo mecanica 78% - -
— Dialise 11% — -
Uso de corticosteroides 37% — —
Mortalidade 56% — —
Cortisol salivar (ug/dL) — Média + DP 11,90 £17,00 2,18+ 1,46 1,00 + 0,87
— Mediana 7,00%* 2,71% 0,50%*
— Min-Max 1,20 - 63,30 0,30 — 4,83 0,30 -3,20
Cortisol sérico (ng/dL) — Média + DP 39,20 &+ 34,80 19,44 £ 6,4 13,02 £4,95
— Mediana 26,50% 18,70%* 11,35%
— Min-Max 11,80 — 142,00 10,70 — 33,80 5,70 - 22,50
Albumina sérica (g/dL) — Média + DP 1,90 £ 0,43 2,64 £ 0,69 4,24 +£0,23
— Mediana 1,9*% 2,60% 4,30*
— Min-Max 1,30 - 3,10 1,70 — 4,30 3,90 — 4,60

*p < 0,05



5.2.2. Valores de cortisol sérico

Foi realizada comparagdo dos valores de cortisol sérico entre os trés grupos de pacientes
incluidos no estudo. As medianas dos valores de cortisol sérico foram, com significancia
estatistica, pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, diferentes entre si, com valor de
p < 0,01. O teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney demonstrou que os valores foram
mais elevados no grupo 1 em relagdo aos grupos 2 e 3, € no grupo 2, mais elevados que no
grupo 3, com valor de p < 0,05 em todas as medidas. Em relagdo aos valores medianos
apresentados pelos pacientes do grupo 3, considerados como basais, a mediana dos valores

do grupo 1 apresentou-se cerca de duas vezes mais elevada.
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Figura 4 — Grafico de dispersdo de valores individuais de cortisol sérico nos trés grupos estudados (Grupo 1:
n=27, Grupo 2: n=15, Grupo 3: n=19). As amostras foram testadas pelo imunoensaio quimioluminescente —
DPC®. Os tragos vermelhos representam as medianas dos valores (Grupo 1 = 26,50 pg/dL; Grupo 2 = 18,70

png/dL; Grupo 3 = 11,35 pg/dL). As diferengas estatisticas estdo demonstradas através do valor de p.



5.2.3. Valores de cortisol salivar

Foi realizada, também, avaliacdo dos valores de cortisol salivar dos pacientes incluidos no
estudo. Assim como os valores de cortisol sérico, as medianas dos valores de cortisol
salivar foram, com significancia estatistica, diferentes entre si através pelo teste nao-
paramétrico de Kruskal-Wallis, com valor de p < 0,01. O teste ndo-paramétrico de Mann-
Whitney demonstrou que os valores foram mais elevados no grupo 1 em relacdo aos
grupos 2 e 3, e no grupo 2, mais elevados que no grupo 3, com valor de p < 0,05 em todas
as medidas. Em relacdo aos valores medianos basais apresentados pelos pacientes do grupo

3, a mediana dos valores do grupo 1 apresentou-se quatorze vezes mais elevada.

p <0,01

p <0,01

14 1 4 p <0,05

Cortisol salivar (ug/dL’
=
°

eweee o o oo

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

Figura 5 — Grafico de dispersdo de valores individuais de cortisol salivar nos trés grupos estudados (Grupo
I: n=19, Grupo 2: n=14, Grupo 3: n=18). As amostras foram testadas pelo imunoensaio enzimatico de
microplacas — DSL®. Os tragos vermelhos representam as medianas dos valores (Grupo 1 = 7,00 pg/dL;
Grupo 2 = 2,71 pg/dL; Grupo 3 = 0,50 pg/dL). As diferencas estatisticas estdo demonstradas com o valor de
p. Dois pontos de valores do grupo 1 (55,5 e 63,3 pg/dL) foram excluidos do grafico para facilitar a

visualizagdo dos dados.



5.2.4. Valores de albumina sérica

A avaliagdo dos valores de albumina sérica (figura 6) mostrou que, as medianas dos
valores nos trés grupos foram diferentes entre si, com significancia estatistica, pelo teste
nao-paramétrico de Kruskal-Wallis, com valor de p < 0,01. O teste ndo-paramétrico de
Mann-Whitney demonstrou que, ao contrario do cortisol sérico e do salivar, esses valores
foram mais baixos, no grupo 1 em relacdo aos grupos 2 e 3, e mais baixos no grupo 2 em

relacdo ao grupo 3, com valor de p <0,01.
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Figura 6 — Grafico de dispersdo de valores individuais de albumina sérica nos trés grupos estudados (Grupo
1: n=27, Grupo 2: n=15 , Grupo 3: n=19). As amostras foram testadas pelo ensaio colorimétrico em quimica
seca — Johnson & Johnson®. Os tragos vermelhos representam as medianas dos valores (Grupo 1 = 1,9 d/dL;

Grupo 2 =2,6 g/dL; Grupo 3 = 4,3 g/dL). As diferengas estatisticas estdo demonstradas com o valor de p.



5.3. Andlises das correlacGes entre os valores de cortisol sérico e salivar

Apds a avaliacdo dos valores de cortisol sérico, salivar e da albumina nos diferentes

grupos, procurou-se verificar a correlagdo entre os valores de cortisol sérico e salivar nos

pacientes incluidos no estudo.

5.3.1. Correlacdo entre cortisol sérico e salivar em todos os pacientes

A correlagdo encontrada entre os valores de cortisol sérico e cortisol salivar em todos os

pacientes incluidos na pesquisa foi forte, com valor de r de Pearson de 0,89, e valor de p <

0,01 (figura 7).
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Figura 7 — Grafico de dispersdo evidenciando a correlagdo entre os valores de cortisol sérico dosados pelo
imunoensaio quimioluminescente — DPC®, no eixo X, e os valores de cortisol salivar dosados pelo
imunoensaio enzimatico de microplacas — DSL®, no eixo Y, dos pacientes envolvidos no estudo (n = 51). A

correlag@o encontrada foi forte, com valor de r de Pearson de 0,89, e p <0,01.



5.3.2. Correlacdo entre cortisol sérico e salivar nos pacientes do grupo 1

Analisando a correlagdo entre os valores de cortisol sérico e salivar no grupo 1, composto
por pacientes em sepse grave, foi encontrada correlagdo forte, com valor de r de Pearson

de 0,92, e p < 0,01 (figura 8).
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Figura 8 — Grafico de dispersdo evidenciando a correlagdo entre os valores de cortisol sérico dosados pelo
imunoensaio quimioluminescente — DPC®, no eixo X, e os valores de cortisol salivar dosados pelo
imunoensaio enzimatico de microplacas — DSL ™, no eixo Y, dos pacientes do grupo 1 (n = 19). A correlagio
encontrada foi forte, com valor de r de Pearson de 0,92, ¢ p < 0,01. A férmula da regressdo linear encontrada

para o grupo 1 foi: Cortisol salivar = 0,292 x cortisol sérico + 1,35.



5.3.3. Correlagdo entre cortisol sérico e salivar nos pacientes do grupo 2

A correlagdo entre os valores de cortisol sérico e salivar no grupo 2, composto por

pacientes em pds-operatorio, foi apenas moderada, com valor de r de Pearson de 0,51, e p

=0,06 (figura 9).
6
=) 5 .
e
—
S
B 3
3
2 2
=
o
@) 1
0 :
0 10 20 30 40

Cortisol sérico (ug/dL) r: 0,51

Figura 9 — Grafico de dispersdo evidenciando a correlagdo entre os valores de cortisol sérico dosados pelo
imunoensaio quimioluminescente — DPC®, no eixo X, e os valores de cortisol salivar dosados pelo
imunoensaio enzimatico de microplacas — DSL®, no eixo Y, dos pacientes do grupo 2 (n = 14). A correlagio

encontrada foi moderada, com valor de r de Pearson de 0,51, ¢ p = 0,06.



5.3.4. Correlacdo entre cortisol sérico e salivar nos pacientes do grupo 3

A correlagdo entre os valores de cortisol sérico e salivar no grupo 3, composto por

pacientes sadios, foi forte, com valor de r de Pearson de 0,70, e p < 0,01 (figura 10).

Cortisol salivar (ug/dL’
N

Cortisol sérico (ug/dL) r: 0,70

Figura 10 — Grafico de dispersdo evidenciando a correlagdo entre os valores de cortisol sérico dosados pelo
imunoensaio quimioluminescente — DPC®, no eixo X, e os valores de cortisol salivar dosados pelo
imunoensaio enzimatico de microplacas — DSL®, no eixo Y, dos pacientes do grupo 3 (n = 18). A correlagio
encontrada foi forte, com valor de r de Pearson de 0,70, e p < 0,01. A féormula da regressdo linear encontrada

para o grupo 3 foi: Cortisol salivar = 0,113 x cortisol sérico — 0,461.



Utilizando-se as formulas de regressdo linear encontradas para a correlacdo entre cortisol
sérico e salivar nos grupos 1 e 3, verifica-se que valores de cortisol salivar obtidos pela
transformagdo dos valores de cortisol sérico através duas formulas sdo muito maiores nos
pacientes do grupo 1 do que nos pacientes do grupo 3, refletindo o aumento da fragao livre

do cortisol nos pacientes em estado critico (Tabela 6).

Tabela 6 — Valores de cortisol salivar obtidos através das formulas de regressdo linear
encontradas na analise da correlacdo entre cortisol sérico e salivar, nos pacientes do grupo

1 e do grupo 3.

Valor de cortisol salivar correspondente por grupo
Valores de cortisol sérico

Grupo 1 Grupo 3
25,0 pg/dL 8,75 nug/dL 2,36 ng/dL
20,0 pg/dL 7,19 pg/dL 1,80 pg/dL

15,0 pg/dL 5,73 pg/dL 1,23 pg/dL




5.4. Influéncia da albumina nas concentrac6es do cortisol sérico e do salivar

De acordo com o projeto inicial, para avaliar a influéncia da albumina nas concentragdes
do cortisol sérico e do salivar, o grupo 1 do estudo, dos pacientes com quadro clinico de
sepse grave, seria dividido em dois sub-grupos: o primeiro, composto pelos participantes
com valores de albumina inferiores a 2,5 g/dL e o segundo, por aqueles com valores
superiores a 2,5 g/dL, como realizado por Hamrahian et al, 2005. Seria realizada avaliagdo

dos valores médios de cortisol sérico e salivar nos dois sub-grupos.

Em virtude dos critérios de inclusdo no grupo terem sido muito rigidos, selecionando
pacientes extremamente graves, a analise da amostra revelou que no grupo 1, todos os
integrantes apresentaram niveis de albumina abaixo do valor minimo de referéncia — 3,5
g/dL — e 89% deles, niveis abaixo do valor estabelecido para sub-divisdo do grupo — 2,5

g/dL — ndo permitindo a realizacdo desta analise.



5.5. Cortisol como fator de progndstico

Para avaliar a correlagdo entre os valores do cortisol, tanto sérico quanto salivar, com o
prognostico dos pacientes, foi feita andlise da taxa de mortalidade no grupo 1, dos
pacientes com diagnoéstico de sepse grave. A amostra foi dividida entre pacientes que
tiveram alta hospitalar, e pacientes que evoluiram para 6bito ao final do estudo. A taxa de

mortalidade no grupo 1, ao final da pesquisa, foi de 56%.



5.5.1. Valores de cortisol sérico nos pacientes que evoluiram para Obito ou alta

hospitalar

Foi demonstrado, através da andlise comparativa pelo teste nao-paramétrico de Mann-
Whitney, que os valores medianos de cortisol sérico (figura 11) foram, com significancia
estatistica, mais elevados nos pacientes que evoluiram para 6bito, do que nos pacientes que

tiveram alta hospitalar, com valor de p < 0,05.
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Figura 11 — Grafico de dispersdo de valores individuais de cortisol sérico dos pacientes que evoluiram para
alta hospitalar (n=12) e dos pacientes que evoluiram para 6bito (n=15) no Grupo 1 do estudo, de pacientes
com sepse grave. As amostras foram testadas pelo imunoensaio quimioluminescente — DPC®. Os tracos
vermelhos representam as medianas dos valores (Alta = 23,0 pg/dL x Obito = 33,5 pg/dL). A diferenca

estatistica esta demonstrada com o valor de p.



Seguindo a classificacdo proposta por Sam et al, 2004, o indice de mortalidade foi
estratificado de acordo com os valores de cortisol sérico. (Tabela 7). Observa-se um indice
variavel de mortalidade entre as classes. O teste Z para comparagdo entre proporgdes
mostrou que o indice de mortalidade de 100%, observado nos pacientes com niveis de
cortisol superiores a 45 pg/dL, foi com significancia estatistica, superior ao indice de 48%
encontrado para pacientes com niveis abaixo de deste corte, com valor de Z = 5,29, e p <
0,01. Nao houve diferenga estatistica em relagdo ao uso de terapia de reposicdo de
glicocorticdides entre as classes. Nao houve diferenga significativa em relagcdo a

mortalidade entre as outras classes de valores.

Tabela 7 - Indice de mortalidade estratificado por classes de valores de cortisol sérico.
Valores de p de acordo com o teste Z para a diferenca entre as classes de cortisol,
conforme Sametal: AxB: p=0,10, AxC: p=0,50; AxD: p=0,22; BxC: p=0,15; B

xD:p<0,01; CxD: p<0,01.

Classe Cortisol sérico n Mortos  Indice
A < 12,5 pg/dL 3 2 66%
B 12,5-20,0 pg/dL 6 1 16%
C 20,0 — 45,0 pg/dL 13 6 46%
D > 45,0 ng/dL 6 6 100%*

*p < 0,01



Foi realizada ainda, avaliacdo dos indices de mortalidade e do indice de uso de terapia de
reposicdo de glicocorticoides, dividindo-se a amostra entre portadores ou nao de
insuficiéncia adrenal relativa, de acordo com alguns valores de corte disponiveis na
literatura (Tabela 8). Nao foi observada diferenca estatistica em relagdo aos dois

parametros em nenhum dos pontos de corte avaliados.

Tabela 8 — Indices de mortalidade, uso de glicocorticoides e prevaléncia de IAR na

amostra dividida de acordo com alguns valores de corte propostos na literatura.

Mortalidade Uso de glicocorticéide

Valor de Prevaléncia

IAR _ _
corte n Indice n Indice de IAR

SIM 2/4 50% 2/4 50%

15,0 pg/dL 15%
NAO 13/23 56% 8/23 35%
SIM 3/8 37% 2/8 25%

20,0 pg/dL 30%
NAO 13/19 68% 7/19 37%
SIM 3/10 30% 2/10 20%

25,0 pg/dL 37%

NAO 10/17 59% 9/17 53%




5.5.2. Valores de cortisol salivar nos pacientes que evoluiram para ébito ou alta

hospitalar

Assim como aconteceu com o cortisol sérico, foi demonstrado, através da analise
comparativa pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, que os valores medianos de
cortisol salivar (figura 12) foram, com significancia estatistica, mais elevados nos
pacientes que evoluiram para dbito, do que nos pacientes que tiveram alta hospitalar, com
valor de p < 0,05. Nao houve diferenca estatistica em relacdo ao uso de terapia de
reposi¢do de glicocorticoides entre os pacientes que evoluiram para alta hospitalar ou

obito.
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Figura 12 — Grafico de dispersdo de valores individuais de cortisol salivar dos pacientes que evoluiram para
alta hospitalar (n=9) e¢ dos pacientes que evoluiram para 6bito (n=10) no Grupo 1 do estudo, de pacientes
com sepse grave. As amostras foram testadas pelo imunoensaio enziméitico em microplacas — DSL®. Os
tragos vermelhos representam as medianas dos valores (Alta = 3,80 pg/dL x Obito = 8,75 pg/dL). A

diferenca estatistica estd demonstrada com o valor de p.



Utilizando a féormula de regressao linear encontrada para a correlagdo entre cortisol sérico
e salivar nos pacientes do grupo 1, foi realizada transformacdo dos valores de cortisol
sérico propostos por Sam el al, 2004 (tabela 6) para cortisol salivar, e foi avaliado o indice
de mortalidade estratificado pelos valores de cortisol salivar. Foi observada elevagao
diretamente proporcional entre os valores de cortisol salivar as taxas de mortalidade
(Tabela 9). O teste Z para comparacdo entre proporgdes mostrou que o indice de
mortalidade de 77% nos pacientes com niveis de cortisol salivar superior a 7,2 ug/dL foi,
com significancia estatistica, superior ao indice dos pacientes com niveis inferiores a este

corte, com valor de Z de 2,38, e p < 0,05.

Tabela 9 — Indice de mortalidade estratificado por classes de valores de cortisol salivar.
Valores de p de acordo com o teste Z para a diferenca entre as classes: A x B: p=0,32; A

xC:p<0,05AxD:p<0,0;BxC:p=0,39; BxD: p<0,05; CxD: p=0,10.

Classe  Cortisol salivar n Mortos Indice

A <5,0 pg/dL 5 1 20%
B 50-72pg/dL 4 2 50%
C 7,2-14,5ug/dL 8 6 75%*
D > 14,5 pg/dL 2 2 100%*

p<0,05



DISCUSSAO



A avaliagdo da funcao da glandula adrenal no paciente em estado critico tem dois objetivos
principais: a busca pelo diagnostico da insuficiéncia adrenal relativa, e a tentativa de se
verificar a gravidade do quadro, correlacionando valores de cortisol com o progndstico. A
dosagem do cortisol salivar traz beneficios nesta abordagem, mesmo com as dificuldades

relacionadas ao procedimento.

Vieira et al, 1984, desenvolveram método de radioimunoensaio para a dosagem de cortisol
salivar. Durante a validagdao deste método, foi verificada a correlagdo com os valores de
cortisol sérico livre, onde foi obtido coeficiente de correlagdo forte, com indice r de
Pearson de 0,94. Apds este estudo, uma sériec de outras pesquisas foram realizadas
utilizando este mesmo método, corroborando seu uso na pratica clinica, destacando-se os
estudos de Castro et al, 1999 e 2003, e Santiago et al, 1996. A verificagdo da correlagdo
dos métodos de dosagem do cortisol salivar utilizados na pesquisa frente a este método
permitiu a escolha daquele que apresentou a combinacdo de grau de correlagdo forte com o
método comparativo com facilidade de realizagdo. Por este motivo, o método teste 2,
representado pelo imunoensaio enzimatico em microplacas da marca DSL® foi o escolhido.
O teste apresentou elevado indice de correlagdo (r = 0,97), além de ser de realizagao facil,
e utilizar pequeno volume de amostra, o que permitiu a inclusdo de maior nimero de

pacientes na pesquisa.

A coleta da saliva nos pareceu o principal fator limitante para a utilizagdo do cortisol
salivar no paciente em estado critico, devido ao fato de que freqiientemente, estes
individuos encontrarem-se em estado de choque, com diminui¢cdo do volume circulante e
vasoconstricao periférica, o que diminui a secre¢do de saliva drasticamente. Cohen et al,

2004, em estudo destinado a avaliar o cortisol salivar no paciente em estado critico, obteve



indice de material insuficiente de 60%, concluindo que este problema praticamente
inviabiliza a utilizagdo cortisol salivar no paciente critico. Nao estd descrito que método de
dosagem foi utilizado pelos autores, somente o volume necessario para a dosagem: 500 L.
Mesmo com a utilizagdo do imunoensaio enzimatico de microplacas, que necessita de um
volume de amostra de apenas 25 puL, e de termos adaptado o sistema de coleta, aumentado
o tempo no qual o Salivette® foi deixado na cavidade oral dos pacientes, permitindo a
inclusdo de um maior nimero de participantes, a perda por material insuficiente foi de 30%
(8/27), considerada alta, porém, bem menor que a de Cohen et al, 2004. Estes autores
relatam ainda, como fator de confusdo, o efeito da contaminagdo da saliva com sangue, o
que, poderia resultar em elevagdo artificial dos niveis de cortisol. Kivlighan et al 2004,
demonstraram, através de estudo experimental, que a contaminacao da saliva com sangue,
apds micro-traumas na cavidade oral, possui efeito insignificante nos valores do cortisol.
Considerando esta andlise, somada ao fato de que nenhum dos pacientes incluidos possuia
contaminagdo visivel da saliva com sangue proveniente da cavidade oral, ndo foi realizado
nenhum teste para avaliar a possibilidade de contaminacdo, e nenhum paciente foi excluido

do estudo por este motivo.

Segundo Aron et al, 2004, o cortisol ndo apresenta diferencas em suas concentragdes
dependentes de idade e sexo, assim, ndo foi realizado pareamento da amostra para
constitui¢do dos grupos seguindo estes parametros, ¢ nao foi considerada a diferenga

apresentada entre o grupo 3, de sadios, e os grupos 1 ¢ 2 com relagdo a idade.

Os valores de cortisol sérico e salivar nos trés grupos da pesquisa apresentaram-se da
maneira esperada, tendo em vista que a constituicdo dos grupos foi realizada incluindo-se

pacientes com graus distintos de estimulo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal. Para o



grupo 1, que apresentou valores mais elevados, foram selecionados pacientes com quadro
de sepse grave, condi¢do clinica que cursa com altas taxas de mortalidade, como relatado
por Angus et al, 2001, caracterizada por elevado grau de estresse sist€émico, e grande
estimulo para secre¢do do cortisol. Para o grupo 2, que apresentou valores intermediarios,
composto por pacientes estaveis hemodinamicamente, com nivel de estresse mais
moderado, secundario principalmente ao evento operatdrio; € o grupo 3, que apresentou
valores mais baixos, constituido por pessoas sadias, sem qualquer condi¢do de estresse
sistémico que pudesse levar a elevacdo dos niveis de cortisol. Nossos achados corroboram
os de Cohen et al, 2004, que encontraram valores de cortisol salivar acima dos valores de

referéncia em pacientes criticos.

Verificamos ainda que, em relagdo aos valores basais, tendo como referéncia os valores
medianos apresentados pelos pacientes do grupo 3, a elevacao dos niveis de cortisol salivar
nos pacientes do grupo 1 (14,0x) foi significativamente mais destacada do que a elevacao
do cortisol sérico total (2,2x), mostrando o aumento da fragao livre do cortisol durante o

processo agudo.

O escalonamento no quadro de gravidade dos pacientes refletiu-se nos valores de albumina
sérica. Silverman et al, 1996, relataram que valores baixos de albumina, correlacionam-se
com aumento do catabolismo sist€émico, resultado de lesdes teciduais ¢ inflamagao, sendo o
unico reagente de fase aguda que apresenta diminui¢des nos seus valores durante o evento
de estresse. Como visto, os valores foram extremamente baixos nos pacientes do grupo 1,
(média = 1,9 £ 0,4 g/dL), dentro da referéncia nos pacientes do grupo 3 (média = 4,2 £ 0,2
g/dL), e varidveis nos pacientes do grupo 2 (média = 2,7 + 0,7 g/dL) , constituido por uma

populacdo mais heterogénea.



A forte correlagdo entre cortisol sérico e salivar no grupo 1, com valor de r de Pearson de
0,92, era, de certa forma, esperada, pelo fato dos critérios de inclusdo terem sido bastante
rigidos, promovendo homogeneizacao da populacao, que refletiu nos valores de albumina,
todos abaixo do valor de referéncia. Da mesma forma, podemos ver a forte correlagdo nos
pacientes do grupo 3, com r de Pearson de 0,70, composto por pessoas sadias, sem fatores
para alterar a relacdo do cortisol com as proteinas circulantes, conforme descrito por
Vieira, 1984. Devido a heterogeneidade dos integrantes do grupo 2, refletida nos valores

bastante dispersos de albumina, foi observada correlagdo moderada.

Segundo Hamrahian et al, 2005, ¢ Ho et al, 2006, avaliagdo dos niveis circulantes de
albumina é importante na verificagdo dos valores de cortisol sérico nos pacientes em
estado critico, ja que valores baixos de proteinas, comuns nestes pacientes, podem levar a
diminui¢do dos valores de cortisol sérico total, porém com manutencdo de valores de
cortisol livre e salivar dentro da normalidade. O grupo 2 que teve a pior correlagao entre os
valores de cortisol sérico e de cortisol salivar, foi o que apresentou resultados mais
heterogéneos em relagdo aos valores da albumina, diferente da homogeneidade observada
no grupo 1, com todos os pacientes apresentando resultados abaixo do valor de referéncia,
e no grupo 3, no qual todos os participantes apresentaram resultados dentro dos valores de
referéncia. Estes grupos apresentaram correlagdo forte entre o cortisol. A formagdo de um
grupo de estudo mais heterogéneo, composto por pacientes em diferentes situagdes
clinicas, com valores de albumina apresentando maior variagdo, como realizado por
Hamrahian et al, 2005, que separou a mostra em pacientes com albumina inferior ou
superior a 2,5 g/dL, pode ajudar na verificagcdo do papel da albumina nas concentragdes do

cortisol sérico e do salivar, bem como na correlacdo entre esses dois parametros.



Cooper et al, 2003, relatam que pacientes em estado critico apresentam elevacdes do
cortisol, principalmente da fracdo livre do hormdnio, como efeito da diminuicdo da
albumina sérica, somado a outros fatores como o aumento da resisténcia periférica a agao
hormonal. Nossos achados demonstram, esta elevacdo do cortisol livre, observada pela a
avaliacdo dos valores de cortisol salivar obtidos com a conversdao de valores de cortisol
sérico através das formulas de regressdo linear dos grupos 1 e 3. A tabela 6 mostra que
para os mesmos valores de cortisol sérico, tem-se valores bem mais elevados de cortisol

salivar nos pacientes do grupo 1 do que nos participantes do grupo 3.

Da mesma forma que Sam et al, 2004, que observaram valores mais elevados de cortisol
sérico associados a maior taxa de mortalidade, também encontramos esta correlagdo nos
pacientes com sepse grave que evoluiram para obito. Esta associagdo, todavia, ficou muito
melhor caracterizada através da dosagem do cortisol salivar. Os valores de cortisol salivar,
diferente do cortisol sérico, apresentaram uma evolugdo gradativa, associada diretamente
com a mortalidade. Valores mais baixos correlacionaram-se a menor taxa de mortalidade e
valores mais altos, a uma taxa maior. Para os valores de cortisol sérico total, ndo se
observou a mesma gradagdo, ¢ de maneira paradoxal, a classe com a menor taxa de
mortalidade foi composta por pacientes com valores de cortisol sérico total entre 12,5 e 20
ng/dL, que seriam classificados como portadores de insuficiéncia adrenal, utilizando-se
como critério o valor aleatério de cortisol sérico total inferior a 25 pg/dL, proposto por

Marik et al, 2003.

A divisdo da amostra do grupo 1 em portadores ou ndo de TAR, baseada em valores
aleatorios de cortisol sérico total (cortisol sérico total inferior a 25, 20 ou 15 pg/dL), ndo

mostrou diferengas quanto ao indice de mortalidade e quanto ao uso de terapia de



reposicdo com glicocorticdides entre portadores ou nao de TAR. Valores tdo baixos de
albumina, como os encontrados nesses individuos, promovem diminui¢do dos niveis de
cortisol sérico total, como demonstrado por Hamrahian et al, 2005, e isto pode ter
influenciado a andlise das taxas de mortalidade, ja que estes valores de corte podem ser

altos para estes pacientes.

A grande diferenca encontrada entre os valores medianos basais do cortisol salivar dos
pacientes sadios e dos pacientes sépticos, reflexo da elevac¢ao da fracdo livre do cortisol,
ndo influenciada pela albumina, demonstra que a dosagem do cortisol salivar pode
classificar com melhor exatiddo os pacientes portadores ou ndo de IAR, sendo necessarios

estudos com desenhos experimentais direcionados para este fim.

Consideramos adequada a verificagcdo dos nossos achados em outra amostra com nimero
maior de integrantes. A utilizagdo de outros critérios de inclusdo, contemplando a
formagao de amostra mais heterogénea, poderd permitir a investigagdo da influéncia da
albumina nos valores de cortisol sérico e salivar, e podera ainda, reduzir o indice de perda
de amostra por dificuldade de coleta da saliva, tnico fator limitante ao uso do cortisol
salivar. Novos estudos poderao avaliar o desempenho do cortisol salivar no diagndstico da
insuficiéncia adrenal relativa, inclusive com utilizacdo de valores apds o teste de estimulo
da glandula adrenal com ACTH sintético como critério de diagnostico, avaliando a

resposta ao uso de glicocorticdides, e a sobrevida final.



CONCLUSOES



Os achados encontrados pelas dosagens de cortisol sérico e salivar ¢ de albumina em

pacientes em estado critico, permitem concluir que:

Os valores de cortisol salivar se correlacionam bem com os de cortisol sérico nos
pacientes em estado critico, secundario a sepse grave, € nos pacientes sadios, por se

tratar de populagdes homogéneas em relacdo aos niveis de proteinas plasmaticas.

Pacientes em estado critico apresentam elevagdes de cortisol salivar
significativamente mais pronunciadas do que de cortisol sérico total, que estd
influenciado pelos baixos niveis de albumina. Por refletir a elevacao dos niveis da
fracdo livre do hormoénio, o cortisol salivar ¢ um método mais fidedigno para

avaliacdo da func¢do adrenal destes pacientes.

Valores elevados de cortisol salivar e sérico, em pacientes com sepse grave estao

associados a pior progndstico, caracterizado por maior mortalidade.

Os valores de cortisol salivar se correlacionaram melhor com o prognoéstico dos
pacientes em estado critico, apresentando elevagdes diretamente proporcionais a

taxa de mortalidade.



PROPOSICOES



Avaliar em uma populagdo mais heterogénea de pacientes em estado critico,
pareada, dividida pelos valores de albumina acima ou abaixo de 2,5 g/dL, o efeito

da proteina na correlacdo entre cortisol sérico e salivar.

Tentar estabelecer valores de corte para o diagndstico de insuficiéncia adrenal
relativa no paciente em estado critico, baseando-se na resposta a terapia de

reposicao de baixas doses de glicocorticoéide exdgeno.



ANEXOS



Anexo A

“Avaliacao do Cortisol Salivar no Paciente em Estado Critico”
Ficha de Inclusdo — Grupo 1
1 — Identificagao

Nome (iniciais) Identificagdo :

Sexo:OM OF Idade:  anos Data de admissao UTI: _ / /

2 — Diagnostico na admissao

3 — Diagnostico de sepse

[J evidéncia de infecc¢do
+

[J Temperatura > 38° C ou<36° C

[0 Freqiiéncia cardiaca > 90 bpm

[l Freqiiéncia respiratoria > 20 irpm

1 Leucdcitos totais > 12.000/mm’ ou < 4.000/mm>, ou > 10% bastdes
J’_

[ Faléncia de 6rgdo: [1 Cardiovascular [1 Renal [1SNC [J Respiratério [ Hepatico

4 — Tratamento
[] antimicrobianos

[J terapia de suporte: []ventilagdo mecanica [J aminas vasoativas [ dialise

5 — Administrag@o de corticosterdides

Droga Dose mg Posologia /  hs

6 — Evolucao

[0 Alta (melhora clinica) 1 Obito



“Avaliacdo do Cortisol Salivar no Paciente em Estado Critico”

1 — Identificacdo

Nome (iniciais)

Ficha de Inclusdo — Grupo 2

Identificagdo :

Sexo:OM OF

2 — Diagnostico na admissdo

Idade:  anos

Anexo B

Data de admissdo UTTI:

3 — Evolugédo

[1 Alta



Anexo C

“Avaliacdo do Cortisol Salivar no Paciente em Estado Critico”

Ficha de Inclusdo — Grupo controle

1 — Identificacdo

Nome (iniciais) Identificagdo :

Sexo: 1M [OF Idade:  anos Data da coleta:  / /



Anexo D

= Termo de Esclarecimento

Vocé esta sendo convidado a participar do estudo Avaliagdo do cortisol salivar no paciente
em estado critico. Os avangos na area da saude ocorrem através de estudos como este, por
isso a sua participacdo ¢ importante. Caso vocé participe, sera necessario coleta de sangue
e de saliva. Nao sera feito nenhum procedimento que lhe traga qualquer desconforto ou
risco a sua vida. Voceé podera ter algum desconforto ao ter a veia puncionada para colher o
sangue mas procuraremos fazé-lo quando formos colher exames necessarios ao seu
tratamento no CTI.

Vocé podera ter todas as informacdes que quiser e poderd ndo participar da pesquisa ou
retirar seu consentimento a qualquer momento, sem prejuizo no seu atendimento. Pela sua
participagdo no estudo, voc€ nao receberd qualquer valor em dinheiro, mas tera a garantia
de que todas as despesas necessarias para a realizacdo da pesquisa nao serdo de sua
responsabilidade. Seu nome nao aparecera em qualquer momento do estudo, pois vocé sera

identificado com um numero.

. Termo de consentimento livre, apos esclarecimento

Eu, , 11 e/ou ouvi o esclarecimento

acima e compreendi para que serve o estudo e qual procedimento a que serei submetido. A
explicacdo que recebi esclarece os riscos e beneficios do estudo. Eu entendi que sou livre
para interromper minha participagdo a qualquer momento, sem justificar minha decisdo e
que isso nao afetard meu tratamento. Sei que meu nome ndo serd divulgado, que ndo terei

despesas e nao receberei dinheiro por participar do estudo.

Eu concordo em participar do estudo.

Ass.:

Belo Horizonte, de de 200 .




Anexo E

= Termo de Esclarecimento

O (a) Sr (a). esta sendo

convidado a participar do estudo Avaliagdo do cortisol salivar no paciente em estado

critico. Os avangos na area da saude ocorrem através de estudos como este, por isso a
participagdo dele ¢ importante. Caso voc€ autorize a participagao dele (a), sera necessario
coleta de sangue e de saliva. Nao serd feito nenhum procedimento que traga a ele (a)
qualquer desconforto ou risco a sua vida. Ele (a) podera ter algum desconforto ao ter a veia
puncionada para colher o sangue, mas procuraremos fazé-lo quando formos colher exames
necessarios ao tratamento no CTI.

Vocé e ele (a) poderdo ter todas as informacdes que quiser e poderdo ndo participar da
pesquisa ou retirar seu consentimento a qualquer momento, sem prejuizo no atendimento.
Pela participagdo no estudo, ndo recebera qualquer valor em dinheiro, mas tera a garantia
de que todas as despesas necessarias para a realizacdo da pesquisa nao serdo de sua
responsabilidade. O nome dele (a) ndo aparecerda em qualquer momento do estudo, pois

ele (a) sera identificado com um nimero.

. Termo de consentimento livre, apos esclarecimento

Eu, , 11 e/ou ouvi o esclarecimento

acima ¢ compreendi para que serve o estudo e qual procedimento a que

serd submetido. A explicacao

que recebi esclarece os riscos e beneficios do estudo. Eu entendi que sou livre para
interromper a participagdo a qualquer momento, sem justificar minha decisdo e que isso
ndo afetard meu tratamento. Sei que o nome dele ndo sera divulgado, que ndo terei

despesas e nao receberemos dinheiro por participar do estudo.

Eu concordo em participar do estudo.

Ass.:

Belo Horizonte, de de 200 .




Anexo F

] Termo de Esclarecimento

Vocé esta sendo convidado a participar do estudo Avalia¢éo do cortisol salivar no paciente
em estado critico. Os avangos na area da saude ocorrem através de estudos como este, por
1SS0 a sua participagdo ¢ importante. Caso vocé participe, sera necessario coleta de sangue
e de saliva. Nao sera feito nenhum procedimento que lhe traga qualquer desconforto ou
risco a sua vida. Voce podera ter algum desconforto ao ter a veia puncionada para colher o
sangue.

Vocé podera ter todas as informacdes que quiser e poderd ndo participar da pesquisa ou
retirar seu consentimento a qualquer momento, sem prejuizo no seu atendimento. Pela sua
participacdo no estudo, vocé ndo receberd qualquer valor em dinheiro, mas terd a garantia
de que todas as despesas necessarias para a realizagdo da pesquisa ndo serdo de sua
responsabilidade. Seu nome nao aparecera em qualquer momento do estudo, pois vocé sera

identificado com um namero.

. Termo de consentimento livre, apos esclarecimento

Eu, , 11 e/ou ouvi o esclarecimento

acima e compreendi para que serve o estudo e qual procedimento a que serei submetido. A
explicagdo que recebi esclarece os riscos e beneficios do estudo. Eu entendi que sou livre
para interromper minha participacdo a qualquer momento, sem justificar minha decisao.
Sei que meu nome nao serd divulgado, que ndo terei despesas e ndo receberei dinheiro por

participar do estudo.

Eu concordo em participar do estudo.

Ass.:

Belo Horizonte, de de 200 .
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