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1 INTRODUCCION

1.1 ANATOMIA DE LAS SUPRARENALES

Las glandulas suprarrenales estan localizadas en contacto con los polos
superiores de ambos rifiones. Su peso en el adulto es de unos 4 g. Desde abajo
hacia arriba constan de cabeza, cuerpo y cola. La porcidn exterior, el cértex,
tiene una coloracién amarillenta y circunda la porcién central, la médula, de
color gris palido.

La corteza suprarrenal consta de tres zonas: glomerular, fascicular y
reticular. La zona glomerular consiste en agregados dispersos de células
pequefias con pocas gotas lipidicas. La zona mas extensa es la fascicular,
formada por células claras con inclusiones lipidicas, dispuestas en forma de
columnas entre la glomerular o la capsula y la zona interna reticular. Las células
de la reticular son eosinofilicas, con escaso contenido lipidico y pueden
contener lipofuscina.

Las suprarrenales estan irrigadas por el plexo capsular, compuesto por
ramas que proceden de la arteria frénica inferior, la aorta y las arterias renales.
Los sinusoides de la fascicular, reticular y de la médula drenan hacia las venas
medulares y, por lo tanto, a la vena central. Esta desemboca, en el lado
derecho, a la vena cava inferior y, en el lado izquierdo, a la vena renal (1).

Se ha descrito un plexo de fibras nerviosas en la corteza suprarrenal
humana. Estas fibras nerviosas podrian regular la funcién del cdrtex al regular
la irrigacion vascular. Pero también parecen regular, a través de

neurotransmisores, el crecimiento y la respuesta funcional del cortex (1).

1.2 ZONAS FUNCIONALES DE LA CORTEZA SUPRARRENAL

La corteza suprarrenal produce tres tipos de esteroides: los
glucocorticoides, los mineralocorticoides y los esteroides sexuales (andrégenos
y estrogenos).

La figura 1.1 muestra las vias de la esteroidogénesis con las actividades
enzimaticas implicadas en ellas. Las zonas fascicular y reticular constituyen una
unidad funcional que produce cortisol y andrégenos y son reguladas por la
Adrenocorticotropina (ACTH) (1,2). Las células de ambas zonas expresan los
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enzimas necesarios para la biosintesis de glucocorticoides y de andrdgenos,
pero datos bioguimicos e inmunohistoquimicos parecen indicar que los
andrédgenos se sintetizan fundamentalmente en la zona reticular por la
presencia en ella del enzima sulfotransferasa, necesario para la sintesis de
deshidroepiandrosterona-sulfato (DHEA-S), uno de los principales andrégenos
suprarrenales (3). La aldosterona, principal mineralocorticoide, es sintetizada en
la zona glomerular bajo el control principal del sistema renina-angiotensina
(1,2,4), siendo su sintesis cuantitativamente inferior a la de cortisol, lo cual
concuerda con una menor expresion de P-450-scc y P-450-C11. Las células de
la fascicular y de la reticular parecen tener un origen comun, siendo
funcionalmente distintas por la presencia o no de sulfotransferasa, pero pueden
presentar idénticas caracteristicas funcionales. Las células de la glomerular, en
cultivo, pueden llegar a presentar el mismo tipo de esteroidogénesis que las
células de la fascicular y de la reticular, sugiriendo que la influencia de factores
locales regularia la diferenciacion de estas células: el aumento de la
concentracion de glucocorticoides inhibiria la produccién de aldosterona por las
células de la glomerular, mientras que el bloqueo de la sintesis de cortisol
mantendria la diferenciacién de la glomerular. Se sugiere que las diferencias
funcionales entre las tres zonas estarian reguladas por factores locales, tales
como la vascularizacion, la inervacidn y posibles interacciones con la matriz

extracelular.
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Figura 1.1 Esquema de la esteroidogénesis suprarrenal y gonadal. StAR (Steroid Acute
Regulatory  protein);  P-450scc  (colesterol-desmolasa);3B -HSD (3B -hidroxisteroide-

deshidrogenasa); P-450c17 (17a -hidroxilasa/17,20-desmolasa o liasa); P-450c21 (21-
hidroxilasa); P-450c11 (118 -hidroxilasa,corticosteronametiloxidasa tipo I, CMO-I o 18-
hidroxilasa ycorticosterona-metiloxidasa tipo II, CMO-II o 18-deshidrogenasa); 17p -HSD (178 -

hidroxisteroide-deshidrogenasa o 17- ceto-reductasa); 5a -reductasa; sulfatasa; P-450aro
(aromatasa).

1.3 EMBRIOGENESIS Y DESARROLLO POSTNATAL

La corteza suprarrenal se desarrolla a partir del tejido mesenquimal
adyacente al epitelio celdmico, cerca del ribete urogenital. Comienza a ser
identificable en el estadio embrionario de 7-8 mm, se distingue como una masa
de células inmaduras a los 10-15 mm, a los 20-25 mm se distinguen las zonas
definitiva y fetal, siendo evidentes a los 50 mm.

Aunque la ACTH regula la expresion de todos los genes de la
esteroidogénesis, la regulacién inicial de la diferenciacion de las glandulas

suprarrenales y el inicio de la esteroidogénesis parecen ser independientes del
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ACTH. Se ha demostrado que es necesaria la expresion de un gen para un
receptor nuclear «huérfano» (para el que no se conoce alin hormona) llamado
SF-1 (Steroidogenic Factor 1) para el desarrollo tanto de las glandulas
suprarrenales como de las génadas y de las células gonadotropas (5-7).
También es necesaria la expresion de otro gen llamado DAX-1 (codifica una
proteina también perteneciente a la superfamilia de los receptores nucleares),
situado en el brazo corto del cromosoma X, cuya deleccidén o mutacion provoca
la falta o desarrollo insuficiente de la suprarrenal y de las células gonadotropas
(8).

La corteza suprarrenal fetal esta constituida por dos zonas: una exterior,
representa aproximadamente la cuarta parte, dara lugar al cértex definitivo y
estd formada por células pequefas e inmaduras, mientras que la mayor parte,
denominada cortex fetal, estd compuesta por células eosinofilicas grandes.
Después del nacimiento, la zona fetal desaparece progresivamente, siendo
sustituida por la zona definitiva a los 6 meses de edad. Se discute si esta
sustitucion es debida a una rapida degeneracién de las células grandes
eosindfilas o mas bien a una reduccion de tamafio y a un cambio de
diferenciacién y organizacion celulares hasta constituir la zona fasciculada (9).
Durante la vida fetal la glandula suprarrenal crece exponencialmente. Igual que
durante la vida postnatal, la actividad mitética estd limitada a la capa mas
exterior subcapsular formada por células basofilas relativamente
indiferenciadas.

Estas células se multiplican rapidamente, contribuyendo centripetamente,
a través de una zona de transicion, a la zona fetal que aumenta
progresivamente de volumen, llegando a ocupar hasta el 80 % de la glandula.

El peso de la suprarrenal al nacer es de unos 4-5 g y disminuye a 2.5g a
las 2 semanas, llegando a pesar menos de 1 g al afio de edad. Después, la
suprarrenal aumenta de peso hasta alcanzar el definitivo entre los 15 y los 20
anos. Se discute si las tres zonas del cortex definitivo estan bien delimitadas a
partir de los 2 afios, de los 8-9, o la maduracién no es completa hasta los 18
(10).
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1.4 BIOSINTESIS DE LOS ESTEROIDES SUPRARRENALES

El precursor de todas las hormonas esteroideas es el colesterol. Este
puede proceder de la ingesta dietética o puede ser sintetizado a partir del
acetato y del coenzima A (acetilCoA). Las células esteroidogénicas pueden
sintetizar de novo el colesterol u obtenerlo movilizando la reserva intracelular
de ésteres del colesterol o importando lipoproteinas plasmaticas. El 80 %
aproximadamente del colesterol utilizado para la esteroidogénesis procede de
las lipoproteinas plasmaticas (11) y las células suprarrenales poseen receptores
de membrana para las LDL (12) que las internalizan vy, al nivel de los lisosomas,
los ésteres del colesterol son hidrolizados, liberdndose colesterol que es
utilizado como sustrato para la esteroidogénesis. El 20 % restante del colesterol
utilizado para la esteroidogénesis procede, en condiciones normales, de la
biosintesis intracelular de colesterol a partir del acetilCoA. En las células
suprarrenales la ACTH aumenta el nimero de receptores para las LDL, asi como
la actividad del enzima colesterol esterasa que libera colesterol libre a partir de
sus ésteres, aumentando, por lo tanto, la cantidad de colesterol libre
intracelular (13).

Todas las hormonas esteroideas comparten una estructura comdn: la
molécula de ciclopentanofenantreno (figura 1.2). Los derivados con 18 atomos
de carbono (C18) son los estranos, los C19 los androstanos y los C21 los
pregnanos (figura 1.2). La conversidn del colesterol en los diversos esteroides
comporta la accién de una serie de enzimas (figura 1.1) pertenecientes, la
mayoria de ellos, a la familia de las proteinas citocrémicas P-450. Estas
proteinas son 6 oxidasas captadoras de hierro que ocupan un lugar terminal en
la cadena de transporte de electrones que media la biotransformacion de
muchas sustancias de origen enddgeno y exdgeno (figura 1.3). La amplia
familia de proteinas citocrémicas P-450 (pico de absorbancia a 450 nm cuando
estan reducidas) consiste en mas de 10 familias de proteinas codificadas por
mas de 100 genes y pseudogenes. En la corteza suprarrenal las proteinas P-450
estan localizadas en la mitocondria o en el reticulo endoplasmico

(microsomales) (figura 1.3 y 1.4): las mitocondriales requieren una proteina
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sulfatoférrica y una flavoproteina como transportadores intermedios de
electrones, mientras que las microsomales sdlo requieren una flavoproteina.
Todas estas proteinas P-450 requieren NADPH como donante de electrones (2).

La regulacion de las actividades enzimaticas P-450 en las diferentes
zonas de la suprarrenal depende de los estimulos tréficos, de la demanda
fisioldgica (volumen intravascular, concentraciones séricas de sodio o de
glucosa, etc.), y del gradiente de oxigeno y de esteroides a través del lecho
capilar que atraviesa las tres capas de la corteza suprarrenal (14).

CICLOPENTANOFENANTRENDO O
H; - Hy
C. [
H:cl/ \?x \CHE
H
~H o Ho
/C\&/E v A —CH,
HL C C
\C/ﬁ\{f “Hy
Estructura H; Hy @ @ Nomenclatura
®CH3
d CHy
®CH5 ®CH3 CH3
f
®CH3 CH3
Esternides C18 = Esteroides C19 = Estercides 021 =
Estranos Androstanos Pregnanos

Figura 1.2 Estructura quimica y nomenclatura del ciclopentanofenantreno (panel superior) y estructura de
los derivados esteroideos C18 (estranos), C19 (androstanos) y C21 (pregnanos) (panel inferior).
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enzimas implicados y principales esteroides secretados por la célula.
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1.4.1 Transporte del colesterol al interior de la mitocondria y
conversion del colesterol en pregnenolona (P-450-scc)

Es la primera etapa limitante en la esteroidogénesis suprarrenal. Esta
etapa es mediada por el enzima colesterol desmolasa (P-450-scc = P-450-

sidechain-cleavage) que interviene en tres reacciones quimicas que permiten la

transformacion del colesterol en pregnenolona: Una 20a -hidroxilacion, una 22-

hidroxilacion y el corte de la cadena lateral unida en posicién 20-22 (figura 1.1
y 1.4). La sintesis de la proteina P-450-scc es estimulada por el ACTH: la union
de la ACTH a su receptor de membrana aumenta la concentracion intracelular
de AMPc, el cual estimula la actividad esterasa que libera colesterol de los
ésteres almacenados y también aumenta las concentraciones de P-450-scc al
aumentar su transcripcioén. P-450-scc estd localizada en la membrana interna
mitocondrial y sus transportadores intermedios de electrones son la proteina
sulfatoférrica adrenodoxina y la flavoproteina adrenodoxina reductasa (figura
1.3).

Se han descrito varias proteinas especificas que intervienen en el
transporte del colesterol libre al interior de la mitocondria (15) y entre ellas se
ha demostrado que StAR (Steroid Acute Regulatory protein) es imprescindible
para el desarrollo de la esteroidogénesis suprarrenal y gonadal, puesto que sus
mutaciones provocan la llamada hiperplasia suprarrenal lipoidea (16,17) (tabla
1.1).

Los genes que codifican las tres proteinas que intervienen en la
conversion del colesterol en pregnenolona (P-450-scc, adrenodoxina vy
adrenodoxina reductasa) han sido clonados y se conocen sus secuencias y
localizaciones cromosémicas (tabla 1.1). P-450-scc esta codificada por un solo
gen localizado en el cromosoma 15 (15g23-g24) (18) y consiste en una
proteina de 521 aminoacidos. Se detecta RNAm para P-450-scc en la glandula
suprarrenal, la placenta, el ovario y el testiculo. Se han descrito variaciones en
las cantidades de transcritos de P-450-scc en distintas etapas del desarrollo
fetal. Se desconocen, por ahora, mutaciones en este gen que sean la causa del
déficit de P-450-scc. La adrenodoxina estda codificada por un gen en el
cromosoma 11 (11g22) (19) y existen pseudogenes en el cromosoma 20 (20).
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Se ha detectado RNAm para la adrenodoxina en suprarrenal y testiculo y en
tejidos fetales (suprarrenal, testiculo, ovario, placenta, rifidn, higado y cerebro).
Existen dos RNAm para la adrenodoxina reductasa, codificados por un solo gen
en el cromosoma 17 (17q24-g25) (19). Ambos tipos de RNAm estan presentes

en la suprarrenal y en el testiculo humanos (21).

o Localiiagién
Actividad enzimaticy Proteina Gen cmmpsémica
StAR :
{Steroidogenic Acute StAR o8
Regulatory Protein)

P-450-scc mitocondrial o .
{colesternl desmolasa) 521 aa CYP-sce 15g23-q24
3B-OHSD : ‘microsomal : T i
{3B-hidroxisteroide- 372aa 3B-HSD IyIl Slpl3oo
deshidrogenasa/ e ; S
Ad-AS-isomerasa)

P-450-c17 microsomal ; ‘ B
{17c-hidroxilasa/ - 508 aa CYPp-17 10 q24-q25
17,20-lasa) , - :
P-450-¢21 , microsomal CYP-21B (activo): S6p21 ,
(21-hidroxilasa) 494 aa CYP-21A (pseudogén), "
P-450-c14 mitocondrial ; L
(11B8-hidroxilasa/ 504 aa CYP-118B1 w8 qZZ'Z :
18-hidroxilasa/18- : B e
deshidrogenasa - - CYP-11B2 8qz24.3

CMO 1y CMO 1) : ;
“Adrenodoxina 180 aa Adrenodoxma 11 q22 (zen activoe)

' (preproteina) £ 20 (psevdogenes)
Adrenodoxina- 492 aa Adrenodoxina- 17 ’qui-qZSkk
reductasa - reductasa g

Tabla 1.1 Proteinas que intervienen en la esteroidogénesis y sus genes codificantes.
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1.4.2 Sistema 3B-hidroxisteroide deshidrogenasa (38-OHSD)

Media la conversion de pregnenolona en progesterona y de 17-OH-
pregnenolona en 17-OH-progesterona (figura 1.1 y 1.4). Este paso es necesario
para la biosintesis de glucocorticoides, mineralocorticoides y esteroides
sexuales. El sistema enzimético esta localizado en el reticulo endopldsmico y
requiere NAD (22). Se detecta en cortex suprarrenal, gonadas, placenta, mama,
prostata, higado y piel. Es el Unico enzima de la esteroidogénesis suprarrenal
no citocromo P-450. Realiza la reduccidn de un grupo 3B-hidroxilo a 3-cetona y
la isomerizacion de un doble enlace 5,6 a 3,4. Ambas actividades enzimaticas
son realizadas por una sola proteina codificada por dos genes (HSD-3B I y II)
en el cromosoma 1 (23), de forma que existen dos isoenzimas, detectandose
casi exclusivamente RNAm para el isoenzima de tipo II en suprarrenales y

gonadas.

1.4.3 17a-hidroxilasa y 17,20-liasa (P-450-C17)
La conversion de pregnenolona en 17-OH-pregnenolona y de
progesterona en 17-OH-progesterona requiere una hidroxilacién en posicién

17a . La conversion de ambos esteroides en DHEA y androstendiona (A 4),

respectivamente, requiere la actividad 17,20-liasa (figura 1.1 y 1.4). Ambas
actividades enzimaticas son realizadas por una Unica proteina, llamada P-450-
Cl7 (24). Esta proteina es, pues, necesaria para la biosintesis de
glucocorticoides y de esteroides sexuales, pero no de mineralocorticoides. Asi,
las células de la zona glomerular carecen de este enzima, por lo que la
esteroidogénesis procede hacia los mineralocorticoides; el hecho de que el
sustrato sufra sdlo una 17-hidroxilacion o ambas, hidroxilacién y corte de la
cadena lateral, conduciendo a la sintesis de glucocorticoides o de esteroides
sexuales, parece depender del aporte de electrones. P-450-C17 es una proteina
microsomal que requiere una flavoproteina como intermediaria para la
transferencia de electrones a partir del NADPH (figura 3). Se encuentra el
mismo RNAm para P-450-C17 en cortex suprarrenal y en testiculo. El gen
codificador para esta proteina se halla en el cromosoma 10 (10g24-g25) (25).
La proteina tiene 508 aa (tabla 1.1). Se han descrito diversas mutaciones
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responsables del déficit aislado o combinado de 17a -hidroxilacién y 17,20-

liasa. La transcripcion de P-450-C17 es estimulada por la ACTH y el AMPc (26).

1.4.4 21-hidroxilasa (P-450-C21)

La conversion de 17-OH-progesterona en 11-desoxicortisol (compuesto
S) y de progesterona en 11-desoxicorticosterona (DOCA) es mediada por el
enzima 21-hidroxilasa (P-450-C21) (figura 1 y 4). El sustrato preferente es la
17-OH-progesterona, que lleva a la biosintesis de los glucocorticoides, pero la
utilizacidn del sustrato progesterona es necesaria para la biosintesis de
mineralocorticoides. Esta actividad enzimatica no es necesaria para la
biosintesis de los esteroides sexuales. La P-450-C21 es un citocromo
microsomal que requiere, como la P-450-C17, una flavoproteina como
transportador intermedio de electrones (Figura 1.3). Se detecta, por
inmunohistoquimia, en las tres zonas del cdrtex suprarrenal pero es mas
abundante en las zonas glomerular y reticular (27). In vitro, la ACTH aumenta
la transcripcion de P-450-C21 (28).

Se clonaron dos genes en el brazo corto del cromosoma 6 (6p21) para P-
450-C21 (29) en la regién del complejo mayor de histocompatibilidad de clase
III entre los locus para HLA-B y HLA-D. Los dos genes, CYP21B o CYP21
(activo) y CYP21A o CYP21P (pseudogén no transcrito) estan duplicados
alternativamente con los genes para el componente 4 del complemento (C4A y
C4B). CYP21B codifica una proteina de 494 aa (tabla 1.1). Susmutaciones son
responsables del déficit de 21-hidroxilasa, una de las mas frecuentes anomalias

metabdlicas en los humanos.
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1.4.5 11B-hidroxilasa, 11a -hidroxisteroide deshidrogenasa, 18-

hidroxilasa y 18-oxidasa (P-450-C11)

En la zona glomerular, la DOCA es hidroxilada en posicion 118 para

convertirse en corticosterona, la cual puede ser convertida por 18-hidroxilacion
(corticosterona metil-oxidasa I o CMOI) en 18-hidroxi-corticosterona, la cual es
convertida por una 18-oxidasa (CMOII) en aldosterona. En la zona fascicular, el

11-desoxicortisol es convertido por la 118 -hidroxilasa en cortisol (figuras 1.1y

1.4).

Se habia descrito que una sola proteina P-450-C11 mediaba las tres
actividades enzimaticas en la zona glomerular (30). Sin embargo, en la zona
fascicular, P-450-C11 no parece tener apenas actividad CMOI ni CMOII. P-450-
Cl1 es un citocromo mitocondrial que requiere, como la P-450-scc,
adrenodoxina y adrenodoxina reductasa como intermediarios para el transporte
de electrones (figura 1.3). La ACTH estimula la transcripcién y aumenta la
cantidad de proteina P-450-C11.

Se han clonado dos genes en el cromosoma 8 (a nivel 8q22 y 8q24.3)
(31, 32) (tabla 1.1) que codifican P-450-C11: CYP11B1 y CYP11B2. Tienen un

93 % de homologia estructural y codifican dos proteinas (P-450-C118 y P-450-
aldo, respectivamente) (33). CYP11B1 produce mayor cantidad de RNAm en las
células suprarrenales y es regulado por el ACTH, mientras que el producto de

CYP11B2 es necesario para las Ultimas etapas de la biosintesis de la aldosterona
en la zona glomerular (33,34). Se han descrito numerosas mutaciones

responsables de deficiencias de 11B -hidroxilasa y de CMOI y II.
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1.5 CONTROL DE LA SECRECION SUPRARRENAL DE ESTEROIDES
1.5.1 Regulacién de la secrecion de cortisol por el eje CRH-ACTH

Desde 1930, es sabido que la secrecién suprarrenal de cortisol estd
regulada por el péptido de origen hipofisario ACTH. La ACTH hipofisaria es uno
de los productos derivados de la pro-opiomelanocortina (POMC), péptido de
241 aminoacidos, cuyo gen esta localizado en el cromosoma 2 (35). A partir de
la POMC se generan varios péptidos por procesamiento postranslacional:

lipotropinas, MSH (Melanocyte Stimulating Hormone), B -endorfina y ACTH.

La ACTH natural consiste en 39 aminoacidos, tiene una vida media en
sangre periférica de 7-12 minutos y su derivado sintético 1-24, con el extremo
N-terminal, tiene la misma actividad esteroidogénica, aunque su vida media es
algo mas corta. La ACTH actUa a través de receptores especificos de membrana
(36) que requieren la presencia de calcio para su interaccion. Este activa una
adenilciclasa, produciéndose un aumento de AMPc que activa una
proteinquinasa AMPc-dependiente y la fosforilacion de proteinas. Existen dos
tipos de efectos de la ACTH sobre la esteroidogénesis: los agudos, producidos
en pocos minutos y los cronicos, que requieren horas o dias. El efecto agudo de
la ACTH consiste en aumentar la transformacidon del colesterol en
pregnenolona, la primera etapa limitante en la esteroidogénesis: esto se
consigue activando el enzima P-450-scc. Los efectos crénicos de la ACTH
consisten en aumentar la sintesis de la mayoria de enzimas de la
esteroidogénesis y en efectos sobre la sintesis de proteinas y DNA de las células
suprarrenales, provocando hipertrofia e hiperplasia (37). La ACTH también
estimula la sintesis de otras proteinas necesarias para la esteroidogénesis,
como los receptores para LDL, la adrenodoxina, la proteina transportadora del
colesterol al interior de la mitocondria (StAR) y, en la suprarrenal fetal, la HMG-
CoA reductasa necesaria para la sintesis de novo del colesterol.

Si bien ya a partir de 1948 se describid que la secrecién de ACTH por la
hipdfisis estaba regulada por el SNC a través del hipotalamo, no fue hasta 1955
(38, 39) cuando se describid la existencia de un péptido hipotaldmico que
estimulaba la secreciéon de ACTH, al que se llamé CRH (Corticotropin Releasing

Hormone), no llegandose a la purificacion y descripcién de la estructura
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bioguimica de 41 aminoacidos hasta 1981 (40). Posteriormente, se ha descrito
la expresion de CRH en otros tejidos no hipotaldmicos como el cerebro, el
higado, el pancreas, el testiculo, el intestino y la placenta. Existe un solo gen
para el CRH localizado en el cromosoma 8 (41). El mecanismo de accién del
CRH sobre las células hipofisarias incluye en ellas la presencia de receptores
especificos de membrana, la activacion de una adenilciclasa con aumento de
AMPc, proteinquinasas y la estimulacidn de la transcripcion del gen de POMC y
del procesamiento de su RNAm (42).

Aunque el CRH es el principal regulador de la sintesis de ACTH, otros
factores también la regulan como la arginina-vasopresina (AVP), las
catecolaminas, la angiotensina II, la serotonina, la oxitocina, el péptido
natriurético atrial (ANP), la colecistoquinina, el péptido vasoactivo intestinal
(VIP) y otros (43). La regulacion de la secrecion de CRH es poco conocida,
aunque se sabe que la norepinefrina la inhibe y la serotonina la estimula (44,
45).

El retrocontrol del eje CRH-ACTH-cortisol queda establecido por la accién
inhibidora de los glucocorticoides sobre la sintesis y secrecién de CRH, ACTH y
arginina-vasopresina.

La secrecién de ACTH ocurre en pulsos muy breves que se traducen por
la pulsatilidad de las concentraciones plasmaticas. El ritmo circadiano resulta de
un aumento importante de la amplitud y no de la frecuencia de los pulsos entre
3-5 horas después del inicio del suefio, alcanzando un maximo entre pocas
horas antes del despertar y una hora después, disminuyendo progresivamente
la amplitud a lo largo de la mafiana, siendo minimos por la tarde-noche. En
consecuencia, los niveles plasmaticos de ACTH y de cortisol son maximos a

primera hora de la mafiana y minimos por la tarde-noche.

14




Introduccion

1.5.2 Control de la secrecion de aldosterona por el sistema renina-
angiotensina

El mayor regulador de la secrecion de aldosterona es la angiotensina II.
Su origen y regulacién han sido descritos durante los Gltimos 20 afios. Procede
de un precursor de origen hepatico, el angiotensinégeno, cuyo metabolismo
corre a cargo de dos enzimas, la renina y el enzima de conversién (ECA). La
renina es un enzima proteolitico que actla sobre el angiotensindgeno,
formandose un decapéptido, la angiotensina I, que tiene una débil accion
vasopresora. La angiotensina I es transformada por el ECA, de origen
pulmonar, en el octapéptido angiotensina II (figura 1.5) que presenta una
accion vasomotora mas intensa. La renina es secretada por las células del
aparato yuxtaglomerular renal y su sintesis es negativamente regulada por la
aldosterona. La secrecion de renina es regulada a través de un sistema de
barorreceptores en las arteriolas contiguas a las células yuxtaglomerulares. El
aumento de los niveles circulantes de aldosterona provoca un aumento de
retencién de sodio y de agua con el consiguiente aumento de la tensidn
sanguinea; este aumento de tensién regularia negativamente la renina a través
de los barorreceptores del aparato yuxtaglomerular; al revés, una disminucion
del volumen sanguineo, con una caida de la tension, condicionaria un aumento
de sintesis de renina. También parece que la concentracién de sodio y la
osmolaridad a nivel de los tabulos préximos al aparato yuxtaglomerular regulan
la secrecidon de renina. Asimismo, las fibras nerviosas simpaticas cercanas al
aparato yuxtaglomerular también parecen actuar sobre la secrecién de renina
4).

La accidon de la angiotensina II sobre las células de la glomerular
suprarrenal pasa a través de su unidn a receptores de membrana de alta
afinidad, asociados a una o mas proteinas GTP-dependientes (46). El principal
mecanismo de transduccion de sefial es la activacion de una fosfolipasa C que
hidroliza PIP2 a IP3, el cual libera iones calcio intracelulares y 1,2-diacilglicerol,
el cual activa una proteinquinasa C y la entrada de calcio extracelular. Todo ello
conlleva una estimulacion tanto de la conversion de colesterol en pregnenolona

como de corticosterona en aldosterona (4,47,48).
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AMGIOTENSINOGENO

)
ANGIOTEMSINATL Aldosterona

Vasoconstniccion

Figural.5 Sistema renina-angiotensina-aldosterona. Enzimas proteoliticos que intervienen
en la sintesis de angiotensina II: renina y ECA (enzima de conversién de la angiotensina I).

Si bien el principal regulador de la sintesis de aldosterona es la
angiotensina II, desde hace afios se habia descrito que la ACTH tenia también
una accién estimuladora aguda, aunque el estimulo es de corta duracion y, en
cambio, la administracién crénica de ACTH no consigue mantener ningdin
estimulo, sino mas bien una disminucidn en los niveles circulantes de
aldosterona, contrariamente a lo que ocurre con el cortisol. Se sabe que sdlo las
células de la zona glomerular sintetizan aldosterona y sélo ellas responden a la
angiotensina II. Se piensa que un posible mecanismo para la desaparicion de la
estimulacién de la aldosterona bajo la accién cronica de la ACTH podria ser la
estimulacion simultanea, por éste, de la sintesis por las células de la fascicular
de otros esteroides con accion retenedora de sodio como la DOCA y la 18-OH-
DOCA, ademés de la propia accién retenedora de sodio del cortisol, que podrian
inhibir la sintesis de renina.

El potasio también estimula directamente la secrecidn de aldosterona y la

aldosterona disminuye las concentraciones séricas de potasio al estimular su
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excrecion renal. Existe, pues, una relacién inversa entre las concentraciones
plasmaticas de aldosterona y de potasio. EI mecanismo de accion del potasio
pasa a través de la despolarizacion de la membrana plasmatica, lo cual activa
los canales de calcio aumentando la entrada de calcio extracelular (46, 49); el
potasio también provoca un pequeiio aumento del AMPc.

La vasopresina (AVP) tiene /n vitro un débil efecto estimulador de Ila

sintesis de aldosterona (50).

1.5.3 Control de la secrecion de andrégenos suprarrenales.

El cortex suprarrenal sintetiza y secreta precursores comunes para
glucocorticoides, mineralocorticoides y esteroides sexuales. Entre ellos, los
precursores que pueden ser metabolizados periféricamente a andrdgenos
bioldgicamente activos testosterona (T) vy dihidro-testosterona (DHT) son la
deshidroepiandrosterona (DHEA) y su sulfato (DHEA-S) y la androstendiona.
Las concentraciones circulantes de DHEA-S son las mas elevadas entre todos
los esteroides, incluido el cortisol, y los cambios en sus niveles de secrecién
desde la vida fetal hasta la vejez (secrecién maxima durante la vida fetal por la
zona fetal del cértex, disminucidn de secrecién durante la infancia, aumento
independiente del cortisol durante la fase llamada adrenarquia, antes de la
pubertad gonadal y, finalmente, disminucion de secrecidn durante la vejez,
también independientemente del cortisol) han parecido indicar que podria
existir una regulacién de la secrecion de DHEA, independiente de la realizada
por el ACTH. Asi se postuld la existencia de una hormona hipofisaria a la que se
llamo «Adrenal Androgen Stimulating Hormone» (AASH) (51). Parker et al. (52)
describieron un péptido hipofisario, de 18aa, con posible actividad AASH, siendo
este péptido la fraccion 79-96 de la POMC. Sin embargo, su actividad y
especificidad no han sido claramente demostradas, por lo que la posible
existencia de un péptido regulador de la secrecion de DHEA queda por
demostrar.

Existen otras hipétesis para explicar los cambios en los niveles de
secrecion de DHEA a lo largo de la ontogenia y que se relacionan con los

posibles mecanismos de regulacidn, en las distintas etapas de la vida, de la
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expresion del enzima 3B-OHSD que, como hemos visto, media la
transformacién de pregnenolona en progesterona y de 17-OH-pregnenolona en
17-OH-progesterona, lo cual permite la sintesis de androstendiona,
disminuyendo la de DHEA. El IGF-1 ha sido propuesto como posible regulador
de la sintesis de andrégenos suprarrenales, puesto que su disminucién en los
estados de desnutricion y su reaumento con la renutricidon son paralelos a los
cambios en las concentraciones plasmaticas de DHEA en los pacientes con
anorexia nerviosa (53).

1.6 CIRCULACION, TRANSPORTE Y METABOLISMO DE LOS
ESTEROIDES SUPRARRENALES
1.6.1 Glucocorticoides

El principal glucocorticoide que circula en sangre periférica es el cortisol.

Este circula unido a una proteina especifica (alta afinidad y especificidad), a 2-

globulina glucosilada llamada transcortina o CBG (corticosteroid binding
globulin) (54,55). In vivo, el 95 % del cortisol sanguineo circula unido a
proteinas, el 70 % a la transcortina y el resto, con menor afinidad, a la
albimina y a los hematies. Sdlo la fraccion libre, no unida a proteinas, es
considerada activa, por lo que, en condiciones normales, entre el 5y el 8 % del
cortisol circulante esta libre para sus acciones bioldgicas. Otras hormonas,
naturales o sintéticas, pueden unirse a la CBG desplazando el cortisol:
Progesterona, aldosterona, DOCA, corticosterona, prednisona y prednisolona
(56).

En condiciones normales, la vida media del cortisol es de 60-80 min. El
metabolismo del cortisol, asi como de todos los demas esteroides, tiene lugar
principalmente en el higado. En éste, el cortisol es rapidamente catabolizado a
tetrahidrocortisol y tetrahidrocortisona principalmente, siendo éstos después
conjugados con el acido glucurénico y en menor proporcién son sulfatados,
para formar productos hidrosolubles que vuelven a la circulacion por la vena
hepdtica o son excretados a la luz intestinal con la bilis. El 90 %
aproximadamente del cortisol, sus metabolitos y conjugados, son excretados
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por el rifidn en la orina, y el resto es eliminado por via intestinal. Ademas, en el
rifion tiene lugar el metabolismo de cortisol a cortisona (57).

1.6.2 Mineralocorticoides

El principal mineralocorticoide circulante en sangre periférica es la
aldosterona, siendo menos activos, aunque su concentracidn sea superior, la
DOCA vy la corticosterona. La aldosterona se une a la CBG con el 10 % de
afinidad, con respecto a la del cortisol, mientras que la corticosterona y la
DOCA se unen a la CBG con afinidades respectivas del 100 y del 50 %. La vida
media de la aldosterona es aproximadamente de 45 minutos. El higado
metaboliza practicamente toda la aldosterona que llega a la circulacién
enterohepatica, siendo los dos principales metabolitos excretados por la orina,
la tetrahidroaldosterona y el glucurdnido de aldosterona (57).

1.6.3 Androgenos

Los dos principales precursores de andrégenos de origen suprarrenal son
la androstendiona y la DHEA. Sélo son activos por metabolismo periférico y
transformacién en andrdgenos activos, T o DHT. Androstendiona y DHEA se
unen con mayor afinidad a la proteina de transporte de los esteroides sexuales
SHBG que a la CBG, pero sus afinidades para la SHBG son muy inferiores a las
de los andrégenos T y DHT.

Estos esteroides son metabolizados en parte en el higado. Pero una
proporcidn importante del metabolismo de estos esteroides tiene lugar en las
gonadas, la piel y el tejido adiposo, formando parte de la interconversién entre
los diversos esteroides sexuales. La vida media de la DHEA es sdlo de 25
minutos; sin embargo, su principal metabolito sulfatado, la DHEA-S, producida
al nivel de la corteza suprarrenal y del higado, tiene una vida media de 8-11
horas.

En el adulto, el 15 % aproximadamente de la androstendiona circulante
procede del metabolismo periférico de DHEA y T, procediendo el resto de

suprarrenales y génadas en proporciones similares. Puede ser transformada de
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forma reversible en T por el enzima 17-cetorreductasa y de forma irreversible
en estrona por el enzima aromatasa (P-450-AROM) (figura 1.1).

1.7 ACCIONES DE LOS ESTEROIDES SUPRARRENALES
1.7.1 Glucocorticoides

Su denominacion hace referencia a acciones predominantes sobre el
metabolismo intermediario, aun cuando los glucocorticoides influyen también
sobre el metabolismo del agua y los electrdlitos, y sobre casi todos los érganos
y tejidos del organismo. Ejercen efectos muy importantes sobre el metabolismo
hidrocarbonado. El cortisol constituye una hormona de contrarregulacion con
actividad antiinsulinica, de forma que disminuye la fijacion de insulina al
receptor y dificulta la captacidn tisular de glucosa (excepto en higado, corazdn,
cerebro y hematie). En el higado el cortisol induce la sintesis de glucosa al
estimular la gluconeogénesis e incrementa el depdsito de glucdgeno en el
higado (58). Ademds de inhibir la captacién de aminodcidos y la sintesis
proteica, estimula su movilizacién por catabolismo muscular, dseo, etc. El
cortisol moviliza también los &cidos grasos (59), facilitando la activacidn de la
lipasa celular por parte de las catecolaminas y péptidos hipofisarios. Por si
mismo el cortisol inhibe la lipdlisis y bloquea la lipogénesis. Ademas, estimula el
apetito, por lo que, en situaciones de hipersecrecion, se produce un aumento
de peso por incremento de la masa adiposa, que en estas circunstancias suele
presentar una distribucién centripeta.

Algunas de las acciones de los glucocorticoides podrian representar
mecanismos protectores en situaciones de ayuno, facilitando una situacién
metabdlica estable en determinados tejidos, como cerebro, corazon y células
sanguineas. Asimismo, indirectamente el cortisol estimula la gluconeogénesis al
inducir la liberacion de glucagén. Se comprende que la secrecion excesiva de
cortisol, como ocurre en el sindrome de Cushing, produzca importantes
alteraciones del metabolismo hidrocarbonado, que conducen a la aparicién de
hiperglucemias e, incluso, cetosis. Por el contrario, en los casos de secrecion
insuficiente, como en la enfermedad de Addison, existe tendencia a la

hipoglucemia, sobre todo en las situaciones de ayuno.
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Los glucocorticoides desarrollan un papel vital en las situaciones de
estrés, al bloguear la produccién y la liberacidon de mdltiples hormonas y
neurotransmisores, como catecolaminas, prostaglandinas, cininas, etc., las
cuales en ausencia de este control podrian conducir a un estado de shock. El
cortisol mantiene la capacidad de respuesta del musculo liso arterial a los
estimulos presores, participando en el mantenimiento de la presion arterial, el
gasto cardiaco y el flujo sanguineo renal. En el sindrome de Cushing no es rara
la hipertension arterial y, por el contrario, en la enfermedad de Addison son
habituales la hipotensién arterial y la disminucién del gasto cardiaco.

Los glucocorticoides ejercen importantes efectos sobre la distribucién y la
excrecion del agua corporal. El cortisol afecta la excrecién renal de agua
(disminuyendo la secrecién de ADH), aumenta la tasa de filtracion glomerular y
la permeabilidad de la célula tubular, con lo que se incrementa el aclaracion de
agua libre (60). Desde el punto de vista fisioldgico, el cortisol desarrolla
acciones mineralcorticoides, mas manifiestas obviamente cuando su produccion
es elevada, con una reabsorcion tubular de sodio y excrecidn de potasio
excesivas en estas condiciones. Concentraciones elevadas de cortisol
disminuyen la absorcién intestinal de calcio y aumentan su excrecidn renal,
contribuyendo al desarrollo de osteopenia (61). Aprovechando este efecto
excretor se utilizan los glucocorticoides a dosis farmacoldgicas para el
tratamiento de ciertas hipercalcemias.

También inducen la produccién de un factor tensioactivo, esencial para la
maduracién pulmonar fetal y cuya ausencia en prematuros contribuye a la
aparicion de un sindrome de distrés respiratorio. En el tracto digestivo los
glucocorticoides inhiben la sintesis de DNA y aumentan la secrecién del
estbmago, por lo que pueden favorecer la formacién de Ulceras
gastroduodenales (62). Concentraciones elevadas de glucocorticoides
desarrollan acciones antiinflamatorias muy importantes desde el punto de vista
terapéutico. Los glucocorticoides modifican la inmunidad celular y, a dosis muy
altas, llegan a inhibir la formacion de anticuerpos. Los glucocorticoides ejercen
efectos complejos sobre el cerebro. La administracion de dosis farmacolégicas
de estas hormonas suele provocar euforia. En el sindrome de Cushing son
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comunes los estados depresivos, que también se han descrito, con menor
frecuencia, en pacientes con insuficiencia suprarrenal. Los glucocorticoides
suprimen la secrecion de ACTH, tienden a disminuir la liberacion de ADH y
aumentan la insulina y parathormona.

1.7.2 Mineralcorticoides

Estas hormonas, la mas importante de las cuales es la aldosterona,
actian sobre el rifién (6rgano diana mas importante), el intestino y las
glandulas salivales y sudoriparas, donde ejercen dos acciones vitales: regulan el
volumen extracelular a través de la reabsorcion tubular de sodio y mantienen la
normopotasemia mediante la excrecién de potasio por los tubulos colectores
corticales (63). Ademas, la aldosterona y otros mineralcorticoides provocan la
secrecion de hidrogeniones en los tdbulos colectores medulares. La ingestion de
sodio influye sobre estos efectos hormonales: cuanto mayor es dicha ingestion
y la cantidad de sodio que llega al tubulo, mayor es la cantidad de potasio
eliminada por la orina. En el hiperaldosteronismo primario se produce el
denominado “fendmeno de escape” del sodio, que impide la retencién
progresiva de sodio y la aparicion de edemas, gracias probablemente a la
liberacion de factor natriurético auricular y a la aparicién de cambios renales

hemodinamicos.

1.7.3 Andrdégenos suprarrenales

La DHEA, su sulfato y la androstenodiona son los mas importantes. Los
dos primeros se producen en mayor cantidad. Tienen una actividad androgénica
muy débil y, aunque en los tejidos periféricos pueden transformarse en
testosterona, en el hombre menos del 5% de la testosterona circulante tiene
este origen. La secrecién de andrdgenos suprarrenales tiene importancia al

llegar la pubertad.
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1.8 ENFERMEDADES DE LA CORTEZA SUPRARENAL

Las enfermedades de la corteza suprarrenal son relativamente
infrecuentes, pero su importancia radica en la morbilidad y mortalidad en caso
de no ser tratadas junto con la facilidad relativa del diagnostico y la existencia
de un tratamiento efectivo. En la tabla 1.2 se enumeran las alteraciones mas
frecuentes.

Exceso de glucorticoides

Sindrome de Cushing

Sindromes seudo-Cushing

Resistencia a los glucocorticoides

Déficit de glucocorticoides

Insuficiencia suprarrenal primaria

Insuficiencia suprarrenal secundaria

Tratamiento tras sustitucion crénica con corticoesteroides
Hiperplasia suprarrenal congénita

Déficit de 21-hidroxilasa, 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa,
17a-hidroxilasa, 11phidroxilasa y StAR

Exceso de mineralocorticoides

Déficit de mineralocorticoides

Defectos en la sintesis de aldosterona

Defectos en la accion de aldosterona

Hipoaldosteronismo hiporreninémico

Incidentalomas, adenomas y carcinomas suprarrenales

Tabla 1.2 Enfermedades de la corteza suprarrenal. StAR: proteina reguladora de la
esteroidogénesis aguda
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1.8.1 Exceso de glucorticoides

En 1912 Harvey Cushing fue el primero en describir el caso de una mujer
de 23 afios de edad con obesidad, hirsutismo y amenorrea (64), 20 afos
después postulo que este “sindrome poliglandular” se debia a una anomalia
hipofisaria primaria que causaba con hiperplasia suprarrenal (65). Se demostré
que los tumores suprarrenales causan el sindrome en algunos casos, pero la
produccién ectdpica de ACTH no se caracterizo hasta mucho después, en 1962.
El termino sindrome de Cushing (SC)se emplea para describir todas las causas y
el termino enfermedad de Cushing (EC) se reserva para los casos de sindrome
de Cushing dependientes de la hipdfisis.

El sindrome de Cushing incluye los sintomas y signos asociados con una
exposicidon prolongada a unos niveles elevados de glucocorticoides (tanto de
origen enddgeno como de origen exdgeno), cuya severidad depende de la
concentracion de estos y del tiempo de exposicién. El sindrome de Cushing
iatrogénico es relativamente frecuente (66) y en mayor 0 menor medida se da
en todos los pacientes sometidos a tratamiento esteroideo crénico. Las causas
enddgenas son mucho mas infrecuentes y entre ellas se encuentran los
desordenes adrenales primarios como adenomas y carcinomas (67), produccion
ectdpica de ACTH (68) o de CRH (69) y la estimulaciéon adrenal por factores
distintos de la ACTH (70).

1.8.1.1Sindrome de Cushing
1.8.1.1.1 Etiologia

Con relacion a la distribucion etioldgica del SC varia segun las fuentes,
no obstante es la enfermedad de Cushing sin duda alguna, la causa mas
frecuente, oscilando entre el 60-80% del total de casos. Probablemente en las
diferentes series publicadas en la literatura, existe un sesgo negativo en
relacién con la incidencia real del SC secundario a adenomas suprarrenales,
dado que muchos de los estudios epidemioldgicos se realizan en hospitales de
referencia donde se derivan los casos de dificil diagndstico. En la tabla 1.3 se

recogen algunas de estas.
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Orth(83) Contreras(88) Verhelst(89) Tyrrell(90) Al-Saadi(91) Invitti(92) Flack(93)

(n=630) (n=50) (n=91) (n=76) (n=43) (n=426) (n=118)

ACTH dependiente (%) 80 84 82 88 65 73 88
Enfermedad Cushing 68 78 63 79 60 68 80
Secrecion ectdpica de ACTH 12 6 19 9 5 6 8
ACTH independiente (%) 20 16 18 12 35 27 12
Adenoma 10 4 11 8 19 19 7
Carcinoma 8 12 7 4 12

Hiperplasia macronodular 1 - - - 2 2 -
Hiperplasia micronodular 1 - - - 2 - 3

Tabla 1.3 La distribucidn etioldgica resultante proviene del estudio de 146 pacientes propios mas 484 obtenidos
de articulos publicados en la literatura.

A) Dependientes de la ACTH
1 Enfermedad de Cushing

Una vez excluidas las causas iatrogénicas la causa mas comun de
sindrome de Cushing es la enfermedad de Cushing, que representa
aproximadamente el 70% de los casos.

Existe una gran controversia acerca de la etiologia de la enfermedad, si
se trata de una afeccion hipofisaria primaria o secundaria a una anomalia en el
hipotalamo (71). Estudios recientes han puesto de manifiesto que la mayoria de
los adenomas hipofisarios secretores de ACTH eran de origen monoclonal, es
decir, aunque el hipotdlamo puede tener un papel iniciador del proceso, en la
presentacion, la afeccién depende de la hipdfisis (72). La causa mas usual es Ia
presencia de un microadenoma hipofisario, de forma menos frecuente existe un
macroadenoma y ocasionalmente la causa es la hiperplasia de células
corticotropas. El carcinoma de células corticotropas es excepcional. La secrecion
episodica de ACTH aparece aumentada en amplitud y duracién pero no en
frecuencia y el ritmo circadiano del cortisol y la ACTH estdn ausentes. La
hipercortisolemia crénica da lugar a una inhibicién de la secrecién tanto del
CRH, como de la ACTH por las células corticotropas normales que finalmente
sufren atrofia. Las células corticotropas adenomatosas, generalmente de origen
monoclonal, son relativamente resistentes al feedback negativo del cortisol, de
forma que aparece la inhibicidn a un nivel mas alto. Esta caracteristica es
clinicamente importante dado que en la mayor parte de los casos la supresion
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con dosis elevadas de Dexametasona permite distinguir la secrecion de ACTH
hipofisaria de la ectdpica, ya que esta Ultima es muy resistente a la accién de
dicho feedback

2 Sindrome de secrecion ectopica de ACTH

Hasta el 15% de los sindromes de Cushing pueden estar asociados a
tumores no hipofisarios productores de ACTH. La mayoria de los casos se trata
de tumores que afectan a tejidos neuroendocrinos cuyas células tiene
capacidad para producir ACTH, aunque se desconoce el mecanismo por el que
esto tumores desarrollan la secrecidn ectdpica (73). En la mayoria de los casos
se asocian a tumores indolentes, como los carcinoides bronquiales benignos o
cancer de pulmoén de células pequefias..

A diferencia de lo que ocurre en los adenomas hipofisarios en estos
casos la produccién de ACTH no responde al control de retroalimentacion de los
glucocorticoides, aunque hay que decir, que esta diferencia de sensibilidad a la
retroalimentacion, dista mucho de ser nitida, lo cual justifica la problematica del
diagnostico diferencial del sindrome de Cushing ACTH dependiente.

3 Sindrome de producciéon ectdpica de la hormona liberadora de
corticotropina

Es una causa poco frecuente de sindrome de Cushing. Se han descrito
algunos caos de tumores, generalmente carcinoide bronquial, medular de
tiroides o carcinoma de préstata, productores de CRH. Al igual que en el caso
anterior estos pacientes mantienen una resistencia a la retroalimentacion

negativa de los glucocorticoides.

4 Hiperplasia suprarrenal macronodular

Entre el 10 y el 40% de los casos de enfermedad de Cushing tienen
asociado una hiperplasia suprarrenal bilateral. Aunque un porcentaje
importante de los pacientes presenta unos niveles de ACTH relativamente
bajos, la hiperplasia suprarrenal debe ser considerada como una forma de
Sindrome de Cushing ACTH dependiente ya que parece que es el resultado de
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una estimulacién prolongada de ACTH sobre la suprarrenales que conduce a la
formacién de un adenoma suprarrenal auténomo.

B) Independientes de la ACTH
1 Adenomas y carcinoma suprarrenal

En los adultos los adenomas suprarrenales pueden llegar a representar
hasta el 15% de los casos de sindrome de Cushing mientras que los carcinomas
no suelen representar mas del 5%. En contraste en los nifios, hasta el 65% de
los casos de SC tienen etiologia suprarrenal (15% adenomas y 65%
carcinomas) (74).

Los adenomas adrenales producen cortisol de forma muy eficiente vy,
adecuadamente, las concentraciones séricas de dehidroepiandrosterona (DHEA)
son bajas. Raramente existe una elevacién en los andrégenos adrenales por un
aumento en la actividad 17,20 liasa, que convierte la 17-OH pregnenolona y 17-
OH progesterona en DHEA y androstenodiona respectivamente.

Los carcinomas adrenales producen una cantidad aumentada tanto del
cortisol como de otros esteroides adrenales. La eficiencia por unidad de peso en
la conversion de colesterol a cortisol es baja, y la produccién de otros
precursores es desproporcionadamente elevada.

2 Hiperplasia suprarrenal nodular pigmentada primaria y complejo
Carney.

Existe tanto la forma esporadica como la familiar. La forma familiar, que
aparece en dos tercios de los casos también se denomina sindrome o complejo
de Carney, es un trastorno autosémico dominante que afecta tanto a varones
como a mujeres, especialmente a nifios y jovenes, aunque la transmision ocurre
mas frecuentemente a través de las mujeres, posiblemente debido a la baja
fertilidad de los varones por la presencia de tumores de células sélo de Sertoli
en un 80% de los casos. En la mitad de los casos se asocia a lentiginosis
pigmentada, nevus azules en facies, cuello y tronco, y tumores multiples tanto
endocrinos (tumores testiculares de células de Sertoli, bilaterales y
multicéntricos, que pueden producir pubertad precoz, hipofisarios productores
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de GH, o tiroideos) y no endocrinos (mixomas cutdneos, o auriculares,
fibroadenomas  mixoides mamarios y  schwanomas  melandticos
psamommatosos). Las glandulas suprarrenales aparecen normales o pequeias
(peso de ambas menor de 12 g), con nddulos corticales pardo-negruzcos de
pequefio tamafio (menores de 5 mm) y atrofia cortical internodular. En la series
pediatricas representan casi el 10% de los SC. Se han descrito mutaciones en el
cromosoma 2pl6 y en el 17g22-24. En esta Ultima, la mutacién de un gen
supresor tumoral determina la ausencia de una proteina que determina en
Ultimo término una activacion de la proteina quinasa A (PRKAR1-alfa) y la
activacién del AMP ciclico.

3 Sindrome de McCune-Albright

El Sindrome de McCune-Albright en sus diferentes formas, la displasia
fibrosa y la pigmentacidon cutdnea pueden asociarse con hiperfuncion
hipofisaria, tiroidea, suprarrenal y gonadal. Aunque las manifestaciones mas
frecuentes de este sindrome estan relacionadas con el exceso de hormona del
crecimiento y la precocidad sexual tan bien se han descrito casos de SC.

4 hiperplasia macronodular y expresion aberrante de receptores
Aparece en edades superiores a 40 afos, y se caracteriza por la
presencia de glandulas de un peso superior generalmente a 100 g, y nddulos
no pigmentados mayores de 5 mm de diametro, e incluso mayores de 4 cm. El
cOrtex internodular aparece hipertréfico. La patogenia de la entidad se ha
perfilado en los Ultimos afios (75-76). Existe una sobreexpresion de receptores
eutdpicos, una expresion inapropiada de receptores ectdpicos o "ilicitos"o bien
un acoplamiento de receptores eutdpicos a las vias de sefial de la
esteroidogénesis. Se ha descrito sobreexpresion de receptores del péptido
inhibitorio gastrico (GIP), vasopresina, agonistas B -adrenérgicos, serotonina,
IL-1, LH/HCG, e incluso leptina (75-76). La expresion ectdpica de receptores se

halla en mds de un 25% de los adenomas adrenales unilaterales.
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C) Sindrome de Cushing Iatrogénico

Es la causa mas frecuente de SC y en EE.UU. mas de 10 millones de
personas reciben dosis farmacoldgicas de glucocorticoides. Esta causado por la
administracion exdgena de glucocorticoides sintéticos, raramente por la
administracién de ACTH y ocasionalmente se produce por la administracion de
megestrol que tiene una cierta accién intrinseca glucocorticoide. La
administracién exdgena puede ocurrir de dos formas: aquellos pacientes que
reciben glucocorticoides (orales, inhalados, o por via intramuscular o tdpica)
como tratamiento de su enfermedad de base (enfermedades sistémicas, asma
bronquial, etc.) y que constituye la causa mas frecuente de hipercorticismo y
aquellos en que la ingesta es inadvertida o incluso subrepticia (SC facticio). Los
glucocorticoides inhiben tanto el CRH como la ACTH y dan lugar a atrofia
adrenocortical bilateral.

D) Otras causas
1 Sindrome de Cushing normocortisolémico-Sindrome de
hiperreactividad del cortisol

Se trata de una entidad excepcional caracterizada por un aumento en la
sensibilidad tisular al cortisol por incremento de la actividad o del nimero de
receptores de los glucocorticoides (77). Las concentraciones séricas de cortisol
pueden ser normales, o, de forma similar a la administracion exdgena de
glucocorticoides, bajas o incluso indetectables. Las concentraciones de ACTH

plasmatica son indetectables.

2 Sindrome de Cushing ciclico

Se trata de la secrecion intermitente de cortisol bien de forma ciclica, con
una periodicidad regular de dias o semanas, o bien episddica sin un patron
regular. La secrecidn de cortisol entre los diferentes episodios puede ser
estrictamente normal. La mayor parte de los casos son secundarios a una
enfermedad de Cushing (78).
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3 Sindrome de Cushing durante el embarazo

Se trata de una situacién infrecuente. Durante el embarazo los tumores
adrenales, especialmente los adenomas, son mas frecuentes que la enfermedad
de Cushing (78). El sindrome ACTH ectdpico es excepcional. En algunos casos
el cuadro sufre regresidn tras el parto y raramente reaparece con nuevos
embarazos. De forma inusual ocurre por la expresién aumentada de receptores
de LH/HCG. El cuadro se asocia a una mortalidad del feto superior al 25%, y el
parto prematuro aparece en mas del 50% de los casos (79). El paso del cortisol
a través de la placenta da lugar a inhibicién de las glandulas adrenales del feto.

4 Sindrome de Cushing subclinico e incidentaloma adrenal

Se entiende por incidentaloma adrenal toda masa detectada por una
exploracion de imagen (tomografia axial computarizada (TAC), ecografia, etc.)
indicada por un problema no relacionado con patologia adrenal. Hasta tal punto
se han descrito diferentes alteraciones en el eje hipotalamo-hipdfiso-adrenal
(HHA) que en el estudio de un incidentaloma adrenal se recomienda la prueba
de frenacién rapida con 1 mg de dexametasona con el fin de identificar el
estado de hipercortisolismo subclinico (80). Aunque los limites de esta entidad
no estan bien perfilados, algunos autores han descrito que tras la reseccién del
tumor adrenal aparece mejoria en diferentes factores de riesgo cardiovascular y
también en la insulinorresistencia, lo que sugiere el beneficio de una

intervencion en estadios tempranos(81).

5 Sindromes seudo-Cushing

Caracterizados por la aparicién de alguno o todos los sintomas clinicos
del SC junto con hipercortisolismo. Generalmente la resolucion del problema
base lleva a la desaparicion del estado cushingoide. Varias son las causas
descritas.

Alcohol: debe sospecharse en pacientes con una historia de intenso
consumo de alcohol y con datos clinicos o bioquimicos sugerentes de
hepatopatia crénica. La fisiopatologia de este trastorno no es del todo conocida,
la hepatopatia crénica suele estar asociada a alteraciones en el metabolismo del
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cortisol aunque en los individuos alcohdlicos se relaciona con un incremento de
la secrecidn del cortisol relacionada probablemente con un estimulo del eje
hipotalamo-hipdfisis-suprarrenales (HHS).

Trastornos psiquiatricos como la depresidn suele cursar con sintomas
clinicos parecidos a los del SC por mecanismos fisioldgicos que no estan
suficientemente aclarados. Estas anomalias suele revertir con facilidad con la
correccion del trastorno de base (82).

Obesidad: los pacientes con obesidad tienen unos niveles de secrecion
de cortisol ligeramente elevados debidos con casi toda seguridad a una
activacién del eje hipotalamo-hipdfisis. Este incremento de secrecién de cortisol
no se refleja con un incremento de los niveles circulantes debido a un

incremento del metabolismo hepdtico y el aclaracién renal del cortisol.

1.8.1.1.2 Cuadro clinico

La miriada de manifestaciones propias del SC son reflejo de la exposicion
tisular al exceso de glucocorticoides (83). No todos los pacientes presentan
todos los sintomas y los pacientes con produccion leve o intermitente de
glucocorticoides tienen menos manifestaciones que aquellos pacientes con
produccién muy aumentada. Aunque el SC es una entidad rara, muchas de las
manifestaciones clinicas (por ejemplo, obesidad, hipertensiéon arterial,
intolerancia a la glucosa, etc.) son muy frecuentes en la poblacidn general y
plantean el dilema de gué pacientes deben someterse al despistaje, ya que,
ademas, ningln signo o sintoma es patognomonico de la entidad. Los signos y

sintomas mas frecuentes se exponen en la tabla 1.4.
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SIGNOS Y SINTOMAS  Ross et al (84) (%) Urbanic et al (85) (%)

(n=70) (n=31)

Disminucion de la libido 100 55
Obesidad 97 79
Facies de luna llena 88 -

Alteraciones menstruales 84 69
Hirsutismo 81 64
Hipertension arterial 74 77
Equimosis 62 77
Depresion 62 48
Estrias rojo-vinosas 56 51
Debilidad 56 90
Giba de bufalo 54 -

Osteopenia/fracturas 50 48
Edema 50 48
Intolerancia oral a la glucosa 50 39
Cefalea 47 -

Acné 21 35

Tabla 1.4 Manifestaciones clinicas mas frecuentes del sindrome de Cushing

La presencia y gravedad de los sintomas depende, entre otros factores,
de: la edad, el sexo, la intensidad y la duracién del hipercorticismo vy,
obviamente, de la causa. Las manifestaciones clinicas aparecen en general
progresivamente (83-86).

La obesidad constituye un signo muy frecuente. Habitualmente de
localizacion centripeta, abarca el tronco, el abdomen, la cara y el cuello. Es
mucho mas intensa en los nifios que en los adultos. La facies de estos
pacientes aparece redondeada (facies de luna llena), con las mejillas
pronunciadas y rubicundas. El cuello aparece mas ancho y corto debido a su
engrosamiento por acumulacion de grasa y a los depdsitos de grasa en las
regiones supraclaviculares y dorsocervical (cuello de bufalo) (84). En general
coexiste aumento de peso y de apetito, pero otras veces el peso se mantiene o

disminuye al cursar con inapetencia. El incremento de peso podria estar
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relacionado con el aumento de insulina que estimularia la lipogénesis. Es muy
comun que estos pacientes refieran debilidad muscular, atribuible generalmente
a una miopatia esteroide proximal de extremidades superiores e inferiores, a
veces con afectacion adicional de los musculos gliteos. En los pacientes con
sindrome de Cushing producido por ACTH ectdpica, la miopatia puede llegar a
ser muy intensa, agravada en estos casos por la frecuente hipopotasemia.

La piel aparece muy adelgazada por pérdida de tejido graso subcutaneo.
Se observan estrias cutaneas de color rojo violaceo localizadas sobre todo en la
parte inferior del abdomen, en caderas, en mamas y en la cara interna superior
de los brazos, en las axilas y en los muslos. Son mas frecuentes e intensas en
los pacientes jévenes. No deben confundirse con las que suelen presentar los
adolescentes que ganan mucho peso rapidamente. Son frecuentes las
equimosis y los hematomas, que aparecen con traumatismos minimos. Las
heridas suelen ser dificiles de cerrar y es caracteristica su evolucidn térpida, con
lenta cicatrizacidon. En los casos de sindrome de Cushing que cursan con
secrecién aumentada de ACTH y de otros péptidos mas pequefios con actividad
melanotrdpica se produce un aumento de pigmentacién cutanea, especialmente
en las zonas expuestas a la luz y en las mismas localizaciones que se describen
en la enfermedad de Addison. La hiperpigmentacion suele ser mas intensa en
los casos de produccién ectdpica. En las mujeres y en presencia de un exceso
de andrdgenos, la enfermedad de Cushing y algunos carcinomas suprarrenales
pueden cursar con seborrea, acné e hirsutismo. Con independencia de la causa
de aparicién, la oligomenorrea y la amenorrea son frecuentes y se relacionan
probablemente con una inhibicion de gonadotropinas por parte de los
andrégenos. En los casos de adenomas suprarrenales productores de cortisol
no suele haber trastornos menstruales.

La hipertensidon arterial moderada, con renina baja y con presiones
diastdlicas superiores a 95-100 mmHg, es bastante habitual. Probablemente
esta relacionada con una expansion del volumen extracelular por retencién de
sodio. La presencia de edemas es mas frecuente en los casos de sindrome de
Cushing por produccién ectdpica de ACTH, en los que suele haber una
combinacidon de aumentos de secrecion de cortisol, corticosterona y 11-DOCA.
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En casos excepcionales aparece un edema ciclico en pacientes que presentan
una hipersecrecion episddica de cortisol.

Muchos pacientes presentan trastornos psiquicos: depresion, labilidad
emocional, irritabilidad a veces acompafiada de ansiedad, accesos de panico e
incluso cuadros paranoicos. No es raro el insomnio, relacionado con la elevacion
nocturna del cortisol. Probablemente mas del 50% de los pacientes presentan
alguin tipo de alteracion psiquica.

Hay intolerancia a la glucosa, a veces con hiperglucemia en ayunas e
hiperinsulinismo, y aparicién de clinica de polidipsia y poliuria. La diabetes
mellitus se encuentra en el 10-15% de los pacientes, los cuales suelen
presentar antecedentes familiares de diabetes (87). La osteoporosis es comin,
aun en los pacientes jovenes. En la displasia suprarrenal micronodular, la
osteoporosis puede ser muy intensa, con aplastamientos vertebrales, asi como
fracturas costales o de otra localizacién por traumatismos minimos. La necrosis
vascular de la cabeza femoral o humeral es menos frecuente. Ademas de una
absorcion intestinal del calcio disminuida, se comprueba hipercalciuria que, por
otra parte, facilita la formacidn de calculos urinarios.

En nifios hay un retraso del crecimiento y de la maduracion Osea.
Ademas de su accién catabdlica, los glucocorticoides disminuyen la respuesta
de la GH a varios estimulos, alterando el tono somatostatinérgico.

1.8.1.1.3 Diagnostico

El diagndstico se debe esta blecer tanto por la presencia de
sintomatologia clinica como por los trastornos bioquimicos. Es decir, una vez se
haya llevado a cabo una sospecha clinica se deberdn realizar las pruebas
diagnésticas. Estas, a su vez, llevan inicialmente al diagnéstico del sindrome y
van seguidas de las pruebas que establecen la etiologia (94-96). No existe, sin
embargo, un consenso general del protocolo diagndstico.
Los dos estadios diagndsticos son:

1. Inicialmente diagndstico sindrédmico: demostracién del hipercortisolismo.
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2. En segundo lugar determinar la etiologia: si es ACTH-dependiente o no y
en el primer caso determinar la fuente de ACTH: Enfermedad de Cushing o
sindrome de ACTH ectopica.

1.8.1.1.3.1 Diagndstico del sindrome

Antes de evaluar a un paciente con posible SC se debe haber excluido la
administracidén exdgena, tanto yatrogénica como facticia de glucocorticoides.
Salvo en la administracion de hidrocortisona tanto el cortisol sérico como la
ACTH plasmatica y la excrecién urinaria de cortisol son bajos.

Las pruebas iniciales, de cribaje, deben tener una alta sensibilidad. Tras
descartar el SC exdgeno, la hipersecrecion de cortisol se demuestra mediante la
determinacion de la excrecion urinaria de cortisol, la pérdida del ritmo
circadiano de cortisol, y finalmente por la pérdida de la supresién normal de la
secrecion de cortisol tras administracién de bajas dosis de dexametasona.

Existen, sin embargo, cuadros que presentan hipercortisolismo sin
presencia de un SC:

1. Estados de estrés.

2. Obesidad grave, sobre todo con cimulo visceral.

3. Sindrome de los ovarios poliquisticos.

4. Farmacos: carbamacepina, etc.

5. Sindrome de seudo-Cushing.

1.8.1.1.3.1.1 Cortisol libre urinario

Es una prueba de referencia en el diagndstico del SC y constituye la
forma mas directa y fiable de la secrecion de cortisol, ya que es una medida
integrada de la concentracion sérica libre de cortisol no unido a las proteinas
(principalmente la CBG o transcortina). Con el fin de minimizar los errores en la
recoleccién de orina se aconseja su determinacién en, al menos, dos muestras
junto con la determinacién de la excrecidn urinaria de creatinina. Numerosos
estudios indican una sensibilidad y especificidad superior al 90%. En el SC los
valores de cortisol urinarios suelen ser de 2-4 veces superiores al valor maximo
de la normalidad [(normal < 360 nmol/24 h (227 ug/24 h)]. Los pacientes con
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seudo-Cushing pueden tener una excrecidn urinaria elevada aunque inferior a
dos o cuatro veces el valor superior de referencia. Por el contrario, el cortisol
libre urinario puede ser falsamente negativo en el SC ciclico si se recoge orina
durante la fase inactiva del cuadro y también en la insuficiencia renal grave.

1.8.1.1.3.1.2 Ritmo de cortisol sérico

La secrecidn de cortisol sigue un ritmo circadiano que se pierde en el SC
y en otras situaciones de forma inespecifica. En el SC aunque los valores de
cortisol por la manana suelen ser normales los valores por la tarde disminuyen
menos del 50% del valor de la mafana.

1.8.1.1.3.1.3 Frenacion con dosis bajas (prueba rapida, y simple) de
dexametasona

En condiciones normales la administracion exégena de dexametasona
determina una supresidn de la secrecién de ACTH por la hipéfisis normal y
consecuentemente la disminucion en la secrecidon de cortisol sérico y de su

excrecion urinaria.

1.8.1.1.3.1.4 Prueba de frenacion rapida (prueba de Nugent)

Se trata de una prueba sencilla, de cribaje, que se lleva a cabo con la
administracion de 1 mg de dexametasona a las 23 h con posterior
determinacién de cortisol sérico a las 8 h del dia siguiente. La supresién normal
practicamente excluye la posibilidad de un SC, por el contrario la ausencia de
frenacidon obliga a practicar otras pruebas, como la frenacién simple, para
confirmar el SC. Los criterios clasicos de normalidad de la prueba eran de un
valor de cortisol sérico inferior a 138 nmol/l (5 p g/dL). Sin embargo, en los
ultimos afios los criterios se han modificado exigiéndose un valor por debajo de
50 nmol/I (1,8 p g/dL). De esta forma la sensibilidad es muy elevada aunque la
especificidad es limitada, aumentando el nimero de falsos positivos (hasta en
un 30%), especialmente en individuos con obesidad, seudo-Cushing, aumento
de la CBG (embarazo, ingesta de estrdgenos, etc.), algunos farmacos

(carbamacepina, etc.) o enfermedad aguda o crénica.
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1.8.1.1.3.1.5 Prueba de frenacion simple con dexametasona

Es la prueba estandar que establece el diagndstico de SC. Después de la
determinacion del cortisol sérico y del cortisol urinario en situacién basal se
procede a la administraciéon de 0,5 mg de dexametasona cada 6 horas durante
2 dias y la cuantificacion de la concentracion de cortisol sérico al finalizar el
segundo dia junto con la determinacion del cortisol libre urinario del segundo
dia. La respuesta normal es un descenso de la concentracién de cortisol sérico
por debajo de 138 nmol/L (5 p g/dL). El cortisol en orina de 24h debe
descender por debajo de 27 nmol/24h (10 pg/24h)(94). La prueba ofrece, en la
mayor parte de los estudios, una sensibilidad y especificidad superior al 90%,
especialmente cuando se exige el criterio del descenso de la concentracion de
cortisol sérico, mas que la disminucion en orina. Es una prueba laboriosa que
exige un cumplimiento maximo del paciente. En aquellos pacientes en que las
pruebas anteriores no son concluyentes u ofrecen resultados equivocos se
deben realizar otras pruebas para identificar los pacientes con SC.

1.8.1.1.3.1.6 Determinacion del cortisol plasmatico nocturno

En condiciones normales se produce un progresivo descenso de la
concentracién plasmatica de cortisol con un nadir a la medianoche. Esta
disminucion se produce también en individuos obesos y en la depresion. Por el
contrario, en el SC una determinacion aislada del cortisol plasmatico a las 23 o
24 h permite identificar correctamente a la mayor parte de los pacientes. Dadas
las condiciones estrictas de su determinacidn esta prueba se reserva
principalmente para casos dudosos o como complemento de otras pruebas que
ayuden a dilucidar el SC especialmente de aquellos pacientes con seudo-
Cushing. La prueba precisa de la hospitalizacion del paciente, no se debe
realizar la primera noche por el estrés inicial, el paciente debe estar dormido y
no debe ser advertido de la extraccién que se va a llevar a cabo. En nuestro
medio estos requisitos hacen que la prueba sea de dificil aplicacion (96).
Aunque se han establecido diferentes puntos de corte en el cribaje del SC,
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concentraciones de cortisol sérico por debajo de 50 nmol/L (1,8 ug/dL)
practicamente lo descartan.

1.8.1.1.3.1.7 Determinacion del cortisol salival nocturno

La concentracion de cortisol en saliva es reflejo de la porcidn libre,
bioldgicamente activa, de cortisol, de forma que algunos grupos realizan la
determinacién de cortisol salival nocturno y puede utilizarse en lugar de su
determinacién en suero (97). La saliva se recoge facilmente, y se realiza
generalmente en 3 noches consecutivas. El cortisol es estable incluso a
temperatura ambiente y puede recogerse en el domicilio del paciente. Se trata
de un método no invasivo, especialmente Gtil en pacientes con sospecha de SC
ciclico en que es aconsejable la recogida de muestras durante periodos largos
de tiempo. Los valores de referencia se deben validar en cada laboratorio.

1.8.1.1.3.1.8 Prueba combinada: frenacion simple débil con
dexametasona y estimulo con hormona liberadora de ACTH (CRH)

Aunque cada una de estas pruebas por separado ofrecen un alto grado
de solapamiento entre los pacientes con SC de otros estados con alteracién del
eje HHA, como los estados de seudo-Cushing, la obesidad exdgena, trastornos
de la alimentacidn, etc., la prueba combinada es muy Util para el diagndstico
diferencial entre ambos grupos (98). Tras la realizacion de la prueba de
frenacién simple con dexametasona, la administracion de 100 pg de CRH, 2
horas después de la (ltima dosis de dexametasona, da lugar a los 15 minutos a
una concentracion de cortisol sérico superior a 38, 6 nmol/L (1,4 p g/dL) en el
100% de los pacientes con SC (98).

Cualquier prueba que incluya la administracién de Dexametasona obliga,
para su correcta interpretacion, a la supresién de sustancias que dan lugar a
través de la induccidon de enzimas que dependen del citocromo p-450, a un
aumento en el aclaramiento hepético del farmaco, como el alcohol, barbitdricos,
difenilhidantoina, rifampicina, etc., que puede dar lugar a falsos positivos. Por
el contrario, aquellos estados en que existe disminucién en el aclaramiento,

como en la insuficiencia renal o hepatica, pueden ocasionar falsos negativos.
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Algunos autores propugnan la determinacion de dexametasona en suero para

clarificar los casos confusos.

1.8.1.1.3.2 Diagndstico de la etiologia

Tras establecer el diagnéstico de SC, se deben llevar a cabo diferentes
pruebas que orientan a la etiologia precisa del sindrome. Estas pruebas
unicamente se realizaran una vez el diagndstico del sindrome esté bien

establecido.

1.8.1.1.3.2.1 Determinacion de ACTH plasmatica

La cuantificacién de ACTH en plasma permite categorizar al paciente con
SC como ACTH dependiente o independiente. Dado que, al igual que el cortisol,
la secrecidon de ACTH es episddica se recomienda su determinacion en al menos
dos ocasiones en dias diferentes. En presencia de una producciéon aumentada
de cortisol unos valores plasmaticos de ACTH por debajo del limite de deteccidn
catalogan al SC de ACTH-independiente. Aunque los valores tienden a ser mas
elevados en el SC ACTH ectdpico que en la enfermedad de Cushing existe un
gran solapamiento y habitualmente no permite el diagndstico diferencial entre
ambas entidades.

Unos valores séricos de DHEA disminuidos abogan a favor de una
patologia adrenal primaria (salvo en el carcinoma adrenal); mientras que este
metabolito aparece normal o discretamente elevado en los estados de SC
ACTH-dependiente.

1.8.1.1.3.2.2 Prueba de frenacion fuerte o reforzada con
dexametasona

Consiste en la administracién de 2 mg de dexametasona cada 6 horas
durante 2 dias. Se cuantifica el cortisol sérico al finalizar el segundo dia junto
con la determinacion del cortisol libre urinario del segundo dia. La respuesta
normal es un descenso del cortisol sérico por debajo del 50% del valor basal y
una reduccion del cortisol libre en orina de 24h de un 10%-20% del basal.
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La prueba de frenacidon reforzada consigue suprimir parcialmente la
secrecion de ACTH en la mayor parte (80%-90%) de los corticotropinomas,
mientras que los tumores que producen ACTH de forma ectdpica son
resistentes al feedback negativo. Sin embargo, hasta un 10%-20% de los
tumores ectdpicos, principalmente tumores carcinoides bronquiales, de timo o
pancreas pueden ser sensibles a las dosis elevadas de glucocorticoides y
consiguen la frenacion de forma similar a los tumores hipofisarios.

En los tumores adrenales existe una ausencia de frenacion dado que la
secrecién de cortisol es completamente auténoma y la secrecién de ACTH ya es
muy baja y no puede disminuir mas. Algunos autores han realizado variaciones
a la prueba estandar de frenacion reforzada con Dexametasona, como la
administracién de 8 mg de dexametasona en dosis nocturna Unica, o la
administracién intravenosa de dexametasona 1mg/h durante 7 h. En la
actualidad, no obstante, algunos autores sugieren el abandono de esta prueba
para el diagnéstico diferencial entre la enfermedad de Cushing y el sindrome de
ACTH ectdpica, dado su bajo poder predictivo, incluso con modificacion de los
criterios de interpretacion de la prueba (99). Como alternativa propugnan la
combinacion de la prueba de estimulacién con CRH y la resonancia magnética,

y si se precisa el muestreo del seno petroso inferior.

1.8.1.1.3.2.3 Prueba de estimulacion con CRH

La mayoria de los tumores hipofisarios y algunos ectdpicos productores
de ACTH responden a la administracién de CRH con una elevacion en la
secrecion de ACTH y de cortisol (100). Por el contrario, en los tumores
adrenales la respuesta del cortisol y ACTH a la administracién de CRH es escasa

o nula.

1.8.1.1.3.2.4 Muestreo del seno petroso inferior

Tras la cateterizacién de los senos petrosos inferiores, se procede a la
toma de muestras de forma simultdnea de ambos y de sangre periférica, lo que
permite la cuantificacién de ACTH plasmatica antes y tras la estimulacién con
CRH (101). En la enfermedad de Cushing se consigue un gradiente central:
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periferia superior a 2 en estado basal y superior a 3 tras el estimulo con CRH.
Una relacién entre las concentraciones plasmaticas de ACTH superior a 1.5
entre ambos senos petrosos lateraliza correctamente la ubicacion del adenoma
hipofisario en mas del 60% de los casos. La prueba exige un centro
experimentado en esta técnica y aunque los resultados son muy discordantes
parece que predice correctamente la localizacion del tumor en mas del 60% de
los casos. Se trata de una prueba invasiva y costosa, no exenta de morbilidad
que se reserva para aquellos pacientes con SC ACTH-dependiente con lesiones
hipofisarias dudosas (< 5mm) o ausentes o bien si se dispone de una sola
prueba hormonal positiva. La prueba no es diagndstica de SC, los gradientes
hallados en sujetos normales se solapan con los obtenidos en pacientes con SC,
por lo que esta prueba se debe realizar Unicamente cuando el diagndstico de
SC ACTH dependiente esta bien establecido.

1.8.1.1.3.2.5 Otras pruebas

Otros procedimientos diagndsticos como la clasica prueba de la
metopirona o la hipoglucemia insulinica, el estimulo con naloxona, o
desmopresina (102), o la mas novedosa cuantificacion de la produccién de
cortisol por métodos isotdpicos no estan generalizados y no forman parte de los
algoritmos diagndstico habituales.
Ante la sospecha de tumor oculto productor de ACTH ectépica se llevara a cabo
la determinacién de marcadores bioquimicos de los tumores mas frecuentes
como el carcinoma medular de tiroides, tumor carcinoide, feocromocitoma y

otros tumores neuroendocrinos.

1.8.1.1.3.2.6 Técnicas de imagen

Las técnicas de imagen son imprescindibles para localizar y caracterizar
los tumores productores de ACTH asi como para visualizar las glandulas
suprarrenales y la presencia de tumores adrenales (103).
La resonancia magnética (RM) con administracion de contraste con gadolinio es
la técnica de eleccién para visualizar la regién hipotdlamo-hipofisaria. Sin

embargo, debido a su pequefio tamafio solamente un 50%-60% de los tumores
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hipofisarios se logran visualizar. Se ha de tener presente la posibilidad de
localizar incidentalomas hipofisarios, es decir, microadenomas hipofisarios no
funcionantes presentes hasta en un 10%-20% de individuos normales. Por
tanto, las técnicas de localizacion se realizaran Unicamente tras haber
establecido el diagndstico de SC por las pruebas hormonales. A causa de que
muchos pacientes con sindrome de ACTH ectdpica pueden ser clinica y
bioguimicamente indistinguibles de la enfermedad de Cushing, la presencia de
una lesidn hipofisaria, sobre todo menor de 5 mm, siempre se ha de valorar con
cautela.

Para la visualizacién de las glandulas suprarrenales la TAC es la técnica
de eleccién. En el SC ACTH-dependiente aparece hiperplasia bilateral en la
mayor parte de los casos, en un 30% las glandulas aparecen de tamafio normal
y hasta en un 15% aparece hiperplasia nodular. En el SC ACTH-independiente
la TAC muestra un tumor adrenal unilateral en la mayor parte de los casos, con
atrofia de la glandula contralateral. En el caso del adenoma éste suele tener un
tamafio que oscila entre 2 y 4 cm de didmetro. Cuando el tumor es mayor de 6
cm se debe sospechar un carcinoma adrenal. Por el contrario, la presencia de
un tumor Unico inferior a 2 cm debe hacer pensar en la posibilidad de un
incidentaloma suprarrenal. La presencia de hiperplasia adrenal bilateral ACTH-
independiente muestra, en el caso de que ésta sea macronodular, nddulos
superiores a 2 cm. En la displasia adrenal los nddulos son pequefios y en
ocasiones las glandulas adrenales aparecen de tamafio normal.

En los pacientes en los que se sospeche el sindrome ACTH ectdpico se
debe practicar TAC o RM toracica o abdominal. Sin embargo, en ocasiones los
tumores son de pequefio tamafio, especialmente los de origen neuroendocrino
y pueden permanecer ocultos. De hecho, se considera que, en el momento del
diagndstico del SC, uno de cada tres tumores ectdpicos productores de ACTH
no se puede localizar. Por el contrario, mas del 80% de estos tumores cuando
son localizados son metastasicos o son extirpables de forma incompleta. Dado
que muchos de ellos expresan receptores de somatostatina, se dispone de
técnicas de localizacion con la administracion del andlogo de la somatostatina,
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octredtido marcado especialmente cuando el tumor expresa receptores del tipo
2.

1.9 Determinacion del cortisol total y libre

El 95% del cortisol circula en sangre periférica unido a proteinas
plasmaticas (apartado 1.6), fundamentalmente unido a la CBG 70% vy el resto
unido a otras proteinas como la albimina. La funcién que desempefian estas
proteinas de transporte no esta suficientemente aclarada pero parece que
podrian desempefiar un papel protector de cortisol frente a la inactivacién
hepdtica o filtracion renal. En este sentido, la fraccién unida a proteinas
actuaria como reservorio circulante de cortisol ya que la fraccion biolégicamente
activa es la libre, apenas un 5% del cortisol total. Los procedimientos de
medida del cortisol, implican, procedimientos de extraccion con disolventes
organicos o de precipitacion proteica para cuantificar ambas fracciones, la libre
y la unida a proteinas.

De forma general, podriamos considerar cuatro tipos de métodos de
determinacion de cortisol. Métodos basados en la reaccion de Porter-Silber,
métodos fluorimétricos, métodos cromatograficos y métodos inmunométricos.
En la practica, los métodos de Porter-Silber y los métodos fluorimétricos han
sido sustituidos por métodos cromatograficos o inmunométricos, mucho mas

sensibles y especificos.

1.9.1 Métodos cromatograficos

Los tipos de métodos cromatograficos de determinacién del cortisol
incluyen, cromatografia gaseosa, cromatografia liquida y cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC), asi como, las combinaciones de estos con la
espectrometria de masas. Todos estos métodos se basan en la separacion, en
una columna cromatografica, del cortisol y sus metabolitos y la posterior
cuantificacién utilizando detectores electroquimicos. Aunque estos métodos son
altamente sensibles y especificos y, adema, permiten cuantificar el cortisol y
sus metabolitos, plantean problemas importantes de practicabilidad, que hace
que su uso en la actualidad de haya relegado a la investigacion o a la validacion
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de otros métodos analiticos. La combinacion de la cromatografia gaseosa y la
espectrometria de masas se considera el método de referencia para la

determinacion del cortisol.

1.9.2 Métodos inmunomeétricos

Son los que se utilizan con mayor frecuencia en el laboratorio clinico. En
el mercado existen disponibles una gran cantidad de adaptaciones de estos
métodos, en diferentes sistemas analiticos automaticos y semiautomaticos, para
la cuantificacién del cortisol.

1.9.2.1 Principio

En la actualidad hay desarrollados un gran ndmero de inmunoensayos
que utilizan diferentes tipos de anticuerpos, protocolos, marcadores (isotdpicos
y no isotdpicos) y principios de medida, incluyendo el contaje beta y gamma,
fotometria, fluorimetria y quimioluminiscencia. La mayoria de los
inmunoensayos utilizan anticuerpos de origen animal, obtenidos tras la
sensibilizacién con derivados del cortisol unidos a proteinas. Los anticuerpos
obtenidos frente al cortisol-21-hemisuccinato y el cortisol-3-carboximetiloxina
han sido ampliamente utilizados para un gran ndmero de inmunoensayos
directos que no requieren extraccién previa de los derivados del cortisol.

Los mas recientes métodos de determinacion, utilizan anticuerpos
monoclonales especificos obtenidos por técnicas de hibridacién. Son métodos
directos que no requieren proceso de extraccion previa, e implican la utilizacion
de sustancias como el acido 8-anilino-1-naftaleno-sulfénico, el salicilato o
tratamientos a bajo pH o por calor que desplazan al cortisol de su unidn a las
proteinas plasmaticas. Estos métodos tienen una elevada precision en
comparacion con los métodos que requieren extraccion, derivada de la escasa
manipulacion de las muestras antes de su procesamiento y la variabilidad

propia del procedimiento de extraccién
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1.9.2.2 Métodos isotopicos

Utilizan, en su mayorfa, el I como marcador. Existen una gran
variedad de radioinmunoensayos para la determinacién del cortisol, aunque
todos ellos, utilizan un procedimiento similar. Las muestras se incuban, en unos
tubos de polipropileno con las paredes recubiertas de anticuerpos frente al
cortisol, en presencia de cortisol marcado con %I que compite con el cortisol
de la muestra por su unién a estos anticuerpos, el contenido del tubo se elimina
por aspiracion y se cuenta la radioactividad residual (cortisol marcado con '#I
unido a los anticuerpos) que sera inversamente proporcional a la cantidad de
cortisol presente en la muestra analizada. Otros, utilizan una doble separacion
en fase liquida en las que un segundo anticuerpo precipita el anticuerpo
primario y después de una centrifugacion y aspiracion del sobrenadante, se
cuenta la actividad del trazador o suspensién en fase sélida utilizando particulas
recubiertas de anticuerpos especificos.

En general, los radioinmunoensayos directos para la cuantificacién del
cortisol son precisos, sensibles y presentan una buena correlacién con los
procedimientos de referencia, cromatografia de gases/espectrometria de
masas. De acuerdo con la revisién del College American Pathologist Ligand
Assay, la mayoria de los diferentes kits comerciales tienen una imprecision,
expresada como coeficiente de variacion, inferior al 10% para un rango de

concentraciones de cortisol de entre 280 y 1100 nmol/L.

1.9.2.3 Métodos no isotdopicos

La mayoria de los sistemas analiticos para la determinacién del cortisol
utilizan métodos no isotdpicos. Es frecuente que estos métodos utilicen
marcadores enzimaticos como la fosfatasa alcalina o la p-galactosidasa, cuya
actividad es determinada mediante métodos fotométricos, luminiscencia ©
quimioluminiscencia. Dependiendo de que requieran fase de lavado o no, se

tienden a clasificar en heterogéneos u homogéneos.
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1.9.3 Determinacion del cortisol libre

El cortisol libre representa la fraccion del cortisol bioldgicamente activa, y
es practicamente independiente de la concentracion de proteinas
transportadoras. Numerosos métodos han sido utilizados para la determinacién
del cortisol libre en sangre, pero en su mayoria son procedimientos costosos y
muy laboriosos, por lo que en la practica habitual, se suele recurrir a la
estimacion del cortisol libre mediante la cuantificacién de la excrecidon urinaria
del cortisol libre. Aproximadamente el 2% del cortisol se elimina por la orina,
libre, no unido a proteinas, por lo que la estimacion del cortisol libre urinario es
un procedimiento Gtil para el de screening de situaciones de hipercortisolismo.

El cortisol libre también puede medirse en la saliva. La concentracion del
cortisol libre en saliva depende de la concentracién de cortisol no unido a
proteinas y es independiente del flujo de formacidn de saliva. La ausencia de
interferentes en la saliva (metabolitos del cortisol o cortisol unido a proteinas)
hace que no sea necesario realizar extraccion previa a la determinacion. Las
figuras 1.6 y 1.7 representan la correlacion entre el cortisol en saliva y suero,
la figura 1.6 la relacion entre el cortisol en saliva y el cortisol total en suero y a
la figura 1.7 la relacién entre el cortisol en saliva y el cortisol no unido a
proteinas en suero.
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10

Figural.7 Relacion del cortisol en saliva y el cortisol libre en suero.
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La mayoria de los inmunoensayos disponibles para la determinacion del
cortisol total pueden utilizarse también para la determinacion del cortisol libre.

La determinacion del cortisol libre en saliva puede realizarse
directamente, ya que como deciamos anteriormente, en la saliva no aparecen
de forma normal sustancias que puedan interferir en la determinacion.

La determinacion del cortisol libre en orina requiere una extraccion de la
muestra previa a la determinacion, ya que, en la orina, se encuentran presentes
una gran cantidad de interferentes que dan problemas de reactividad cruzada
con los anticuerpos utilizados en el ensayo (metabolitos o conjugados del
cortisol). La mayoria de las sustancias que interfieren en la determinacién del
cortisol, son mas hidrosolubles que este, por lo que el cortisol libre puede
extraerse utilizando disolventes organicos como el Diclorometano o el Acetato
de Etilo. Normalmente la muestra se mezcla con el solvente organico en una
proporcion de 1:5, y una ver producida la separacién de fases, la fase organica
se lleva a sequedad por evaporacion, el residuo se resuspende en un buffer
adecuado y la solucién resultante se utiliza como muestra en el proceso de
determinacion. El calculo de la concentracion de cortisol libre se realizara
atendiendo a las diluciones realizadas en el proceso de extraccion. La extraccion
con disolventes organicos incrementa notablemente la imprecision de los
ensayos, por lo que en estos casos, la utilizacién de técnicas de Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion serfa una alternativa a tener en cuenta.
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2 HIPOTESIS DE TRABAJO

Partiendo de la necesidad de realizar un screening de situaciones de
hipercortisolismo en las poblaciones de riesgo y que el hipercortisolismo se
encuentra asociado a enfermedades con una elevada prevalencia (diabetes,
obesidad, hipertensidn, etc.), la cuantificacion del cortisol es una determinacion
analitica muy habitual en la practica clinica.

Los métodos analiticos que disponemos en la actualidad plantean
problemas importantes a la hora de establecer programas de screening en
grandes poblaciones de riesgo ya que o no tienen suficiente capacidad de
discriminacién o cuando la tienen, no son adecuados desde el punto de vista
metodoldgico. Ya que implican la necesidad de ingreso hospitalario del paciente
0 como poco la recogida de muestras de orina durante 24 horas.

Nuestra hipdtesis de trabajo: la utilizaciéon de muestras de saliva para
identificar situaciones de hipercortisolismo en poblaciones de riesgo es una
herramienta (til, facil de realizar (las muestras las recoge el paciente de forma
facil, en su propio domicilio y pueden ser remitidas para su analisis por correo
postal), de bajo coste y con una eficacia diagndstica comparable a los
procedimientos analiticos que actualmente se estan utilizando en nuestro
medio, y que implican el ingreso hospitalario del paciente de al menos 24

horas, para identificar situaciones de hipercortisolismo.
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3 OBJETIVOS

En relacién con lo expresado, nos proponemos abordar los siguientes

objetivos, enmarcados en el desarrollo y puesta a punto de la determinacién del

cortisol en saliva para su utilizacion diagndstica en el SC.

3.1 Objetivos primarios

1.- Evaluacién analitica de la determinacion del cortisol en saliva por

Electroquimioluminiscencia en un analizador automatico E 170 (Roche

Diagnostic®).

2.- Caracterizacién diagnoéstica de la determinacién del cortisol en saliva en

una poblacién ambulatoria expresada como:
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Sensibilidad: Es la proporcion de individuos enfermos que tienen prueba
positiva, es decir la tasa de verdaderos positivos.

Especificidad: es la proporcidon de individuos sanos que tienen prueba
negativa, es decir la tasa de verdaderos negativos.

Valor predictivo positivo: Es la probabilidad de que un individuo con una
prueba positiva tenga la enfermedad, es decir enfermos con prueba
positiva de entre todos los positivos.

~Valor predictivo negativo: Es la probabilidad de que un individuo con

resultado negativo no tenga la enfermedad, es decir sanos con prueba
negativa entre todos los negativos.

Punto de corte: Se trata de establecer la distribucién de la sensibilidad y
la especificidad de la prueba en relacién con distintos puntos de corte.
Los distintos puntos de corte de la sensibilidad y la especificidad trazan
un poligono cuya area bajo la curva nos da idea de la calidad de la
informacion que proporciona la prueba diagndstica. Cuanto mayor sea
esa area, mejor sera la prueba.

Cociente de probabilidad: El cociente de probabilidad es la razén entre la
probabilidad de un resultado en presencia de la enfermedad y la
probabilidad de un resultado en ausencia de la enfermedad. Expresa

cuantas veces mas probable es que se encuentre un resultado en
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personas enfermas en comparacion con no enfermas. Cuando mas se
aleja el cociente del valor 1, hacia 0 o infinito, mejor es y mas
informacion aporta la prueba. Se utiliza para valorar la calidad de una
prueba, y ademas, para calcular la “probabilidad a posteriori’ de la
enfermedad. Para una misma prevalencia o “probabilidad a prior/’, una
prueba diagndstica con un cociente de probabilidad positivo alto tiende a
aumentar la “probabilidad a posteriori” de un resultado y viceversa, una
prueba diagndstica con un cociente de probabilidad negativo fuerte
tiende a disminuir la “probabilidad a posteriori® de un resultado.

3.- Comparar la eficacia diagndstica la determinacion del cortisol en saliva,
en una poblacién ambulatoria, frente a los procedimientos analiticos que
habitualmente se utilizan para confirmar situaciones de hipercortisolismo en
nuestro medio (cortisol libre urinario, cortisol nocturno).

4.- Evaluacion de la estabilidad del cortisol en los dispositivos de toma de
muestras Salivette®, con el fin de determinar la viabilidad del envio por correo

postal de las mismas.

3.2 Objetivos secundarios

1.- Evaluar el rendimiento y el coste econémico del algoritmo diagnéstico
que actualmente utilizamos en nuestro medio para el diagndstico sindrémico de
hipercortisolismo.

2.- Evaluar el rendimiento y el coste econdmico del algoritmo diagndstico
incluyendo la determinacion del cortisol en saliva.

3.3 El objetivo final

Establecer el algoritmo de decisidn para identificar situaciones de
hipercortisolismo en poblaciones de riesgo que incluya la determinacion del
cortisol en saliva, basandonos en criterios estrictos de eficacia diagndstica y

costes.
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4 MATERIAL Y METODO

Estudio descriptivo transversal para valoracion de una nueva prueba
diagndstica (cortisol en saliva).

4.1 Sujetos de estudio

El grupo de estudio esta formado por 611 pacientes que acudieron a las
consultas externas de la Unidad de Gestion de Endocrinologia de Hospitales
Universitarios Virgen del Rocio con, al menos, tres signos o sintomas clinicos
sugestivos de SC (tabla 1.4).

A todos los pacientes con sospecha clinica de SC, se les determiné el CLU
para el despitaje de hipercortisolismo, aquellos que con un resultado alterado
(CLU > 360 nmol/24h) se les repitid la determinacién transcurridos unos dias y
se les solicito el cortisol en saliva a las 23 hy las 8 h.

Aquellos pacientes con CLU normal se catalogaron como sujetos sanos.

Aguellos pacientes con dos CLU alterados o con cortisol en saliva a las 23
h alterado, se les catalogd como pacientes con sospecha analitica de
hipercortisolismo y se les realizd estudio de confirmacion mediante prueba de
supresidn con Dexametasona 1 mg y perdida del ritmo de cortisol mediante la
determinacion del cortisol plasmatico a las 23 h. A estos pacientes, ademas, se
le solicito cortisol en saliva tras frenacidn con 1 mg de Dexametasona.

Una vez confirmado el hipercortisolismo y dependiendo del caso el
diagnostico etioldgico se realizd mediante la determinacion de la ACTH

plasmatica, cateterismo de senos petrosos y técnicas de imagen.

4.2 Protocolo

A todos los participantes, previa informacion, se les practico:

-Historia clinica.

-Recogida de orina de 24 h, para la determinacion del cortisol libre
urinario.

-Recogida de muestras de saliva para la determinacion de cortisol, a las
23hyalas8h.
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-Pacientes con sospecha analitica de hipercortisolismo: Extraccion de
sangre para la determinacion del cortisol sérico a las 23 h, a las 8 h y tras
frenacién con 1 mg de Dexametasona y recogida de saliva para determinacién
de cortisol a las 23 h, a las 8 h y tras frenacidon con 1 mg de Dexametasona.

Las muestras se conservaron congeladas a —80°C hasta su analisis.

4.2.1 Variables
Diagnéstico, Edad, Sexo, IMC, Hipertension (si/no), tratamiento
esteroidico (si/no), concentraciones de cortisol obtenidas en diferentes tiempos

y diferentes situaciones.

4.2.2 Procedimiento analitico

Para la determinacion cuantitativa de cortisol en suero, plasma, orina y
saliva utilizamos un inmunoanalisis competitivo de 18 min de duracién que
incluye una primera fase de separacion con microparticulas magnéticas
seguidas de una cuantificacidon por Electroquimioluminiscencia en los
analizadores automaticos Elecsys MODULAR ANALITIC E 170 de Roche
Diagnostic®, segln el siguiente procedimiento:

1.- 20 ubL de muestra se incuban, durante 9 min, con un anticuerpo
biotinilado especifico anti-cortisol y un derivado de cortisol marcado con quelato
de rutenio. Los puntos de fijaciéon del anticuerpo marcado son ocupados, segun
sea la concentracion del analito en la muestra, en parte por el analito de la
muestra y en parte por el hapteno marcado con rutenio provocando la
formacion del inmunocomplejo respectivo.

2.- La mezcla anterior se incuba durante 9 min en presencia de
microparticulas recubiertas de estreptavidina, que se unen al inmunocomplejo
por interaccion de la biotina y la estreptavidina.

3.- La mezcla de reaccidn se traslada a la célula de medida donde, por
magnetismo, las microparticulas se fijan temporalmente a la superficie del
electrodo. Los elementos no fijados se eliminan posteriormente con el reactivo

de arrastre ProCell. Al aplicar una corriente eléctrica definida se produce una
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reaccion quimioluminiscente cuya emision de luz se mide directamente con un
fotomultiplicador.

4.- Los resultados se obtienen mediante una curva de calibracion
realizada en el sistema a partir de una calibracién a dos puntos y una curva
master incluida en la definicién de la técnica.

Para el control de calidad de la técnica analitica se utilizaron materiales
de control liofilizados, LiphochecK Quantitative Urine Control  (Bio-Rad
Laboratorios) y PreciControl Universal (Roche Diagnostic), tratados y analizados
de acuerdo con las especificaciones del fabricante.

4.2.2.1 Determinacién del cortisol libre urinario.

Las muestras orina, recogidas durante 24 h, se trataron con
Diclorometano segln el procedimiento recomendado por el proveedor:

1.- Se mezclan 600 puL de orina con 3 mL de Diclorometano en un tubo
de vidrio durante 7 min.

2.- Separacion de las fases organicas y acuosas por centrifugacién (5 min
a 2500 xg).

3.- Retirar y desechar la fase liquida y eventuales residuos.

4.- Traspasar 1.5 mL de la fase organica a un tubo de vidrio limpio y
llevar a sequedad por evaporacion.

5.- Reconstituir el residuo seco con 300 uL de reactivo Elecsys Diluent
Universal e incubar durante 30 min a 15-25 °C mezclando 4 veces durante un

minuto en un vortex .

4.2.2.2 Determinacion del cortisol en saliva.
Para la recogida de las muestras de saliva se utilizara un dispositivo
Salivette®, los especimenes para la determinacion del cortisol se obtendran

por centrifugacion (2 min a 1000xg) de las muestras de saliva.
4.2.2.3 Determinacion del cortisol en sangre.

Las muestras de sangre se obtendran por venopuncion utilizando tubos
estandar con gel de separacion, Vacuette®. Los especimenes para la
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determinacion del cortisol se obtendran por centrifugacion (10 min a 3000xg)
de las muestras de sangre.

4.3 Evaluacion analitica de la determinacion del cortisol en saliva en
un analizador automatico E170
La evaluacién analitica de la determinacion del cortisol implicé la

realizacidn de un estudio de imprecision, linealidad y comparacidn.

4.3.1 Imprecision

La imprecision intraserie se determino a tres concentraciones, utilizando
muestras de pacientes con valores altos medios y bajos de cortisol en saliva. La
imprecision interserie se obtuvo utilizando materiales de control (PreciCcontrol
nivel 1 y nivel 2, Roche Diagnostic) que fueron analizados en un periodo de tres
semanas, tres veces cada dia utilizando el mismo lote de reactivos y la misma
calibracién. En ambos casos las muestras se procesaron de acuerdo con el
protocolo EP5-A2 de la National Committee for Clinical Laboratory Standars
(NCCLS) (130).

4.3.2 Error sistematico
La estimacidn del error sistematico lo realizamos por dos procedimientos,

mediante la prueba de recuperacion y estudio de comparacion.

4.3.2.1 Prueba de recuperacion

Consiste en afiadir una concentracién conocida de analito a una muestra
y medir entonces el analito en la muestra con y sin adicién. Se preparard una
solucion de cortisol con una concentracion de 100 nmol/L y una mezcla de
saliva. Se separaron 6 alicuotas de 10 mL de la mezcla de saliva y se
adicionaron 0.5, 1 y 2 mL de la solucion de cortisol a tres de ellas, de acuerdo
con la tabla 4.1. Se determinaron las concentraciones de cortisol en las seis

alicuotas preparadas por cuatriplicado.
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Alicuota A1 A2 Bl B2 Cl 2

Mezcla de saliva (mL) 10 10 10 10 10 10
Solucidn cortisol 100 nmol/L (mL) 0,5 1 2
Agua destilada 0,5 1 2

Concentracion anadida cortisol nmol/L 4,76 9,09 16,67

Tabla 4.1 Evaluacién analitica, prueba de recuperacion del cortisol en saliva. A1 mezcla de
saliva A a la que se le adicionan 0.5 mL de la solucién 100 nmol/L de cortisol, A2 mezcla de
saliva A a la que se adicionan 0.5 mL de agua destilada. B1 mezcla de saliva A a la que se le
adicionan 1 mL de la solucién 100 nmol/l de cortisol, B2 mezcla de saliva B a la que se
adicionan 1 mL de agua destilada. C1 mezcla de saliva C a la que se le adicionan 2 mL de la
solucion 100 nmol/l de cortisol, C2 mezcla de saliva C a la que se adicionan 2 mL de agua
destilada.

4.3.2.2 Prueba de Comparacion
Para el estudio de comparacion, 50 muestras de saliva fueron procesadas

simultdneamente en el E170 y por un procedimiento de referencia, el RIA.

4.3.2.3 Linealidad

Se estimo para un rango de cortisol de entre 0.5 y 100 nmol/L, Se
utilizaron dos mezclas de muestras de saliva, una con concentraciones altas de
cortisol préximas a 100 nmol/L y otra con concentraciones bajas, préximas a 0
nmol/L. La mezcla de concentracién alta fue diluida con la mezcla de
concentracion baja hasta porcentajes finales la mezcla alta del 100%, 75%,
50%, 25%, 10% y 0%. La linealidad se determind por comparacion de los
resultados de cortisol obtenidos del andlisis por duplicado de las muestras y los

valores esperados de acuerdo con el protocolo EP6-A de la NCCLS (131).

4.3.2.4 Limite de deteccion

El limite de deteccién equivale a la menor concentracion medible del
analito que puede distinguirse de cero. Tedricamente se calcula como la
concentracion situada a dos desviaciones estandar por encima de calibrador

mas bajo.
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Para el célculo del limite de deteccion utilizamos dos procedimientos
diferentes:

Se determino el cortisol (21 veces intraciclo) a una muestra de suero
salino fisioldgico.

Una muestra de saliva con 12 nmol/L de cortisol se diluyd de forma
sucesiva a concentraciones de 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128 y se

determino por duplicado la concentracion de cortisol.

4.4 Validacion del procedimiento de recogida de muestras de saliva y
posterior envio postal de las mismas

Para la validacion del procedimiento de recogida y envio postal de
muestras de saliva Salivette®, 100 Controles sanos recogieron cuatro
muestras de saliva, dos a las 23 h y otras dos a las 8 h. Una muestra, de las
recogidas a las 23 y a las 8 h, se procesd de forma inmediata y las otras dos se
almacenaron durante una semana a temperatura ambiente, al cabo de la

semana se procesaron segun el procedimiento habitual.

4.5 Valores de referencia

Para establecer los valores normales del cortisol en saliva, se estudio un
grupo control que incluyé 100 sujetos sanos, seleccionados por un
Endocrindlogo colaborador, que no evidenciaban signos ni sintomas de
enfermedad de Cushing. Solo se incluyeron aquellos sujetos con niveles
normales de tensién arterial, no obesos, no diabéticos, sin tratamiento con
farmacos esteroides o consumo reciente de esteroides anticonceptivos y sin

historia reciente de enfermedad psiquiatrica mayor.

4.6 Analisis de los costes

Se realizard un analisis de los costes que suponen las pruebas realizadas
siguiendo el protocolo que se utiliza actualmente para el diagnostico del SC,
frente al coste de las pruebas realizadas siguiendo el protocolo que implica la

realizacion del cortisol en saliva.
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Calculo de la diferencia del sumatorio de costes directos e indirectos de 2
determinaciones de CLU frente a dos de cortisol en saliva remitido por correo
postal para el objetivo 2. Calculo de la diferencia del sumatorio de costes
directos e indirectos de ingreso para determinacién de cortisol plasmatico a las
23 h frente a la de cortisol en saliva remitido por correo para el objetivo 3.
Calculo de la diferencia del sumatorio de costes directos e indirectos del
algoritmo diagnostico que utilizamos en la actualidad (dos determinaciones de
CLU elevadas, cortisol plasmatico tras supresion con dexametasona y cortisol
plasmatico nocturno con ingreso hospitalario) frente a cortisol en saliva
nocturno y tras frenacién con dexametasona extrahospitalario.

Se determinaran como costes directos de las determinaciones de CLU el
coste del reactivo y como indirectos la jornada de trabajo perdida para la
recogida de la muestra.

Se determinardn como costes directos de las determinaciones cortisol
tras frenacion con Dexametasona el coste del reactivo y la Dexametasona.

Se determinaran como costes directos de la determinacion de cortisol
plasmatico a las 23 h el coste del reactivo y el del ingreso hospitalario por dos
dias, y como indirectos, las jornadas de trabajo perdida en su caso.

Se determinaran como costes del cortisol en saliva el del reactivo, el del
dispositivo para su recogida y el coste del envio de las muestras por corro por
correo postal al laboratorio.

4.7 Analisis Estadistico

Se ha realizado un andlisis descriptivo de las variables; media, desviacion
tipica y percentiles para las variables cuantitativas y frecuencias para las
variables cualitativas. Se ha llevado a cabo un andlisis estadistico bivariado para
evaluar las posibles asociaciones entre las distintas variables analizadas. El
estudio de linealidad se realizo por regresion lineal (132), la comparacion entre
métodos se realizo utilizando Regresion Lineal de Passing-Bablok (133) y
Analisis de Bland-Altman (134).

Célculo de la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor
predictivo negativo, coeficiente de probabilidad y punto de corte.
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Los datos se analizaron mediante el programa informatico SPSS 10.0,
una p< 0.5 fue considerada estadisticamente significativa.
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5 RESULTADOS

5.1 Evaluacion analitica de la determinacion del cortisol en saliva
5.1.1 Imprecision

El error de una medida es la diferencia entre el valor verdadero y el
resultado obtenido. Un componente importante de este error, viene
determinado por la imprecisién del procedimiento de medida. Esta imprecisidn
es ocasionada por factores incontrolables de dicho procedimiento que
ocasionan errores aleatorios en mediciones repetidas. La dispersidon de los
resultados obtenidos debe seguir una distribucidon Gaussiana, cuanto mayor se
la dispersion de los valores mayor es la imprecision del procedimiento. Para la
cuantificacion de la imprecision suele usarse la DS de los resultados obtenidos
en multiples repeticiones o también se expresa como la DS relativa a la media,
el también llamado coeficiente de variacion.

En la tabla 5.1 se presentan los resultados de imprecisién expresadas en
términos de DS y CV.

Bajo Medio Alto C bajo C alto

Intraserie®

n2l

Media, Cortisol 4,88 14,9 29,41 3,33 31,28

SD, %Hb Alc 0,25 0,32 0,37 0,22 0,95

CV, % 5,12 2,14 1,26 6,75 3,03
C bajo C Alto

Total imprecisién®

n 45

Media, Cortisol 2,9 31,24

SD, %Hb Alc 0,24 1,17

CV, % 8,33 3,76

Tabla 5.1. Evaluacién analitica, estudio de imprecision del procedimiento de medida. Resultados de
imprecisién intraserie e imprecision total expresados como coeficiente de variacion (CV) y
desviacion estandar (DS) obtenidos para a) una mezcla de saliva con concentraciones bajas,
medias y altas de cortisol y b) controles con concentraciones bajas (C bajo) y altas (C alto) de
cortisol.
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5.1.2 Error sistematico

El error sistematico es la diferencia entre la media de mdltiples
mediciones repetidas y el valor verdadero y constituye, junto con el error
aleatorio (imprecision analitica), un componente importante del error de la
medida.

El error sistematico puede ser de dos tipos:

Independientes de la muestra: afecta a todas las muestras del mismo
tipo y pueden estar asociados a calibraciones incorrectas o al efecto de
componentes enddgenos habituales en el sistema estudiado (efecto matriz).

Dependientes de la muestra: afecta a unas muestras si y a otras no. Este
tipo de error esta causado por componentes enddgenos o exdgenos presentes
en algunas muestras y que afectan a los resultados obtenidos.

Para conocer el error sistematico de un procedimiento de medida es
necesario estimar el que es independiente de la muestra. La estimacion de este
error en nuestro caso, se realizd mediante pruebas de recuperacion y de

comparacién de resultados frente a un procedimiento de referencia el RIA.

5.1.2.1 Prueba de recuperacion

Los resultados de la prueba de recuperacion se muestran en la tabla 5.2.
La recuperacién de cortisol de la mezcla A (concentracion inicial 15.2 nmo/IL)
tras adicionar 4.76 nmol/L de cortisol fue de 4.6, es decir de un 96.6 %. La
recuperacion de cortisol de la mezcla B (concentracion inicial 15.9 nmo/IL) tras
adicionar 9.09 nmol/L de cortisol fue de 9.0, es decir de un 99.1 %. La
recuperacién de cortisol de la mezcla C (concentracion inicial 14.8 nmo/IL) tras
adicionar 16.67 nmol/L de cortisol fue de 16.2, es decir de un 97.18 %. La
media de la recuperacidn tras la adicién de 4.6, 9.09 y 16.67 nmol/L de cortisol
fue del 97.6%.

61




Resultados

Alicuota Al A2 B1 B2 C1 2

Media de cortisol nmol/L" 19,8 152 249 15,9 31 14,8
Recuperacién de cortisol

nmo/L 4,6 9 16,2
Concentracién afiadida

cortisol nmol/L 4,76 9,09 16,67
Recuperacion de cortisol en

% 96,64 99,01 97,18

* Obtenidos por cuadriplicado

Tabla 5.2. Evaluacién analitica, prueba de recuperacion Se presenta la recuperacion del cortisol
(nmo/L) en muestras de saliva. A1 mezcla de saliva A, a la que se le adicionan 0.5 mL de la
solucién 100 nmol/L de cortisol; A2 mezcla de saliva A, a la que se adicionan 0.5 mL de agua
destilada. B1 mezcla de saliva B, a la que se le adicionan 1 mL de la solucién 100 nmol/L de
cortisol; B2 mezcla de saliva B, a la que se adicionan 1 mL de agua destilada. C1 mezcla de
saliva C, a la que se le adicionan 2 mL de la solucion 100 nmol/L de cortisol; C2 mezcla de
saliva C, a la que se adicionan 2 mL de agua destilada.

5.1.2.2 Prueba de comparacion

Para conocer el error sistematico del procedimiento de medida evaluado,
se compararon los resultados obtenidos en 50 muestras de saliva analizados
por ECLIA con los resultados obtenidos del analisis de las mismas muestras por
RIA. La comparacion se realizo de acuerdo con el protocolo EP9-A de la NCCLS
(130). Los resultados de la prueba de comparacion se resumen el la tabla 5.3.

La media de cortisol obtenida por ECLIA fue de 23.57 nmol/L con una DS
de 3.2, un valor minimo de 0.5 nmol/L, un valor maximo de 83.0 nmol/L y una
mediana de 15.1 nmol/L. La media de cortisol obtenida por RIA fue de 23.22
nmol/L con una DS de 3.16, un valor minimo de 0.45 nmol/L, un valor maximo

de 83.50 nmol/L y una mediana de 14.2 nmol/L.
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ECLIA RIA

N (50)

Valor mas bajo 0,50 0,45
Valor mas alto 83,00 82,50
Media 23,57 23,22
Mediana 15,10 14,20
DS de la media 3,20 3,16

Tabla 5.3 Evaluacién analitica, estudio de comparacién. Descriptiva de los resultados de cortisol
(nmol/L) obtenidos en las muestras de saliva analizadas por ECLIA y RIA.

El estudio de comparacion consistio en la realizacién de un estudio de
regresién lineal de Passing Bablok y una comparacion de las diferencias por el
procedimiento de Bland y Altman.

El andlisis de regresion de Passing Bablok (figura 5.1) mostré los
siguientes resultados: Ecuacion de regresiéon Y = 0,0450 + 1,0119 X con una
ordenada en el origen de 0,0450 (intervalo de confianza al 95% de -0,0476 a
0,0920), una pendiente de 1,0119 (intervalo de confianza al 95% de 1,0047 a
1,0195) y un coeficiente de correlacién altamente significativo (p<0.0001) con
una r de 0.9997 (intervalo de confianza al 95% de 0,9995 a 0,9998).

El analisis grafico de Bland y Altman (figura 5.2) muestra las diferencias
obtenidas para cada muestra analizada frente a las medias de los resultados
obtenidos por los dos procedimientos que se comparan. La media de las
diferencias fue de 0.35 nmol/L con una la DS de +/- 1.96.
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Regresion de Passing Bablok
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2
5 30 Ecuacion de regresién: Y = 0,0450 + 1,0119 X
8 i Ordenada origen: 0,0450 (95% IC : -0,0476 - 0,0920)
20~ Pendiente :1,0119 (95% IC : 1,0047 -1,0195)
i Coeficiente de correlacion r= 0,9997 (P<0,0001)
10 Intervalo de confianza 95% para r= 0,9995 a 0,9998
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Figura 5.1 Evaluacién analitica, Estudio de comparacién. Analisis de regresion de Passing y
Bablok. Se representa la relacién entre los resultados de cortisol en saliva (mmol/L) obtenidos
por ECLIA (eje Y) y los obtenidos por RIA (eje X).
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Diferencias de cortisol

Grafico de Bland y Altman

o +1.96 SD

o 1,55
- A Mean

oo 0 oY gpg 0.35
o 0 -1.96 SD

-0,84

20 40 60 80 100
Media de cortisol E170 y RIA

Figura 5.2 Evaluacion analitica, estudio de comparacién. Grafico de Bland y Altman. Se
presentan las diferencias de los resultados de cortisol (nmol/L) obtenidas por ECLIA y RIA (eje
Y) frente a las medias de cortisol (nmol/L).
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5.1.3 Linealidad

La linealidad es la capacidad de un ensayo para obtener resultados
directamente proporcionales a la concentracion del analito en una muestra. Se
estudio la linealidad de la determinacion del cortisol en saliva en un E170 para
un rango de concentraciones comprendidos entre 0.5 y 100 nmol/L. La
Linealidad se determind mediante un analisis de regresién lineal comparando
los resultados de cortisol obtenidos del analisis por duplicado de las mezclas de
saliva utilizadas [mezcla de saliva 1 (0.5 nmol/L) y mezcla de saliva 2 (100
nmo/L) unidas en proporcién de 100%, 75%, 50%, 25%, 10% y 0%]. y los
valores esperados de acuerdo con el protocolo EP6-A de la NCCLS (131).El
analisis de regresion (figura 5.3) mostro los siguientes resultados: Ecuacion de
regresion Y = -0,1052 + 0,9479 X con una ordenada en el origen de -0,1052
(intervalo de confianza al 95% de -0,1052 a -0,1052), una pendiente de 0,9479
(intervalo de confianza al 95% de 0,9479 a 0,9479).

5.1.4 Limite de deteccion

El limite de deteccién equivale a la menor concentracion medible del
analito que puede distinguirse de cero.

El limite de deteccidn se obtuvo por dos procedimientos:

Determinacion sucesiva de cortisol en muestras de suero salino
fisioldgico. Se realizaron 21 determinaciones en un mismo ciclo, en todos los
casos los resultados de cortisol fueron inferiores a 0.5 nmol/L (media de las
concentraciones 0.5 nmol/L).

Determinacion del cortisol en una muestra de saliva (12 nmol/L) que se
diluye sucesivamente con salino fisioldgico al 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64,
1:128. Los resultados obtenidos fueron 6.12, 3.4, 1.23, 0.82, 0.5, 0.5, 0.5
nmol/L.
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Estudio de linealidad
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/" Ecuacién de regresién: Y = -0,1052 + 0,9479 X
Ordenada origen: -0,1052 (95% IC : -0,1052 to -0,1052)
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Figura 5.3 Evaluacidon analitica, estudio de linealidad. Analisis de regresion obtenido tras
representar los valores esperados (eje Y) y los obtenidos tras el andlisis por duplicado de 6
muestras obtenidas a partir de dos mezclas de saliva con concentraciones de 0.5 y 100 nmol/L
unidas en proporciones de 100% de la mezcla 1 y 0% de la mezcla 2, 75% de la mezcla 1y
25% de la mezcla 2, 50% de la mezcla 1 y 50% de la mezcla 2, 25% de la mezcla 1y 75% de
la mezcla 2, 0% de la mezcla 1 y 100% de la mezcla 2.
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5.2 Evaluacion de la estabilidad del procedimiento de recogida saliva ,
Salivette®

Para evaluar la viabilidad de una toma de muestras ambulatoria y
envio postal de las mismas, valoramos, durante una semana, la estabilidad del
cortisol conservado a temperatura ambiente en los dispositivos de recogida
Salivette®. Para ello se compararon resultados de cortisol obtenidos en el
momento de la entrega de las muestras en el laboratorio y tras un periodo de
conservacién de una semana a temperatura ambiente en el mismo dispositivo
de recogida. Los resultados de cortisol obtenidos de las muestras de saliva en el
momento de la entrega de las muestras en el laboratorio fueron media de
cortisol 5.81 nmol/L con unas DS de 0.9669, un valor minimo de 0.5 nmol/L, un
valor maximo de 28.14 nmol/L y una mediana de 5.54 nmol/L. La media de
cortisol obtenida tras una semana a temperatura ambiente fue de 5.96 nmol/L
con unas DS de 0.8692, un valor minimo de 0.5 nmol/L, un valor maximo de
21.52 nmol/L y una mediana de 5.60 nmol/L.

70 71
N (50)
Valor mas bajo 0,50 0,50
Valor mas alto 28,14 21,52
Media 5,81 5,96
Mediana 5,54 5,60
DS 0,9669 0,8692

Tabla 5.4 Evaluacién analitica, estudio de estabilidad. Valores de cortisol (nmol/L) obtenidos en
el momento de la recogida de la muestra (TO)y tras una semana a temperatura ambiente (T1).
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Para evaluar la existencia de diferencias entre los resultados obtenidos
en el momento de la entrega de la muestra y tras una semana de incubacién a
temperatura ambiente realizamos un andlisis de regresién lineal de Passing
Bablok y un analisis grafico de Bland y Altman.

El andlisis de Regresion de Passing Bablok (figura 5.4) mostré los
siguientes resultados. Ecuacién de regresion Y = -0,0173 + 1,0345 X con una
ordenada en el origen de -0,0173 (intervalo de confianza al 95% de -0.3221 -
0.3722), una pendiente de 1.0345 (intervalo de confianza al 95% de 0.9404 -
1.1746) y un coeficiente de correlacion altamente significativo (p<0.0001) con
una r de 0,9627 (intervalo de confianza al 95% de 0,9283 - 0,9808).

Para evaluar la existencia de diferencias entre los resultados obtenidos
en el momento de la entrega de la muestra y tras una semana a temperatura
ambiente se realizd un andlisis grafico de Bland y Altman (figura 5.5) en el
que se muestran las diferencias obtenidas para cada muestra analizada frente a
las medias de los resultados obtenidos por los dos procedimientos que se
comparan. La media de las diferencias fue de -0.1 nmol/L con una la DS de +/-
1.96.
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Estudio de estabilidad
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Figura 5.4 Evaluacién analitica, estudio de estabilidad. Analisis de regresién de Passing y
Bablok. Se representa la relacién entre los resultados de cortisol en saliva (mmol/L) obtenidos
en el momento de la entrega de la muestra (eje x) frente a los obtenidos tras una semana a
temperatura ambiente (eje y).
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Diferencias de cortisola TOy T1
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Figura 5.5 Evaluacion analitica, estudio de estabilidad. Grafico de Bland y Altman. Se presentan
las diferencias de los resultados de cortisol (nmol/L) obtenidas en el momento de la entrega de
la muestra y tras una semana a temperatura ambiente (eje Y) frente a las medias de cortisol
(nmol/L).
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5.3 Valores de referencia de cortisol en saliva

Para establecer los valores normales del cortisol en saliva, se estudio un
grupo control que incluyd 100 sujetos sanos, seleccionados por un
Endocrindlogo colaborador, que no evidenciaban signos ni sintomas de
enfermedad de Cushing. Solo se incluyeron aquellos sujetos con niveles
normales de tension arterial, no obesos, no diabéticos, sin tratamiento con
farmacos esteroides o consumo reciente de esteroides anticonceptivos y sin
historia reciente de enfermedad psiquiatrica mayor.

La distribucidén por sexos fue: hombres 28%, mujeres 72 % (tabla 5.5),
con una media de edad de 30 afios +/- 0.9 para el grupo de los hombres y de
42 afios +/- 1.6 para el grupo de las mujeres (tabla 5.6) y un IMC de 26 +/-

0.4 para los hombres y de 24 +/- 0.3 para las mujeres (tabla 5.7).

Distribucién por sexos grupo control.

Frecuencia | Porcentaje
H 28 28,0
M 72 72,0
Total 100 100,0

Tabla 5.5 Grupo control. Distribucion de sexos H= Hombre, M= Mujer.

Tabla 5.6 Grupo control. Media, mediana, valor minimo y méximo de las edades de los sujetos

Distribucién por edades grupo control.

S Estadistico | Error tip.
Edad H Media 30,2857 91844
Mediana 28,0000
Minimo 25,00
Maximo 39,00
M Media 42,7778 1,61640

Mediana 36,0000
Minimo 24,00
Maximo 69,00

incluidos en el grupo control. H= Hombre, M= Mujer.
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Distribucién IMC grupo control.

Sexo Estadistico | Error tip.
IMC H Media 26,1527 42448

Mediana 27,0000
Minimo 22,09
Maximo 29,67

M Media 24,2757 ,30984
Mediana 23,7197
Minimo 19,81
Maximo 28,60

Tabla 5.7 Grupo control. Media, mediana, valor minimo y maximo del IMC de los sujetos
incluidos en el grupo control. H= Hombre, M= Mujer.

A todos los sujetos del grupo control se les determino el cortisol a las 23
h y a las 8 h. La descriptiva de los resultados se expresan como media, DS,
valor maximo, valor minimo (tabla 5.8) y los percentiles 2.5, 5, 10, 25, 50, 75,
90, 95 y 97.5 (tabla 5.9). Para el cortisol a las 23 h, media 2.52 nmol/L y una
DS de 0.194, un valor maximo de 6.24 nmol/L, un valor minimo de 0.5 nmol/L,
los percentiles 5, 50 y 95 fueron de 0.5, 2.1 y 5.82 nmol/L respectivamente.
Para el cortisol a las 8 h, media 15.35 nmol/L y una DS de 0.97 un valor
maximo de 44.5 nmol/L, un valor minimo de 5.54 nmol/L, los percentiles 5, 50
y 95 fueron de 5.6, 12.2 y 33.86 nmol/L respectivamente.

Estadistica descriptiva grupo control.

Estadistico | Error tip.
CS23 Media 2,5084 ,19468
Minimo ,50
Maximo 6,24
CS8 Media 15,3591 97137
Minimo 5,54
Maximo 44 50

Tabla 5.8 Grupo control. Estadistica descriptiva media, DS, valor minimo y valor maximo del
cortisol en saliva a las 23 h (CS23) y cortisol en saliva a las 8 h (CS8).
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Estadisticos desciptiva grupo control.

CS23 CS8
N Validos 100 100
Percentiles 2,5 ,5000 5,5400
5 ,5000 5,6180
10 ,5000 6,2000
25 ,5000 8,6000
50 2,1600 12,2000
75 4,1700 20,9000
90 5,2300 26,5000
95 5,6000 33,8660
97,5 6,2400 44,5000

Tabla 5.9 Grupo control. Estadistica descriptiva percentiles 2.5, 5, 10, 25, 50, 75, 90, 95y 97,5
del cortisol en saliva a las 23 h (CS23) y cortisol en saliva a las 8 h (CS8).

Para establecer los valores de referencia del cortisol en saliva a las 23 h
y las 8 h, analizamos la distribucion de los resultados. La aplicacion del test de
Kolmogorov-Smirnov (tabla 5.10) mostré una p altamente significativa que
indica que los resultados no siguen una distribucién normal, lo que hace que,
siguiendo las recomendaciones del IFCC, para el calculo de los valores de
normalidad utilizaremos un método no parametrico basado en el calculo de los
percentiles y que implica la transformacion logaritmica de los resultados. Para
un intervalo de valores de referencia que incluya el 95% de la poblacion
obtenemos un intervalo de referencia de CS23 entre 0.28 nmol/L (intervalo de
confianza al 90% de 0.2166 a 0.3651 nmol/L) y 6.00 (intervalo de confianza al
90% de 3.68 y 5.14 nmol/L). Para un intervalo de valores de referencia que
incluya el 95% de la poblacién obtenemos un intervalo de referencia de CS8
entre 4.35 nmol/L (intervalo de confianza al 90% de 3.68 a 5.14 nmol/L) y
39.29 (intervalo de confianza al 90% de 33.24 y 46.44 nmol/L)
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Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Estadistico o] Sig. Estadistico gl Sig.
Cs23 ,169 92 ,000 ,882 92 ,000
CS8 ,190 92 ,000 ,846 92 ,000

a. Correccioén de la significacion de Lilliefors

Tabla 5.10 Grupo control. Prueba de distribucién (Kolmogorov-Smirnov ) de los resultados
cortisol en saliva a las 23 h {CS23) y cortisol en saliva a las 8 h (CS8) de los sujetos incluidos en
el grupo control.

Las frecuencias obtenidas para las dos variables analizadas cortisol en
saliva a las 23 h y cortisol en saliva 8 h, se muestran en la figura 5.5 (A cortisol
saliva 23 horas; B cortisol saliva 8 horas).

40+

Frecuencia

Media=2,4142
Desviacidn tipica =1,
83412
N=100

Figura 5.5A Grupo control. Frecuencias obtenidas para el cortisol en saliva a las 23 h (CS23).
Se representa los resultados obtenidos (eje x) frente a las frecuencias observadas (eje y).
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Frecuencia
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Figura 5.5B Grupo control. Frecuencias obtenidas para el cortisol en saliva a las 8 h (CS8).
Se representa los resultados obtenidos (eje x) frente a las frecuencias observadas (eje y).

Para detectar la existencias de diferencias entre los valores cortisol en
saliva en funcién del sexo de los controles realizamos el test no paramétrico U
de Mann-Whitney (tabla 5.10). No encontramos diferencias estadisticamente
significativas (p> 0.5) entre los valores de cortisol en saliva obtenidos a las 23

horas y las 8 horas en funcion del sexo de los controles.

Estadisticos de contraste

CS23 CS8
U de Mann-Whitney 864,000 880,000
W de Wilcoxon 3492,000| 2960,000
Z -1,118 -,136
Sig. asintét. (bilateral) ,263 ,892

a. Variable de agrupacién: Sexo
Tabla 5.10 Grupo control. Estadistico de contraste no paramétrico U de Mann-Whitney. Se

descarta la existencia de diferencias significativas en los resultados del cortisol en saliva a las 23
h (CS23)y a las 8 h (CS8) en funcion del sexo.
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Para detectar la existencia de relaciones entre los valores de cortisol en
saliva a las 23 h y a las 8h, la edad y el IMC de los sujetos del grupo control
realizamos un analisis de regresidn lineal (tablas 5.11 Y 5.12) y un estudio de
correlacion mediante el test no paramétrico de Spearman (tabla 5.13). No
encontramos relacidn significativa entre el cortisol en saliva a las 23 y a las 8
h, la edad y el IMC solo encontramos una relacion significativa entre el cortisol
en saliva alas 23 h y a las 8 h (coeficiente de correlacion de Spearman 0.260, P
0.012).

Relacién Cortisol saliva edad.

Coeficientes
Coeficientes no estandarizad
estandarizados 0s
Modelo B Error tip. Beta t Sig.
(Constante) 32,401 2,013 16,098 ,000
CS23 2,849 ,665 ,397 4,284 ,156
Coeficientes
Coeficientes no estandarizad
estandarizados 0s
Modelo B Error tip. Beta t Sig.
(Constante) 39,006 2,689 14,505 ,000
CS8 -,009 ,150 -,006 -,059 ,953

a. Variable dependiente: Edad

Tabla 5.11 Grupo control. Resultados del estudio de regresion lineal entre el cortisol en saliva a
las 23 h (CS23), a las 8 h (CS8) y la edad de los sujetos incluidos en el grupo control. No
muestra una relacion significativa entre el CS23 o CS8 y la edad.
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Relacién Cortisol saliva IMC

Coeficientes
Coeficientes no estandarizad
estandarizados 0s
Modelo B Error tip. Beta t Sig.
(Constante) 24,189 ,436 55,515 ,000
cs23 254 144 175 1,761 181
Coeficientes
Coeficientes no estandarizad
estandarizados 0s
Modelo B Error tip. Beta t Sig.
(Constante) 24,301 ,547 44,463 ,000
CS8 ,042 ,030 143 1,369 ,(174

a. Variable dependiente: IMC

Tabla 5.12 Grupo control. Resultados del estudio de regresion lineal entre el cortisol en saliva a
las 23 h (CS23) y a las 8 h (CS8) e IMC de los sujetos incluidos en el grupo control. No muestra
una relacion significativa entre el CS23 o el CS8 e IMC.

Correlaciones
C523 IMC CSs8 Edad
Rho de Speamman  ©S523  Coeficiente de

cotreladion 1,000 142 ,260% 233

Sig. (bilateral) . 158 012 20

N 100 100 92 100
IMC Coeficiente de

correlacitn 42 1,000 243 ,280%

Sig. (hilateral) 158 . 320 005

N 100 100 92 100
CS8 Coeficiente de

correlacién \260* 243 1,000 22

Sig. (bilateral) 012 320 . ,248

N 100 100 100 100
Edad Coeficiente de

carrelacidn 233 ,280" 122 1,000

Sig. (hilateral) 20 005 ,248 .

N 100 100 100 100

*. La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).
** La correlacidn es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

Tabla 5.13 Grupo control Resultados del estudio de correlacién entre el cortisol en saliva a las
23 h (CS23) y a las 8 h (CS8),edad e IMC de los sujetos incluidos en el grupo control. Muestra
una correlacién significativa entre el CS23 y el CS8 (coeficiente de correlacién de Spearman

0.260).
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5.4 Validacion Clinica de la determinacién del cortisol en saliva
5.4.1 Caracteristicas generales del grupo estudiado.

El grupo de estudio esta formado por 611 pacientes que acudieron a las
consultas externas de la Unidad de Gestidon de Endocrinologia de Hospitales
Universitarios Virgen del Rocio con al menos tres signos o sintomas clinicos
sugestivos de SC (tabla 1.3), 423 mujeres (30.8%) y 188 hombres (17.4%) con
una media de edad de 44 +/- 0.91 afios las mujeres y 50 +/- 1.35 afios los
hombres (tablas 5.14 y 5.15) .

Distribucion por sexos.

Frecuencia | Porcentaje

Viélidos Hombre 188 30.8
Mujer 423 69.2

Total 611 100

Tabla 5.14 Caracteristicas generales del grupo estudiado. Distribucion de pacientes por sexo.

Distribucién por edades.

$exo Estadistico | Error tip.
Edad Hombre Media 50,7249 1,35863
Mediana 51,3959
Minimo 9,22
Maximo 106,06
Mujer Media 44,9373 ,91180
44,1757
Mediana 42,4082
Minimo 11,27
Maximo 107,06

Tabla 5.15 Caracteristicas generales del grupo estudiado. Distribucidn de pacientes por edad.
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5.4.2 Screenig de hipercortisolismo

A todos los pacientes con sospecha clinica de SC, se les determind el CLU
para el despitaje de hipercortisolismo, aquellos pacientes que dieron un
resultado alterado (CLU > 360 nmol/24h) se les repitié la determinacion
transcurridos unos dias, se les determind el cortisol en saliva a las 23 horas y
las 8 horas y se les catalogd como pacientes con sospecha analitica de
hipercortisolismo. Aquellos con CLU normal se catalogaron como sujetos sanos.
Aquellos pacientes con dos CLU alterados o con cortisol en saliva alterado
(cortisol en saliva 23 h > 10 nmo/L), se les programd ingreso hospitalario para
estudio de confirmacién de hipercortisolismo.

5.4.2.1 Sujetos sanos

Dentro de este grupo se incluyeron todos aquellos pacientes (536) con
sospecha clinica de hipercortisolismo y con CLU dentro del rango de normalidad
(< 360 nmol/24h). De los 536 pacientes 366 (68.3 %) fueron mujeres y 170
hombres (31.7%), la media de edad de las mujeres fue de 45 +/- 0.97 afos y
la de los hombres de 51 +/- 1.43 afios (tablas 5.16 y 5.17).

Distribucion por sexo.

Frecuencia | Porcentaje

Validos Hombre 170 31,7
Mujer 366 68,3
Total 536 100,0

Tabla 5.16 Caracteristicas generales de los sujetos sanos. Distribucion por sexo.
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Distribucion por edades.

Estadistico | Error tip.

Edad Hombre Media 51,6624 1,43175
Mediana 53,9438
Minimo 9,22
Maximo 106,06

Mujer Media 45,2522 ,97008
Mediana 42,8164
Minimo 5,76
Maximo 107,06

Tabla 5.17 Caracteristicas generales de los sujetos sanos. Distribucion por edad.

A todos los sujetos se les determino el CLU. La descriptiva de los

resultados se expresan como media, DS, valor maximo y valor minimo (tabla
5.18) y los percentiles 5, 10, 25, 50, 75, 90 y 95 (tabla 5.19). En las mujeres
media 125 nmol/24h y una DS de 3.8, un valor maximo de 338 nmol/ 24 h, un

valor minimo de 25 nmol/24h, los percentiles 5, 50 y 95 fueron de 10, 126 y

257 nmol/24h respectivamente. En los hombres, media 127.7 nmol/24h y una

DS de 5.8 un valor maximo de 356 nmol/24h, un valor minimo de 5.54
nmol/24h, los percentiles 5, 50 y 95 fueron de 13.2, 125 y 268 nmol/24h

respectivamente.
Estadistica descriptiva sujetos sanos.
Sexo Estadistico | Error tip.
CLU Hombre Media 127,7235 5,86572
Minimo 15,00
Maximo 356,00
Mujer Media 125,0219 3,80024
Minimo 25,00
Maximo 338,00

Tabla 5.18 Resultados CLU en sujetos sanos. Estadistica descriptiva, media, DS, valor minimo y

valor maximo.
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Estadistica descriptiva sujetos sanos.

Percentiles
Sexo ] 10 25 50 75 90 95
CLU Hombre 13,2000 15,0000 63,7500 | 125,5000 | 173,2500 | 222,7000 | 269,0000
Mujer 10,0000 20,0000 70,2500 | 126,0000 | 166,0000 | 216,0000 | 257,6500

Tabla 5.19 Resultados CLU en sujetos sanos. Estadistica descriptiva, percentiles 5, 10, 25, 50,

75,90y 95 .

Las frecuencias obtenidas para el CLU en los sujetos sanos se muestra
en la figura 5.6 (A CLU Mujeres ; B CLU Hombres).

Frecuencia

60~

0,00

50,00

10000 150,00

CLU

200,00

250,00

300,00

350,00

Figura 5.6A Resultados CLU sujetos sanos. Frecuencias obtenidas para el CLU en las mujeres.
Se representa los resultados obtenidos (eje x) frente a las frecuencias observadas (eje y).
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Frecuencia

Figura 5.6B Resultados CLU sujetos sanos. Frecuencias obtenidas para el CLU en los hombres.
Se representa los resultados obtenidos (eje x) frente a las frecuencias observadas (eje y).

Para detectar la existencias de diferencias entre los valores de CLU en
funcién del sexo de los sujetos realizamos el test no paramétrico U de Mann-
Whitney (tabla 5.20). No encontramos diferencias estadisticamente
significativas (p> 0.5) entre los valores de CLU en funcién del sexo de los
sujetos incluidos en este grupo

Estadisticos de contraste.

CLU
U de Mann-Whitney 30512,500
W de Wilcoxon 97673,500
Z -,358
Sig. asintét. (bilateral) 720

a. Variable de agrupacion: Sexo
Tabla 5.20 Resultados CLU sujetos sanos. Estadistico de contraste no paramétrico U de Mann-

Whitney. Se descarta la existencia de diferencias significativas en los resultados del CLU en
funcion del sexo los sujetos incluidos en este grupo, p>0.5.
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Para detectar la existencia de relaciones entre los valores de CLU y la
edad de los sujetos incluidos en este grupo realizamos un analisis de regresién
lineal (tablas 5.21) y un estudio de correlacion mediante el test no paramétrico
de Spearman (tabla 5.22). No encontramos relacion significativa entre el CLU y
la edad (coeficiente de correlacién de Spearman 0.046, P 0.2).

Regresion lineal CLU edad

Coeficientes
Coeficientes no estandarizad
estandarizados 0s
Modelo B Error tip. Beta t Sig.
1 (Constante) 48,490 1,607 30,169 ,000
cLU -010 011 -038 -,869 385

a. Variable dependiente: Edad

Tabla 5.21 Sujetos sanos. Regresidn lineal entre el CLU y la edad. No muestra una relacion
significativa.

Correlaciones CLU edad.

CLU Edad
Rho de Spearman CLU Coefncne_n’te de 1,000 046
correlacion
Sig. (bilateral) ) ,289
N 536 536
Edad Coefume_n’te de 046 1.000
correlacién
Sig. (bilateral) ,289 .
N 536 536

Tabla 5.22 Sujetos sanos. Resultados del estudio de correlacion entre el CLU y la edad. No
muestra relacidn significativa (coeficiente de correlacién de Spearman 0.046, no significativo).
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5.4.2.2 Pacientes sospecha analitica de hipercortisolismo

Se incluyeron dentro de este grupo 77 pacientes con sospecha analitica
de hipercortisolismo, es decir, sospecha clinica de
hipercortisolismo con CLU alterado (CLUx2 > 360nmol/24h) o cortisol es saliva

alterado (CS23 > 10nmol/L). A todos estos pacientes se les determino cortisol

pacientes con

en plasma y en saliva tras supresion con Dexametasona y se les programd
ingreso hospitalario para confirmar la sospecha hipercortisolismo. El grupo
incluia 58 mujeres (75.3%) y 19 hombres (24.7%) (tabla 5.23). La media de
edad de las mujeres fue de 42 +/- 2.6 afios y en los hombres de 41 +/- 3.6
afios (tabla 5.24).

Distribucion por sexos.

Tabla 5.23 Caracteristicas generales de

Frecuencia | Porcentaje
Hombre 19 247
Mujer 58 75,3
Total 77 100,0

hipercortisolismo. Distribucidn por sexo.

Tabla 5.24 Caracteristicas generales de

Distribucion edad.

los pacientes con sospecha analitica de

Error tip. de

Sexo N Media la media
Hombre 19 41,3727 3,63677
Mujer 58 42,2746 2,68176
Total 77 42,0521 2,19951

hipercortisolismo. Distribucién por edad.
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Atendiendo a su IMC, calculado como peso Kg/talla? (m), los pacientes
con sospecha analitica de hipercortisolismo se clasificaron como normopeso
(IMC < 29.9), sobrepeso (IMC >30 y <34.9) y obesidad (IMC >35). La
distribuciéon de los pacientes en funcion de su IMC fue de normopeso 40
(51.9%), sobrepeso 17 (22.07%) y obesos 20 (25.97%) (tabla 5.25)

Resumenes de casos

% del
IMC N total de N
NORMOPESO 40 51.94%
SOBREPESO 17 22.07%
OBESIDAD 20 25.97%
Total 77 100,0%

Tabla 5.25 Caracteristicas generales de

los pacientes con sospecha analitica de
hipercortisolismo. Distribucion de pacientes en funcion de su IMC. Normopeso IMC <29.9,
sobrepeso IMC >30y < 34.9 y obesidad IMC > 35.

De los 77 pacientes incluidos en este grupo en 34 casos (45.9%) no se
confirmo la sospecha analitica de hipercortisolismo y finalmente fueron
clasificados como sanos, 10 casos (13.5%) fueron diagnosticados de seudo-
Cushing, en 30 casos (40.5%) el diagnostico final fue de sindrome de Cushing y
en tres casos no se pudo establecer un diagnostico final (tabla 5.26).

Resumen diagnésticos.

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Validos 1,00 30 40,5 40,5 40,5
2,00 10 13,5 13,5 54,1
3,00 34 459 45,9 100,0
Total 74 100,0 100,0

Tabla 5.25 Caracteristicas generales de

Cushing, 2 seudo-Cushing y 3 Sanos.
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El origen del sindrome de Cushing fue suprarrenal en 6 casos (26.1%), 4
adenomas (17.4%) y dos hiperplasias suprrarenales bilaterales (8.7%) e
hipofisario en 17 casos (73.9%), 16 microadenomas hipofisarios y 1
macroadenoma (4.3%) (tabla 5.26). De los pacientes diagnosticados de SC, el
62.7% eran mujeres con una edad de 40.5 +/- 2.9 afios y el 37.3% hombres
con una edad de 42.56 +/- 9 afios.

Etiologia Sindrome de Cushing.

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Vélidos 1 16 69,6 69,6 69,6
2 1 43 4,3 73,9
3 4 17,4 17,4 91,3
4 2 8,7 8,7 100,0
Total 23 100,0 100,0

Tabla 5.26 Caracteristicas generales de los pacientes con sospecha analitica de hipercortisolismo.
Distribucion de etiologia del sindrome de Cushing. 1 microadenoma hipofisario (69.6%),2
macroadenoma hipofisario (4.3%), 3 Adenoma suprarrenal (17.4%) y 4 hiperplasia suprarenal
bilateral (8.7%).

La descriptiva de los resultados de CLU, cortisol plasmatico, cortisol
plasmatico tras supresion con Dexametasona, Cortisol en saliva y cortisol en
saliva tras supresion con dexametasona para los diferentes grupos diagndsticos
se presenta como media y desviacion tipica (tablas 5.27 y 5.28). CLU: pacientes
diagnosticados de SC 1026 +/- 195 nmol/24h, pacientes diagnosticados de
seudo-Cushing 358 +/- 38 nmol/24h y pacientes diagnosticados como sanos
281 +/-56 nmol/24h. Cortisol en saliva 23h: pacientes diagnosticados de SC
18.8 +/- 5.6 nmol/L, pacientes diagnosticados de seudo-Cushing 7.8 +/- 2.4
nmol/L y pacientes diagnosticados como sanos 2.91 +/- 0.27 nmol/L. Cortisol
en saliva 8h: pacientes diagnosticados de SC 31 +/- 9.8 nmol/L, pacientes
diagnosticados de seudo-Cushing 14 +/- 3.7 nmol/L y pacientes diagnosticados
como sanos 11.4 +/- 1.8 nmol/L. Cortisol plasmatico 23h: pacientes
diagnosticados de SC 396 +/- 40 nmol/L, pacientes diagnosticados de seudo-
Cushing 116 +/- 17 nmol/L y pacientes diagnosticados como sanos 99 +/- 7.0
nmol/L. Cortisol plasmatico 8h pacientes diagnosticados de SC 805 +/- 39.1
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nmol/L, pacientes diagnosticados de seudo-Cushing 389 +/- 53.7 nmol/L y
pacientes diagnosticados como sanos 258 +/- 22.9 nmol/L. Cortisol en saliva
tras supresidn con Dexametasona pacientes diagnosticados de SC 48 +/- 3.2
nmol/L, pacientes diagnosticados de seudo-Cushing 13 +/- 1.9 nmol/L y
pacientes diagnosticados como sanos 4.9 +/- 0.98 nmol/L. Cortisol plasmatico
tras supresidén con Dexametasona pacientes diagnosticados de SC 336 +/- 19.1
nmol/L, pacientes diagnosticados de seudo-Cushing 46 +/- 3.1 nmol/L y
pacientes diagnosticados como sanos 31 +/- 1.1 nmol/L.

Descriptiva.

GRUPO CLU CS_23 CS_8 CP_23 CP_8

1 Media 1026,4133 18,8001 31,8014 | 396,3310| 805,6280
Error tip. de la media | 195,19427 5,62925 9,85497 | 40,86077| 39,19514

2 Media 358,8571 7,8464 14,3600 116,6267 389,1000
Error tip. de la media | 38,37194 2,42433 3,73344 | 17,84345| 53,79556

3 Media 281,3333 29156 11,4919 | 99,0000 258,100
Error tip. de la media 56,61934 ,27230 1,89658 7,00000 | 22,9000

Tabla 5.27 Pacientes con sospecha analitica de hipercortisolismo. Descriptiva, expresada como
media y desviacion tipica, de los resultados de CLU, cortisol en saliva 23h (CS_23), cortisol en
saliva 8h (CS_8), cortisol plasmatico a las 23h (CP_23) y cortisol plasmatico a las 8h (CP_8) en
funcion del diagnostico final. 1 Sidrome de Cushing, 2 seudo-Cushing 3 pacientes sanos.

Resimenes de casos

GRUPO CS1M CP1M

1 Media 48,2120 336,6000
Error tip. de la media 3,231962 19,14729

2 Media 13,0640 46,5167
Error tip. de la media 1,95948 | 3,10826

3 Media 4,9618 31,3667
Error tip. de la media ,98354 1,12969

Tabla 5.28 Pacientes con sospecha analitica de hipercortisolismo. Descriptiva, expresada como
media y desviacion tipica, de los resultados de cortisol en saliva tras supresion con
Dexametasona (CS1M) y cortisol plasmatico tras supresion con Dexametasona (CP1M) en
funcion del diagnostico final 1 Sidrome de Cushing, 2 seudo-Cushing 3 pacientes sanos.
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Para estudiar la existencia de diferencias entre los resultados de las distintas
determinaciones de cortisol en funcién del diagndstico final, realizamos el test
no paramétrico de Kruscall-Wallis (tabla 5.29). En todos los casos analizados
CLU, cortisol en saliva 23h, cortisol en saliva 8h, cortisol plasmatico a las 23h,
cortisol plasmatico a las 8h, cortisol en saliva tras supresidon con Dexametasona
y cortisol plasmatico tras supresion con Dexametasona, encontramos
diferencias estadisticamente significativas entre los tres grupos diagndsticos
sindrome de Cushing, seudo-Cushing y sujetos sanos.

Estadisticos de contraste

CLU CS_23 CS_8 CP_23 CP_8
Chi-cuadrado 13,522 53,027 6,627 18,617 2,646
gl 2 2 2 2 2
Sig. asintot. 001 1000 ,036 ,000 026

a. Prueba de Kruskal-Wallis

Tabla 5.29 Pacientes con sospecha analitica de hipercortisolismo. Estadistico de contraste no
paramétrico Kruscall-Wallis. Muestra diferencias estadisticamente significativas en los resultados
de CLU, cortisol en saliva 23h (CS_23), cortisol en saliva 8h (CS_8), cortisol plasmatico a las
23h (CP_23) y cortisol plasmatico a las 8h (CP_8) en funcién del diagnostico final (p<0.5).

Estadisticos de contraste

CP1M CS1M
Chi-cuadrado 8,131 8,531
gl 2 2
Sig. asintot. ,017 ,014

a. Prueba de Kruskal-Wallis

Tabla 5.30 Pacientes con sospecha analitica de hipercortisolismo. Estadistico de contraste no
paramétrico Kruscall-Wallis. Muestra diferencias estadisticamente significativas en los resultados
de cortisol en saliva tras supresién con Dexametasona (CS1M) y cortisol plasmatico tras
supresion con Dexametasona (CP1M) en funcidn del diagnostico final (p<0.5).
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Para evaluar la existencia de diferencias significativas en funcién de la
etiologia, en los pacientes diagnosticados de Sindrome de Cushing, realizamos
el test no paramétrico de Kruscall-Wallis. Encontramos diferencias
estadisticamente significativas en razén de su etiologia para el cortisol en saliva
23h, cortisol en saliva 8h, cortisol plasmatico a las 23h, cortisol plasmatico a las
8h y no encontramos deferencias para el CLU y cortisol en saliva tras supresion
con Dexametasona y cortisol plasmatico tras supresidn con Dexametasona
(Tablas 5.31 y 5.32)

Estadisticos de contraste

CLU CS_23 CS_8 CP_23 CP_8
Chi-cuadrado 3,731 10,826 6,232 12,377 10,493
gl 3 3 3 2 3
Sig. asintét. ,292 ,013 ,101 ,002 ,015

a. Prueba de Kruskal-Wallis

Tabla 5.31 Pacientes diagnosticados de SC. Estadistico de contraste no paramétrico Kruscall-
Wallis. Muestra diferencias estadisticamente significativas en los resultados de cortisol en saliva
23h (CS_23), cortisol en saliva 8h (CS_8), cortisol plasmatico a las 23h (CP_23) y cortisol
plasmatico a las 8h (CP_8) en funcidn de la etiologia de sindrome de Cushing (p<0.5).

Estadisticos de contraste

CP_1M CS 1M
Chi-cuadrado 1,350 3,055
gl 1 2
Sig. asintét. ,245 217

a. Prueba de Kruskal-Wallis

Tabla 5.32 Pacientes diagnosticados de SC. Estadistico de contraste no paramétrico Kruscall-
Wallis. No muestra diferencias estadisticamente significativas en los resultados cortisol en saliva
tras supresidn con Dexametasona (CS_1M) y cortisol plasmatico tras supresidon con
Dexametasona (CP_1M) en funcién de la etiologia de sindrome de Cushing (p>0.5).
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En los pacientes diagnosticados de seudo-Cushing, encontramos una
relacién significativa entre los resultados alcanzados el IMC y la existencia o
ausencia de hipertension. La descriptiva de los resultados se expresa con media
+/- DS (tablas 5.33 y 5.34). CLU: pacientes normopeso (IMC< 29.9) 242 +/-
36 nmol/24h, pacientes con sobrepeso (IMC >30 y <34.9) 257 +/- 75
nmol/24h y pacientes obesos (IMC >35) 445.2 +/- 68 nmol/24h, hipertensos
391 +/- 45.8 nmol/24h y no hipertensos 263 +/- 42 nmol/24h. Cortisol en
saliva 23 h: pacientes normopeso 3.28 +/- 0.48 nmol/L, pacientes con
sobrepeso 3.43 +/- 0.52 nmol/L y pacientes obesos 5.68 +/- 0.59 hipertensos
4.94 +/- 0.99 nmol/L , no hipertensos 4.57 +/- 0.59 nmol/L. Cortisol en saliva 8
h: pacientes normopeso 11.45 +/- 1.7 nmol/L, pacientes con sobrepeso 12.5
+/- 3.4 nmol/L y pacientes obesos 14.2 +/- 1.7, hipertensos 12.9 +/- 1.38
nmol/L , no hipertensos 11.08 +/- 1.8 nmol/L. Cortisol plasmatico 23 h:
pacientes normopeso 35.66 +/- 7.4 nmol/L, pacientes con sobrepeso 84.2 +/-
19 nmol/L y pacientes obesos 156 +/- 32 nmol/L, hipertensos 103.48 +/-
21.95 nmol/L , no hipertensos 96.9 +/- 13.4 nmol/L. Cortisol plasmatico 8 h:
pacientes normopeso 258 +/- 8.4 nmol/L, pacientes con sobrepeso 408.4 +/-
40 nmol/L y pacientes obesos 412 +/- 50 nmol/L, hipertensos 492 +/- 86
nmol/L , no hipertensos 427 +/- 80 nmol/L.

Restimenes de casos

IMC CLU CS_23 CS_8 CP_23 CP_8
1 Media 4452500 56852 | 14.2630| 156,6000] 412,7375
Error tip. de la media | 68,52860 ,48885 1,74036 | 32,03217 | 50,25314
2 Media 257.4444| 36895 | 12,5200 84,2000 | 408,4000
Error tip. de la media | 75 92561 50665 | 3,44371| 19,68917| 40,91650
3 Media 2428000| 32894 | 11,4550 35,6667 | 258,0000
Error tip. de lamedia | 36,10042| 52216 | 1,72982| 7,44050| 844050
Total Media 322,4091 39353 | 13,0674 | 103,8727| 400,1357
Error tip. de lamedia | 44.00166| 33757 | 1,20447 | 21,78353| 58,27825

Tabla 5.33 Pacientes diagnosticados de seudo-Cushing. Descriptiva, expresada como media y
desviacién tipica, de los resultados de CLU, cortisol en saliva 23h (CS_23), cortisol en saliva 8h
(CS_8), cortisol plasmatico a las 23h (CP_23) y cortisol plasmatico a las 8h (CP_8) en funcién
del IMC. 1 obesos, 2 sobrepeso 3 normopeso.
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Restumenes de casos

HIPERTENSION CLU CS_23 CS_8 CP_23 CP_8

1 Media 3915333| 49744 | 12,9641 | 103,4833| 492,2636
Error tip. de lamedia | 4589832 99954 | 1,38772| 21,95781| 86,16848

0 Media 263,6154| 4,5496 | 11,0806 | 96,9200 | 427,7500
Error tip. de lamedia | 42,75070| 59526 | 1,80715| 13,48604| 80,94982

Total  Media 3321429 46938 | 12,3363 101,5529| 444,7267
Error tip. de lamedia | 33,36236| ,70520 | 1,10045| 15,74530| 64,56309

Tabla 5.34 Pacientes diagnosticados de seudo-Cushing Descriptiva, expresada como media y
desviacion tipica, de los resultados de CLU, cortisol en saliva 23h (CS_23), cortisol en saliva 8h
(CS_8), cortisol plasmatico a las 23h (CP_23) y cortisol plasmético a las 8h (CP_8) en funcién
del la ausencia o no de hipertension. 1 hipertensién y 0 no hipertensién.

Para evaluar la existencia de relaciones significativas entre los resultados

de cortisol con el IMC y con la tension arterial utilizamos el test no paramétrico

Kruscall-Wallis, en el primer caso y el test no paramétrico de U de Mann-

Whitney, en el segundo.

En ambos casos encontramos una relacion

significativa del CLU, CS 23h y CP 23h con el IMC y la existencia de hipertension

(tablas 5.35y 5.36).

Estadisticos de contraste

cLU cS_23 cS_8 CP_23 CP_8
Chi-cuadrado 5714 14,217 1,93 6,861 1,031
gl 2 2 2 2 2
Sig. asintét. 057 001 380 032 597

a. Prueba de Kruskal-Wallis

Tabla 5.35 Pacientes diagnosticados de seudo-Cushing. Estadistico de contraste no paramétrico
Kruscall-Wallis. Muestra diferencias estadisticamente significativas en los resultados CLU,
cortisol en saliva 23h (CS_23h), cortisol plasmatico 23 h (CP_23h) en funcién del IMC.

Estadisticos de contraste

CLU CS_23 CS_8 CP_23 CP_8
U de Mann-Whitney 56,000 606,500 2037,500 26,000 19,000
W de Wilcoxon 147,000 | 2436,500 339,500 104,000 85,000
y4 -1,913 -2,093 -1,148 -,422 -,392
Sig. asintét. (bilateral) ,046 ,036 251 ,023 ,695

Tabla 5.36 Pacientes diagnosticados de seudo-Cushing. Estadistico de contraste no paramétrico
U de Mann-Whitney. Muestra diferencias estadisticamente significativas en los resultados CLU,
cortisol en saliva 23h (CS_23h), cortisol plasmético 23 h (CP_23h) en funcion de la ausencia o

no de hipertension.
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5.3.3 Curvas COR

Con las curvas COR se trata de observar la distribucion de la sensibilidad
y la especificidad de una prueba diagndstica en relacion con diferentes puntos
de corte. Las curvas ROC representan un indice de la exactitud con que una
prueba diagndstica discrimina los estados de salud a lo largo del espectro de
trabajo de una prueba diagndstica. Soélo el espectro entero de pares
sensibilidad/especificidad aporta una imagen de la exactitud de una prueba. Las
curvas ROC se construyen para cada punto de corte deseado situando la
proporcién de verdaderos positivos en el eje de la Y y la proporcion de falsos
positivos en el eje de las X. En unas ocasiones nos interesa mas trabajar sobre
la sensibilidad y en otras sobre la especificidad. Para establecer los puntos de
corte y conocer el rendimiento global (drea bajo la curva) de las
determinaciones del cortisol en saliva se trazaron las curvas COR. Los distintos
puntos de corte de la sensibilidad y de la especificidad trazan un poligono cuya
rea bajo la curva nos da una idea de la calidad de la informacion de dicha
prueba diagndstica. Cuanto mas grande sea esa area, es decir, cuanto mas se
acerque el grafico de la curva hacia el vértice superior izquierdo de la grafica,
mejor serd esa prueba. En ese vértice, la sensibilidad y la especificidad son del
100%. Para comparar dos pruebas diagndsticas, se comparan las dreas bajo la
curva. La curva con mayor area es la mejor (valorar intervalo de confianza de la

diferencia y significacién estadistica).
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5.2.3.1 Cortisol en saliva 23 horas

En la figura 5.7 se representa distribucion de la sensibilidad y la
especificidad del cortisol en saliva a las 23 h en relacidn con diferentes puntos
de corte. El punto de corte optimo corresponde a 7.05 nmol/L.
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Figura 5.7 Cortisol en saliva a las 23 h. Curva COR, representa la sensibilidad (eje Y) frente a 1-
especificidad (eje X) para los diferentes puntos de corte,

0,0

El rea bajo la curva obtenida para el cortisol en saliva a las 23 h, 0.951
fue altamente significativo (p<0.0001) (tabla 5.37).

Area bajo la curva

Variables resultado de contraste: CS23

Intervalo de confianza
asintético al 95%

Limite
Area Error tip‘i‘ Sig. asintéticab Limite inferior | superior
,951 ,026 ,000 ,901 1,001

a. Bajo el supuesto no paramétrico

b. Hipotesis nula; area verdadera = 0,5
Tabla 5.37 Cortisol en saliva 23h. Area bajo la curva COR.
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5.2.3.2 Cortisol en saliva 8 horas

En la figura 5.8 se representa distribucion de la sensibilidad y la
especificidad del cortisol en saliva a las 23 h en relacién con diferentes puntos
de corte. El punto de corte optimo corresponde a 13.0 nmol/L.
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Figura 5.8 Cortiso!l en saliva a las 8 h. Curva COR, representa la sensibilidad (eje Y) frente a 1-
especificidad (eje X) para los diferentes puntos de corte.

El drea bajo la curva obtenida para el cortisol en saliva a las 23 h, 0.760
fue significativo (p=0. 011) (tabla 5.38).

Area bajo la curva

Variables resultado de contraste: CS8

Intervalo de confianza
asintotico al 95%

Limite
Area Error tip.a Sig. asintética” | Limite inferior superior
,760 ,083 ,011 597 ,923

a. Bajo el supuesto no paramétrico
b. Hipétesis nula: area verdadera = 0,5

Tabla 5.38 Cortisol en saliva 23h. Area bajo la curva COR.
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5.2.3.3 Cortisol plasmatico 23 horas

En la figura 5.9 se representa distribucion de la sensibilidad y la
especificidad del cortisol plasmatico las 23 h en relacién con diferentes puntos
de corte. El punto de corte optimo corresponde a 210 nmol/L.
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Figura 5.9 Cortisol en saliva a las 23 h. Curva COR, representa la sensibilidad (eje Y) frente a 1-
especificidad (eje X) para los diferentes puntos de corte.

El drea bajo la curva obtenida para el cortisol en saliva a las 23 h,
0.969fue significativo (p=0. 003) (tabla 5.39).

Area bajo la curva

Variables resultado de contraste: CP23

Intervalo de confianza
asintotico al 95%

Limite
Area Error tip.a Sig. asintc’Jticab Limite inferior | superior
,969 ,038 ,003 ,895 1,043

a. Bajo el supuesto no paramétrico
b. Hipotesis nula: area verdadera = 0,5

Tabla 5.39 Cortisol plasmatico 23h. Area bajo la curva COR.
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5.2.3.4 Cortisol plasmatico 8 horas

En la figura 5.10 se representa distribucion de la sensibilidad y la
especificidad del cortisol plasmatico las 8 en relacion con diferentes puntos de
corte. El punto de corte optimo corresponde a 520 nmol/L.
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Figura 5.10 Cortisol en plasma a las 8 h. Curva COR, representa la sensibilidad (eje Y) frente a
1-especificidad (eje X) para los diferentes puntos de corte.

El drea bajo la curva obtenida para el cortisol en saliva a las 23 h, 0.492
no fue significativo (p=0. 104) (tabla 5.40).

Area bajo la curva

Variables resultado de contraste: CP8

Intervalo de confianza
asintético al 95%

Limite
Area Error tip.a Sig. asintotica” | Limite inferior superior
492 ,104 ,941 ,288 ,696

a. Bajo el supuesto no paramétrico
b. Hipotesis nula: area verdadera = 0,5

Tabla 5.40 Cortisol plasmatico 8h. Area bajo la curva COR.
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5.2.3.5 Cortisol libre urinario

En la figura 5.11 se representa distribucién de la sensibilidad y la
especificidad del CLU en relacidn con diferentes puntos de corte. El punto de
corte optimo corresponde a 340 nmol/24h.

104

Q8=

Sensibilidad

0,4+

0,2+

Curva COR

08— -

0o

0,0

02

04 05 08
1 - Especificidad

1,0

Figura 5.11 CLU. Curva COR, representa la sensibilidad (eje Y) frente a 1-especificidad (eje X)
para los diferentes puntos de corte.

El drea bajo la curva obtenida para el CLU, 0.781 fue significativo (p=0.004)

(tabla 5.41).

Area bajo la curva

Variables resultado de contraste: CLU

Intervalo de confianza
asintotico al 95%

Limite
Area Error tip.a Sig. asintc’>ticab Limite inferior superior
,781 ,079 ,004 627 ,935

a. Bajo el supuesto no paramétrico

b. Hipétesis nula: area verdadera = 0,5

Tabla 5.41 CLU. Area bajo la curva COR.
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5.2.3.6 Cortisol saliva tras frenacion
En la figura 5.12 se representa distribucidn de la sensibilidad y la
especificidad del cortisol en saliva tras frenacién con Dexametasona en relacién

con diferentes puntos de corte. El punto de corte optimo corresponde a 8.1
nmol/L.
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Figura 5.12 CLU. Curva COR, representa la sensibilidad (eje Y) frente a 1-especificidad (eje X)
para los diferentes puntos de corte.

El drea bajo la curva obtenida para el CLU cortisol en saliva tras frenacion con
Dexametasona, 0.783 fue significativo (p=0.007) (tabla 5.42).

Area bajo la curva

Variables resultado de contraste: CS1M

intervalo de confianza
asintético al 95%

Limite
Area Error tip.a Sig. asintética” | Limite inferior superior
,783 ,091 ,007 ,605 ,962

a. Bajo el supuesto no paramétrico

b. Hipétesis nula: area verdadera = 0,5

Tabla 5.42 Cortisol en saliva tras frenacién con Dexametasona. Area bajo la curva COR.
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5.2.3.7 Cortisol plasmatico tras frenacion

En la figura 5.13 se representa distribucién de la sensibilidad y la
especificidad del cortisol plasmatico tras frenacidn con Dexametasona en
relacion con diferentes puntos de corte. El punto de corte optimo corresponde a
52 nmol/L.
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Figura 5.13 Cortisol plasmatico tras frenacién con Dexametasona Curva COR, representa la
sensibilidad (eje Y) frente a 1-especificidad (eje X) para los diferentes puntos de corte.

El area bajo la curva obtenida para el CLU cortisol en saliva tras
frenacién con Dexametasona, 0.791 fue significativo (p=0.024) (tabla 5.43).

Area bajo la curva

Variables resultado de contraste; CP1M

Intervalo de confianza
asintotico al 95%

Limite
Area Error tip? Sig. asintotica” | Limite inferior superior
,791 117 ,024 ,562 1,020

a. Bajo el supuesto no paramétrico
b. Hipétesis nula: area verdadera = 0,5

Tabla 5.43 Cortiso! plasmatico tras frenacién con Dexametasona. Area bajo la curva COR.
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5.2.4 Caracterizacion de las pruebas diagnosticas

Para caracterizar a una prueba diagndstica, es necesario disponer de un
patron de referencia o criterio estandar. La clasificacién de los pacientes que se
obtiene a través de la prueba diagndstica en cuestidn se contrasta con la
clasificacion de los mismos pacientes que realiza el criterio o patrén de
referencia. En nuestro caso hemos utilizado como criterio estandar el
diagnostico clinico realizado por el Endocrindlogo lo que nos permite clasificar
los sujetos de estudio en: 1. Verdadero positivo: enfermedad presente y
resultado positivo. 2. Verdadero negativo: enfermedad ausente y resultado
negativo. 3. Falso positivo: enfermedad ausente y resultado positivo. 4. Falso
negativo: enfermedad presente y resultado negativo, y a partir de estos datos y
los resultados de las pruebas analiticas, determinar:

Sensibilidad. Es la probabilidad de que un individuo enfermo tenga un
resultado positivo. Tasa o proporcion de verdaderos positivos. Enfermos con
prueba positiva de entre todos los enfermos.

 Especificidad. Es la probabilidad de que un individuo sin la enfermedad
presente un resultado negativo en la prueba diagndstica. Tasa, proporcién de
verdaderos negativos. Sanos con prueba negativa de entre todos los sanos.

Valor predictivo positivo. Es la probabilidad de que un individuo con una
prueba positiva tenga la enfermedad. Enfermos con prueba positiva de entre
todos los tests positivos. Este concepto se denomina también: probabilidad “a
posteriori” o probabilidad “post-test”.

Valor predictivo negativo. Es la probabilidad de que un individuo con un
resultado negativo no tenga la enfermedad. Libres de enfermedad con test
negativo dentro de todos aquellos con test negativo.

Convencionalmente a la sensibilidad y especificidad son caracteristicas de
la prueba diagndstica e independientes de la prevalencia. Sin embargo, los
valores predictivos dependen estrechamente de la prevalencia de la
enfermedad en la poblacién en la que se aplica la prueba diagndstica. Al
aumentar la prevalencia crece el valor predictivo positivo para una misma
sensibilidad y especificidad; esto se debe fundamentalmente a que disminuye el

ndmero de falsos positivos. De la misma manera, al disminuir la prevalencia
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disminuye el valor predictivo positivo y aumenta el valor predictivo negativo
porque para una misma sensibilidad y especificidad disminuyen los falsos
negativos.
Cociente de probabilidad positivo. Expresa la probabilidad de encontrar
un resultado positivo en un individuo enfermo frente a uno no enfermo.
Cociente de probabilidad negativo Expresa la probabilidad de encontrar

un resultado negativo en un individuo no enfermo frente a uno enfermo.

5.2.4.1 Cortisol saliva 23 horas

En la tabla 5.44 se presentan los resultados de la caracterizacion
diagnostica del cortisol en saliva a las 23 h. Sensibilidad 96% (intervalo de
confianza al 95%, 80-99.3%). Especificidad 92.7% (intervalo de confianza al
95%, 84.9-96.6%), valor predictivo positivo 80% (intervalo de confianza al
95%, 62.7-90.5%), valor predictivo negativo 98.7% (intervalo de confianza al
95%, 93-99.8%), cociente probabilidad positivo 80% (intervalo de confianza al
95%, 62.7-90.5%), cociente de probabilidad negativo 1.3% (intervalo de
confianza al 95%, 0.2-7 %).

PRUEBAS CON RESULTADO DICOTOMICO

IC 95%
Sensibilidad 96,0% 80,5% a 99,3%
Especificidad 92,7% 84,9% a 96,6%
Valor predictivo positivo 80,0% 62,7% a 90,5%
Valor predictivo negativo 98,7% 93,0% a 99,8%
Proporcién de falsos positivos 7,3% 3,4% a151%
Proporcién de falsos negativos 4,0% 0,7% a 19,5%
Exactitud 93,5% 87,1% a 96,8%
indice J de Youden 0,9
CPP o LR(+) 13,12 6,05 a 28,46 Taylor
Miettinen
CPN o LR(+) 0,04 0,01 a 0,30 Taylor
Miettinen

CALCULO DE LAS PROBABILIDADES POST-PRUEBA (Teorema de Bayes)

1
IC 95%
Probabilidad post-prueba positiva (PPPP) 80,0% 62,7% a 90,5%
1-PPPP 20,0% 9,5% a 37,3%
1-PPPN 98,7% 93,0% a 99,8%
Probabilidad post-prueba negativa (PPPN) 1,3% 0,2% a7,0%

Tabla 5.44 Cortisol en saliva 23 h, resultados de la caracterizacién diagnostica expresados como
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo y cocientes de
probabilidad.
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5.2.4.2 Cortisol saliva 8 horas

En la tabla 5.45 se presentan los resultados de la caracterizacion
diagnostica del cortisol en saliva a las 8 h. Sensibilidad 76.9% (intervalo de
confianza al 95%, 49.7-91.8%). Especificidad 68% (intervalo de confianza al
95%, 54.2-79.2%), valor predictivo positivo 38.5% (intervalo de confianza al
95%, 22.4-57.5%), valor predictivo negativo 91.9% (intervalo de confianza al
95%, 78.7-97.2%), cociente probabilidad positivo 38.4% (intervalo de
confianza al 95%, 22.4-57.4%), cociente de probabilidad negativo 8.1%
(intervalo de confianza al 95%, 2.8-21.3 %).

PRUEBAS CON RESULTADO DICOTOMICO

IC 95%
Sensibilidad 76,9% 49,7% a 91,8%
Especificidad 68,0% 54,2% a 79,2%
Valor predictivo positivo 38,5% 22,4% a 57,5%
Valor predictivo negativo 91,9% 78,7% a 97,2%
Proporcion de falsos positivos 32,0% 20,8% a 45,8%
Proporcion de falsos negativos 23,1% 8,2% a 50,3%
Exactitud 69,8% 57,6% a 79,8%
indice J de Youden 0,4
CPP o LR(+) 2,40 1,46 a 3,97 Taylor
Miettinen
CPN o LR(-) 0,34 0,12 a 0,95 Taylor
Miettinen

CALCULO DE LAS PROBABILIDADES POST-PRUEBA (Teorema de Bayes)

[ 1

IC 95%
Probabilidad post-prueba positiva (PPPP) 38,4% 22,4% a 57,4%
1-PPPP 61,6% 42,6% a77,6%
1-PPPN 91,9% 78,7% a 97,2%
Probabilidad post-prueba negativa (PPPN) 8.1% 2,8% a 21,3%

Tabla 5.45 Cortisol en saliva 8 h, resultados de la caracterizacién diagnostica expresados como
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo y cocientes de
probabilidad.
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5.2.4.3 Cortisol plasma 23 horas

En la tabla 5.46 se presentan los resultados de la caracterizacion
diagnostica del cortisol plasmatico a las 23 h. Sensibilidad 92.3% (intervalo de
confianza al 95%, 66.7-98.6%). Especificidad 90.9% (intervalo de confianza al
95%, 49.1-99%), valor predictivo positivo 96% (intervalo de confianza al 95%,
70.8-99.6%), valor predictivo negativo 83.3% (intervalo de confianza al 95%,
43.6-97%), cociente probabilidad positivo 96% (intervalo de confianza al 95%,
70.8-99.6%), cociente de probabilidad negativo 16.6% (intervalo de confianza
al 95%, 3-56.3 %).

PRUEBAS CON RESULTADO DICOTOMICO

IC 95%
Sensibilidad 92,3% 66,7% a 98,6%
Especificidad 90,9% 49,1% a 99,0%
Valor predictivo positivo 96,0% 70,8% a 99,6%
Valor predictivo negativo 83,3% 43,6% a 97,0%
Proporcion de falsos positivos 9,1% 1,0% a 50,9%
Proporcién de falsos negativos 7,7% 1,4% a 33,3%
Exactitud 91,9% 71,3% a 98,1%
indice J de Youden 0,8
CPP o LR(+) 10,15 0,72 a 143,36 Taylor
Miettinen
CPN o LR(-) 0,08 0,01 a 0,56 Taylor
Miettinen

CALCULO DE LAS PROBABILIDADES POST-PRUEBA (Teorema de Bayes)

1]
IC 95%
Probabilidad post-prueba positiva (PPPP) 96,0% 70,8% a 99,6%
1-PPPP 4,0% 0,4% a 29,2%
1-PPPN 83,4% 43,7% a 97,0%
Probabilidad post-prueba negativa (PPPN) 16,6% 3,0% a 56,3%

Tabla 5.46 Cortisol plasmatico 23 h, resultados de la caracterizacion diagnostica expresados
como sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo y cocientes
de probabilidad.
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5.2.4.4 Cortisol plasma 8 horas

En la tabla 5.47 se presentan los resultados de la caracterizacidn
diagnostica del cortisol plasmatico a las 8 h. Sensibilidad 65% (intervalo de
confianza al 95%, 43.3-81.9%). Especificidad 25% (intervalo de confianza al
95%, 10.2-49.5%), valor predictivo positivo 52% (intervalo de confianza al
95%, 33.5-70%), valor predictivo negativo 36.4% (intervalo de confianza al
95%, 15.2-64.6%), cociente probabilidad positivo 52% (intervalo de confianza
al 95%, 33.5-70%), cociente de probabilidad negativo 63.7% (intervalo de
confianza al 95%, 35.4-84.9 %).

PRUEBAS CON RESULTADO DICOTOMICO

IC 95%
Sensibilidad 65,0% 43,3% a 81,9%
Especificidad 25,0% 10,2% a 49,5%
Valor predictivo positivo 52,0% 33,5% a 70,0%
Valor predictivo negativo 36,4% 15,2% a 64,6%
Proporcién de falsos positivos 75,0% 50,5% a 89,8%
Proporcién de falsos negativos 35,0% 18,1% a 56,7%
Exactitud 47,2% 32,0% a 63,0%
indice J de Youden -0,1
CPP o LR(+) 0,87 0,56 a 1,33 Taylor
Miettinen
CPN o LR(-) 1,40 0,57 a 3,46 Taytor
Miettinen

CALCULO DE LAS PROBABILIDADES POST-PRUEBA (Teorema de Bayes)

[ ]

IC 95%
Probabilidad post-prueba positiva (PPPP) 52,0% 33,5% a 70,0%
1-PPPP 48,0% 30,0% a 66,5%
1-PPPN 36,3% 151% a 64,6%
Probabilidad post-prueba negativa (PPPN) 63,7% 35,4% a 84,9%

Tabla 5.47 Cortisol plasmatico 8 h, resultados de la caracterizacion diagnostica expresados
como sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo y cocientes
de probabilidad.
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5.2.4.5 Cortisol libre urinario

En la tabla 5.48 se presentan los resultados de la caracterizacion
diagnostica del CLU. Sensibilidad 85.7% (intervalo de confianza al 95%, 65.4-
95%). Especificidad 90.9% (intervalo de confianza al 95%, 76.4-96.9%), valor
predictivo positivo 85.7% (intervalo de confianza al 95%, 65.4-95%), valor
predictivo negativo 90.9% (intervalo de confianza al 95%, 96.4-96.9%),
cociente probabilidad positivo 85.7% (intervalo de confianza al 95%, 65.4-
95%), cociente de probabilidad negativo 9.1% (intervalo de confianza al 95%,
3.1-23.6 %).

PRUEBAS CON RESULTADO DICOTOMICO

IC 95%
Sensibilidad 85,7% 65,4% a 95,0%
Especificidad 90,9% 76,4% a 96,9%
Valor predictivo positivo 85,7% 65,4% a 95,0%
Valor predictivo negativo 90,9% 76,4% a 96,9%
Proporcién de falsos positivos 9,1% 3,1% a 23,6%
Proporcién de falsos negativos 14,3% 5,0% a 34,6%
Exactitud 88,9% 77,8% a 94,8%
indice J de Youden 0,8
CPP o LR(+) 9,43 3,16 a 28,13 Taylor
Miettinen
CPN o LR(-) 0,16 0,05 a 0,45 Taylor
Miettinen

CALCULO DE LAS PROBABILIDADES POST-PRUEBA (Teorema de Bayes)

I

IC 95%
Probabilidad post-prueba positiva (PPPP) 85,7% 65,4% a 95,0%
1-PPPP 14,3% 5,0% a 34,6%
1-PPPN 90,9% 76,4% a 96,9%
Probabilidad post-prueba negativa (PPPN) 9,1% 3,1% a 23,6%

Tabla 5.48 CLU, resultados de la caracterizacién diagnostica expresados como sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo y cocientes de probabilidad.
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5.2.4.6 Cortisol plasmatico tras frenacion

En la tabla 5.49 se presentan los resultados de la caracterizacion
diagnostica del CLU. Sensibilidad 90.9% (intervalo de confianza al 95%, 62.3-
98.4%). Especificidad 81.8% (intervalo de confianza al 95%, 52.3-94.9%),
valor predictivo positivo 83.3% (intervalo de confianza al 95%, 55.2-95.3%),
valor predictivo negativo 90% (intervalo de confianza al 95%, 59.6-98.2%),
cociente probabilidad positivo 83.3% (intervalo de confianza al 95%, 55.2-
95.3%), cociente de probabilidad negativo 10% (intervalo de confianza al 95%,
1.8-40.4 %).

PRUEBAS CON RESULTADO DICOTOMICO

IC 95%
Sensibilidad 90,9% 62,3% a 98,4%
Especificidad 81,8% 52,3% a 94,9%
Valor predictivo positivo 83,3% 55,2% a 95,3%
Valor predictivo negativo 90,0% 59,6% a 98,2%
Proporcién de falsos positivos 18,2% 51% a 47,7%
Proporcién de falsos negativos 9,1% 1,6% a 37,7%
Exactitud 86,4% 66,7% a 95,3%
indice J de Youden 0,7
CPP o LR(+) 5,00 1,41 a 17,76 Taylor
Miettinen
CPN o LR(-) 0,11 0,02 a 0,73 Taylor
Miettinen

CALCULO DE LAS PROBABILIDADES POST-PRUEBA (Teorema de Bayes)

I

IC 95%
Probabilidad post-prueba positiva (PPPP) 83,3% 55,2% a 95,3%
1-PPPP 16,7% 4,7% a 44,8%
1-PPPN 90,0% 59,6% a 98,2%
Probabilidad post-prueba negativa (PPPN) 10,0% 1,8% a 40,4%

Tabla 5.49 Cortisol plasmatico tras frenacion con dexametasona, resultados de la
caracterizacion diagnostica expresados como sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo, valor predictivo negativo y cocientes de probabilidad
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5.2.4.7 Cortisol saliva tras frenacion

En la tabla 5.50 se presentan los resultados de la caracterizacion
diagnostica del CLU. Sensibilidad 85.7% (intervalo de confianza al 95%, 60.1-
96%). Especificidad 84.2% (intervalo de confianza al 95%, 62.4-94.5%), valor
predictivo positivo 80% (intervalo de confianza al 95%, 54.8-93%), valor
predictivo negativo 88.9% (intervalo de confianza al 95%, 67.2-96.9%),
cociente probabilidad positivo 80% (intervalo de confianza al 95%, 54.8-
92.9%), cociente de probabilidad negativo 11.1% (intervalo de confianza al
95%, 3.1-32.8 %).

PRUEBAS CON RESULTADO DICOTOMICO

IC 95%
Sensibilidad 85,7% 60,1% a 96,0%
Especificidad 84,2% 62,4% a 94,5%
Valor predictivo positivo 80,0% 54,8% a 93,0%
Valor predictivo negativo 88,9% 67,2% a 96,9%
Proporcién de falsos positivos 15,8% 5,5% a 37,6%
Proporcién de falsos negativos 14,3% 4,0% a 39,9%
Exactitud 84,8% 69,1% a 93,3%
indice J de Youden 0,7
CPP o LR(+) 5,43 1,88 a 15,67 Taylor
Miettinen
CPN o LR(-) 0,17 0,05 a 0,62 Taylor
Miettinen

Probabilidad pre-prueba (Prevalencia) 42,4%

CALCULO DE LAS PROBABILIDADES POST-PRUEBA (Teorema de Bayes)

[ 1

IC 95%
Probabilidad post-prueba positiva (PPPP) 80,0% 54,8% a 92,9%
1-PPPP 20,0% 7.1% a 45,2%
1-PPPN 88,9% 67,2% a 96,9%
Probabilidad post-prueba negativa (PPPN) 1,1% 31% a 32,8%

Tabla 5.50 Cortisol en saliva tras frenacidn con dexametasona, resultados de la caracterizacion
diagnostica expresados como sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor
predictivo negativo y cocientes de probabilidad
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5.4 Costes

Se presenta un analisis de los costes por diagnostico que suponen las
pruebas realizadas siguiendo el protocolo que se utiliza actualmente para el
diagnostico del SC (CLU x2, cortisol plasmatico tras frenacidn y cortisol
plasmatico nocturno), frente al coste por diagndstico que siguiendo el protocolo
que implica la realizacion del cortisol en saliva (cortisol en saliva 23h x 2, y
cortisol saliva tras frenacidn). En la tabla 5.51 se detallan los costes en euros
por determinacidn realizada. CLU 576.5 euros, cortisol en saliva 23 h 7.6 euros,
cortisol plasmatico 23 h 1176.11 euros, cortisol en saliva 8 h 7.6 euros, cortisol
plasméatico a las 8 h 6.11 euros, cortisol plasmatico tras supresién con

Dexametasona 7 euros y cortisol saliva tras supresion con Dexametasona 7

euros.
CLU CS23 CP23 (S8 CP8 CP1M CS1M
Coste prueba Determinacién 6 6 6 6 6 6 6
Consumibles 0,5 0,4 0,11 0,4 0,11 1 1
Envio postal 1,2 1,2
Coste por dia de baja laboral 570 570
Coste por dia de ingreso 600
B Total 5765 7.6 117611 7,6 611 7 7

Tabla 5.51 Andlisis de costes. Costes por determinacién realizada, CLU 576.5 euros, cortisol en
saliva 23 h 7.6 euros, cortisol plasmatico 23 h 1176.11 euros, cortisol en saliva 8 h 7.6 euros,
cortisol plasmatico a las 8 h 6.11 euros, cortisol plasmatico tras supresién con Dexametasona 7
euros y cortisol saliva tras supresién con Dexametasona 7 euros.

En la tabla 5.52 se presentan los costes por diagnostico realizado
utilizando el algoritmo actual y el que incluye el cortisol en saliva. Coste por
diagnostico con el algoritmo actual, 3512.22 euros y con el que incluye el

cortisol en saliva, 22.2 euros.
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CLU CS23 CP23 CS8 CP8 CP1M CS1M Total

Sano algoritmo 2 1 576,5
Paciente algoritmo 1 2 2 1 3512,22
Sano algoritmo 2 1 7,6
Paciente algoritmo 2 2 1 22,2

Tabla 5.52 Analisis de costes por diagnostico utilizando el algoritmo actual (1) y que implica el
cortisol en saliva (2). Costes por diagndstico realizado, en funcién de las pruebas realizadas y el
coste de las mismas. CLU, cortisol en saliva 23 h (CS23), cortisol plasmatico 23 h (CP23),
cortisol en saliva 8 h (CS8), cortisol plasmatico a las 8 h (CP8), cortisol plasmatico tras

supresion con Dexametasona (CPIM) y cortisol saliva tras supresion con Dexametasona
(CS1M).
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6 DISCUSION

El sindrome de Cushing es una enfermedad grave, la supervivencia
cuando el diagndstico se hace en estadios muy evolucionados es de 4.7 afios.
Hace 20 afios se estimaba que sdlo el 50% de los pacientes tenian una
supervivencia superior a cinco afios y que por el contrario cuando el diagndstico
se hace precozmente y se resuelve la enfermedad, los estandares de mortalidad
son equivalentes a los de la poblacién normal (108,109). La incidencia del
sindrome de Cushing se habia estimado en aproximadamente 1:250.000
habitantes (110). Sin embargo, la sensibilidad de las determinaciones analiticas
actuales para identificar las situaciones de hipercortisolismo (cortisol nocturno,
cortisol en saliva y la valoracién de la circadianidad del cortisol y su respuesta
al feed-back de dexamentasona) han permitido identificar un mayor nimero de
casos en poblaciones de “riesgo”, como diabéticos mal controlados, obesos con
pobre respuesta al tratamiento dietético (111, 112) o en pacientes con
hipertension arterial severa de dificil control (113).

La incidencia del hipercortisolismo estable y persistente estd estimada
hoy en 10:1.000.000 de habitantes (114). El interés sin embargo de este
problema no radica en el aumento progresivo de su incidencia, sino en la
necesidad de hacer un screenig entre las poblaciones de riesgo. La cuestion
que se plantea en la actualidad es, éa qué pacientes estamos obligados a
realizarles una cuantificacién del cortisol para despistaje de una situacion de
hipercortisolismo?. Las poblaciones en las que se debe realizar este screenig
incluyen, pacientes con fenotipo de Cushing, diabetes mal controlada, obesidad,
osteoporosis, hipertensién, en nifios con retraso del crecimiento y en pacientes
a los que se les ha diagnosticado un incidentaloma suprarrenal (115-117). En
este sentido si nos atenemos a que la diabetes en el afio 2020 afectara a una
poblacién de 300 millones de habitantes, a que la obesidad afecta a mas del 30
% de la poblacion de los paises desarrollados y a que el resto de las otras
indicaciones son cada vez méas prevalentes, se estima que la cuantificacién del
cortisol serd una determinacién analitica habitual. ¢Pero qué determinaciones se

deben realizar para este screenig y como debemos realizarlas?.
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En nuestro medio, el algoritmo diagndstico que se sigue implica:
valoracion clinica del paciente, en caso de que esté presente un fenotipo
Cushingoide, se procede a la determinacién del CLU para screenig de
hipercortisolismo, si esta prueba es positiva (dos 0 mas determinaciones
alteradas de CLU) la confirmacién diagnostica del hipercortisolismo se realiza
mediante la prueba de supresion con dexametasona y la determinacion del
cortisol nocturno para evaluar la pérdida del ritmo circadiano. Una vez
confirmado el hipercortisolismo la etiologia del mismo se identifica mediante la
realizacion de otras pruebas (ACTH, cateterismo de senos petrosos, etc.) que
no son objeto de este estudio. Disponemos, por tanto, de varios métodos
analiticos pero como veremos a continuacién, ninguno de ellos realizado
aisladamente es idéneo.

La determinacion del cortisol libre en orina se ha considerado el “gold
estandar” para el diagndstico del hipercortisolismo. Los frecuentes errores en la
toma de la muestra por omisiones de alguna miccion y la existencia de
bastantes interferencias farmacoldgicas con esteroides sintéticos y otras drogas
(118), hacen que su reproductibilidad sea baja, que se necesiten la recogida de
al menos dos muestras y que los valores estén cuatro veces por encima del
valor normal para garantizar el diagndstico. La sensibilidad y la especificidad del
CLU varia dependiendo de los autores consultados y oscila entre 75 y 100%,
para la sensibilidad y entre el 95 y 98% para la especificidad (121). El CLU
aparece elevado en algunas alteraciones no relacionadas con el SC como en la
depresion enddgena (hasta el 40% de pacientes con depresion tiene valores
elevados de CLU), o en el sindrome de los ovarios poliquisticos y se ha visto
que, un 15% de pacientes con SC probado tienen CLU dentro de los niveles de
normalidad (119,120). Nuestros datos sugieren cifras de sensibilidad y
especificidad semejantes a los descritos en la bibliografia y para un punto de
corte de 340 nmol/L encontramos unos valores de sensibilidad del 85.7% vy
especificidad del 90.9 %. Algunos autores (122) proponen como alternativa a la
utilizacién de la orina de 24 h la utilizacion de una muestra de orina de 12 h,
recogida entre las 20 h a las 8 h. Los datos de sensibilidad y especificidad
mostrados  (100% y 97%) son esperanzadores pero es necesario una
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experiencia y una extensa validacion clinica para que pueda aceptarse como
practica habitual en el diagnostico del SC.

La determinacidn del cortisol nocturno en suero representa una
excelente alternativa para mejorar la sensibilidad diagndstica en el SC. Se
fundamenta en la pérdida del ritmo circadiano normal. En sujetos sin alteracién
del eje hipotalamo-hipdfisisario, la secrecién de cortisol sigue un ritmo que ha
sido bien descrito en la bibliografia y que implica un nadir de secrecion que va
desde las 23 h a la media noche y un maximo de secrecién que oscila entre las
6 hyla8h (123-126). La utilizacién de esta prueba se basa en la observacion
de que en sujetos con SC este ritmo circadiano se pierde mientras que en
sujetos sanos, en situaciones de PC o en obesos se mantiene. Durante la
pasada década algunos autores han evaluado la eficacia diagndstica del cortisol

nocturno, tal y como se presenta en la tabla 6.1.

Autor Aio Cortisol Grupo TP/NCS | TN/NC | Sensitivity | Specificity
Cutoff*(nmol /L) Control
Newell-Price 129 1995 50 Normal 150/150 29/29 100% 100%
Papanicolaou 127 1998 207 Sospecha CS | 225/234 23/23 96% 100%
Gorges 130 1999 251 Sospecha CS | 97/103 135/144 94% 94%
Pikkarainen 131 2002 200 Normal 34/35 35/36 97.1% 97.2%
Papanicolaou 128 2002 242 Sospecha CS | 117/121 18/18 97% 100%
Putignano 132 2003 331 Sospecha CS, 37/41 250/259 90.2% 96.5%
obeso,normal
Putignano 133 2003 207 Obeso 57/58 97/117 98.3% 82.9%

Tabla 6.1 Sensibilidad y especificidad para el cortisol plasmatico a las 23 h obtenidos de
diferentes estudios sacados de la literatura. TP: total de test positivos; NCS total de casos de SC
TN: total de test negativos; NC total de controles

Las cifras de sensibilidad especificidad y punto de corte varian en funcion
de la poblacién estudiada. El valor de 50 nmol/L consideramos que es
demasiado bajo y aunque la sensibilidad puede ser préxima al 100% el niamero
de falsos positivos a estudiar seria demasiado alto. El resto de estudios,
proponen puntos de corte que oscilan entre 200 y 331 nmol/L con sensibilidad
y especificidad entre 89-97.1% y 94-100%, respectivamente. Nuestro analisis
COR nos da un punto de corte idéneo de 210 nmol/L con una sensibilidad de
92.3%, especificidad del 100% y éarea bajo la curva de 0.969. Aunque la
eficacia diagndstica del cortisol nocturno es elevada la realizacion de esta
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prueba plantea inconvenientes importantes, relacionados con la necesidad del
ingreso hospitalario del paciente durante, al menos, 48 h y su elevado coste.

La determinacién del cortisol plasmatico después de supresién nocturna
con dexametasona se basa en la pérdida de la supresion normal del cortisol
tras la administracion de 1 mg de dexametasona. Si se consideran niveles de
corte de <50 nmol/L, la sensibilidad de esta exploracién es del 92.5% y su
especificidad del 87.5%. Tiene sin embargo bastantes falsos positivos por lo
que aisladamente no se considera un buen test de screenig (117). Nuestros
datos sugieren un punto de corte de 52 nmol/L con una sensibilidad del 91%,
una especificidad del 81.8% Yy un area bajo la curva de 0.79.

Dado que la poblacién donde se debe realizar el screenig para el
despistaje de hipercortisolismo es cada vez mas amplia y que de otra parte
ninguna de estas pruebas utilizada asiladamente es fiable, hemos planteado la
posibilidad de utilizar la determinacion del cortisol en saliva como alternativa
para la screenig y confirmacion del hipercortisolismo en pacientes con sospecha
de SC.

La utilizacién de la saliva plantea ventajas importantes con respecto a las
técnicas utilizadas habitualmente para el screenig y confirmacién del
hipercortisolismo y que estan relacionadas:

19 con la facilidad para la toma de la muestra, que permite la toma de
tantas muestras como sea necesario sin apenas trastorno para el paciente ya
que se puede realizar en régimen ambulatorio

20 con la eficacia diagnostica, que como veremos a continuacion, es
comparable, cuando no superior, a la de las técnicas utilizadas habitualmente
para el despistaje del SC

39 con el ahorro en costes directos e indirectos que supone su
utilizacion.

Los resultados que hemos obtenido en relacién a la eficacia diagndstica
del cortisol en saliva, sugieren que la determinacién a las 23 h constituye una
herramienta diagnostica de gran utilidad,. Para un punto de corte de 7.05
nmol/L alcanzamos una sensibilidad de 96%, una especificidad del 86% y un
area bajo la curva de 0.951 (p<0.001), superiores a los resultados que hemos
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obtenido para el CLU, cortisol tras supresion con dexametasona y comparables
a los obtenidos para cortisol plasmatico nocturno, aunque en este ultimo caso,
el area bajo la curva fue discretamente inferior, 0.969. La existencia de
relaciones significativas entre los niveles de cortisol en saliva y alguno de los
factores que dificultan el diagndstico del SC como es la hipertension o la
obesidad, creemos que no limita su utilizacién ya que el resto de los test se ven
igualmente afectados. La combinacion de la determinacion del cortisol en saliva
nocturno con la determinacion tras frenacion con dexamentasona mejora el
rendimiento diagndstico alcanzandose valores de sensibilidad y especificidad
proximos al 100%. La utilizacion aislada de la determinacion del cortisol en
saliva tras frenacién con dexametasona para un punto de corte de 8.1 nmol/L
dio una sensibilidad del 91% y una especificidad del 99% con un area bajo la
curva de 0.789, semejantes a los obtenidos para el cortisol plasmatico tras
supresion que para un punto de corte de 52 nmol/L ofrece una sensibilidad del
85.7%, especiﬁcidad del 84 % y area bajo la curva de 0.791.

Los resultados para el cortisol en saliva a las 8 de la mafiana, al igual
que el cortisol plasmatico, ofrece un pobre rendimiento diagndstico y no parece
que aporte ninguna ventaja frente a la determinacion nocturna o tras frenacion.

La gran cantidad de determinaciones de cortisol a realizar, hace
necesario que la cuantificacién se pueda realizar en analizadores automaticos.
Se ha hemos evaluado su aplicacién en un analizador E170 (Roche Diagnostic),
totalmente automatico y que proporciona rendimientos de 170 test/ h.

No se ha encontrado una normativa internacional donde se reflejen los
requisitos de calidad concretos que deberian cumplir los procedimientos de
medida empleados en el laboratorio clinico. En principio, los objetivos de
calidad deben ser decididos por cada laboratorio a partir de la informacién
disponible en la bibliografia, variabilidad biolégica del analito que se mide, los
criterios de cambios o diferencias de importancia médica, el estado del arte y
las recomendaciones de la CLIA 88 (Clinical Laboratory Improvement Act,
1988).

La variabilidad bioldgica es uno de los parametros que se utiliza a la hora

de establecer los limites de imprecision aceptables para un procedimiento de
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medida. Se considera que una prestacién Optima es aquella en la que la
imprecisién es inferior a 0.25 veces la variabilidad bioldgica intraindividuo, una
prestacion aceptable es aquella en la que la imprecisién es inferior a 0.50 veces
la variabilidad bioldgica intraindividuo y una prestacion minima es aquella en la
que la imprecisién es inferior a 0.75 veces la variabilidad biolégica intraindividuo
(134), a partir de los resultados de variabilidad bioldgica intraindividuo de
Simon K y colaboradores (135), los limites de imprecision para la determinacién
del cortisol en saliva, éptimos, aceptables y minimos deberia oscilar entre 5.1%,
10.25% y 15.3%, respectivamente. En nuestro estudio, en ningln caso, la
imprecision interserie o intraserie superd los limites recomendados.

La diferencia minima recomendada para un resultado obtenido por dos
procedimientos de medida distintos también se calcula a partir de la variabilidad
bioldgica, se acepta, que la diferencia no debe ser superior a 0.33 veces la
variabilidad bioldgica (136). Para el cortisol en saliva la diferencia maxima
aceptable, cuando se determina por dos procedimientos de medida distintos,
seria del 6.75%, muy superior, a las diferencias encontradas entre los dos
procedimientos evaluados (RIA y ECLIA), que en nuestro caso, fue de 0.35
(media de las diferencias de los resultados de cortisol obtenidos por ECLIA y
RIA). La ecuacién de regresion obtenida del estudio de comparacién, mostrd
una pendiente de 1,0119 (95% IC: 1,0047 -1,0195) y un coeficiente de
correlacién con una r= 0,9997 (P<0,0001). El estudio de linealidad mostr6
una relacion lineal entre concentraciones de cortisol entre 0.5 y 120 nmol/L,
con una pendiente de  0,9479 (95% IC: 0,9479 - 0,9479) y una sensibilidad
analitica de 0.5 nmol/L.

Uno de las principales ventajas que tiene la determinacién del cortisol en
saliva es la facilidad de la toma de la muestra. Se trata de un procedimiento
sencillo que se puede realizar de forma ambulatoria en el domicilio del paciente
y posteriormente ser remitida al laboratorio por correo postal, sin necesidad de
ning(n desplazamiento ni pérdidas de tiempo por parte del paciente. Se evalud
la estabilidad del cortisol a temperatura ambiente en los dispositivos de
recogida de muestras. Para una semana, no se producen diferencia
significativas en los resultados de cortisol, media de las diferencias —0.1 nmol/L,

116




Discusién

pendiente de regresion 1.0345 (95% IC: 0.9404 — 1.1746) y coeficiente de
correlacion r= 0.9627 (95% IC: 0,9283 - 0,9808 p<0.0001).

La aplicacion de la determinacion del cortisol en saliva al algoritmo
diagndstico del SC supone un ahorro importante, sobre todo en los costes
indirectos, derivados de la facilidad para la toma de las muestras, que hace que
no sea necesario el ingreso hospitalario de los pacientes o la recogida durante
24 horas de muestras de orina, reservandose estos procedimientos para
aquellas situaciones en los que los resultados no sean definitivos. La aplicacién
de esta técnica permite, ademds, de una forma sencilla y barata, realizar
screenig de hipercortisolismo en poblaciones de riesgo, como son los obesos,
diabéticos o hipertensos, su uso en situaciones en los que se alteren las
concentraciones de la proteina transportadora como son el embarazo,
hipertiroidismo 0 en mujeres que consumen esteroides contraceptivos.

El algoritmo diagnostico propuesto implica (figura 6.1): realizacion de
cortisol en saliva nocturno y cortisol en saliva tras frenacidn con
dexamentasona, a todos aquellos pacientes que consulten por sospecha de SC.
En caso de que las dos pruebas sean positivas se confirma el diagnostico de
hipercortisolismo y se procede a la realizacion del diagndstico etioldgico. En
caso de que las dos pruebas sean negativas, se excluye el SC. Si los resultados
son discordantes se propone repetir el estudio transcurridos unas semanas.

Algoritmo diagnostico SC.

Reevaluar

Figura 6.1 Algoritmo diagndstico propuesto para el SC.

117




Discusion

La utilizacion del algoritmo propuesto supone un ahorro econdmico
considerable para todos los casos estudiados.

Paciente con sospecha clinica de SC en el que no se confirma el
hipercortisolismo: coste algoritmo actual (CLUx2) 1153 euros, coste algoritmo
propuesto (CS x2) 15.58 euros, Ahorro por paciente 1137.42 euros.

Paciente con sospecha clinica y analitica de SC: coste del algoritmo
actual (CLUx2, CP23x2, CP1M) 3512.22 euros. Coste algoritmo propuesto (CS23
x2, CS1M) 24.4; Ahorro por paciente de 3487.82 euros.

Teniendo en cuenta la incidencia de los dos (ltimos afios, la aplicacion
del algoritmo actual supondria un coste de 619.161 euros para el estudio de
611 pacientes con un resultados de 74 pacientes con sospecha analitica de
hipercortisolismo y 21 diagndsticos de SC. La aplicacion del algoritmo propuesto
tendria un coste de diagnostico de 8984 euros. El total de ahorro en costes
para la poblacién estudiada es de 610.177 euros por dos afios, es decir un
ahorro de 305.088 euros afio.
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8 CONCLUSIONES

1 El sindrome de Cushing es una enfermedad grave, la supervivencia
cuando el diagnéstico se hace en estadios muy evolucionados es de 4.7 afios,
sin embargo, cuando se el diagndstico se hace precozmente los estandares de
mortalidad son equivalentes a los de la poblacién normal, por lo que es
necesario disponer de pruebas diagnosticas con una adecuada sensibilidad y
especificidad para el screening de situaciones de hipercortisolismo.

2 Aunque la incidencia del hipercortisolismo permanece estable, en los
dltimos afios esta surgiendo la necesidad de realizar screenig de
hipercortisolismo en situaciones de riesgo como son la diabetes, obesidad,
osteoporosis, hipertensidn, etc. Teniendo en cuanto la prevalencia de estas
situaciones de riesgo, en los préximos afios la cuantificacion del cortisol va a ser
una determinacion analitica muy extendida.

3 Las determinaciones que en la actualidad disponemos para el
screening del hipercortisolismo plantean problemas importantes relacionados
con la falta de rentabilidad diagndstica, el coste o los errores diagndsticos
derivados de la dificultad para la toma de la muestra.

4 La utilizacion del cortisol en saliva para el screenig de hipercortisolismo
plantea ventajas importantes con respecto a las determinaciones que
habitualmente se utilizan en estos casos y que estan relacionadas con:

4.1 la facilidad de la toma de la muestra. El propio paciente puede
recoger las muestras en su domicilio y luego remitirlas al laboratorio, para su
andlisis, por correo postal. La estabilidad del cortisol en los dispositivos de
recogida de muestras Salivette® permiten una demora de entrega de hasta de
una semana.

4.2 Bajo coste. La determinacion del cortisol en saliva tiene un coste muy
inferior al coste de las determinaciones que actualmente se utilizan para el
screenig del hipercortisolismo, que en la mayoria de los casos, implican, el

ingreso hospitalario del paciente o la perdida de jornadas de trabajo para la
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recogida de orina durante 24 horas. El ahorro por diagnostico de SC se ha
estimado en 1137.42, euros lo que supone un ahorro anual de 23885.82 euros
(para una incidencia de 21 diagndsticos de SC). El ahorro total estimado para
un afio en base a los resultados obtenidos es de 3487.82 euros (estudio de 611
pacientes con sospecha de SC).

4.3 Una eficacia diagnostica comparable al cortisol plasmatico nocturno
considerado como el “gold-estandar” para confirmacién de hipercortisolismo y
superior al CLU. La determinacién del Cortisol en saliva a las 23 h tiene una
sensibilidad del 96% , especificidad del 92.7 %, valor predictivo positivo del
80% y valor predictivo negativo del 98.7% (para un punto de corte de 7.05
nmol/L), es decir, la utilidad estriba fundamentalmente en es descartar el
hipercortisolismo ya que una prueba negativa excluye el hipercortisolismo en el
98.7 % de los casos y la probabilidad de tener hipercortisolismo con una
prueba negativa es del 1.3% (probabilidad post-prueba negativa del 1.3%). La
combinacién del Cortisol en saliva a las 23 h con el cortisol en saliva tras
frenacién con dexametasona mejora la rentabilidad diagnéstica alcanzando
cifras de sensibilidad y especificidad proximas al 100%.

4.4 La capacidad para adaptar esta técnica en analizadores automaticos
que posibilitan la realizaciéon de un gran nimero de determinaciones en poco
tiempo. Los resultados de la evaluacién analitica del cortisol en saliva en el E
170 asi lo demuestran. Todos los parametros evaluados, imprecision, exactitud,
linealidad y limite de deteccidn presentaron unos resultados que se consideran
aceptables.

45 La facilidad de la toma de la muestra, el bajo coste de las
determinaciones y la elevada sensibilidad diagndstica hace posible la utilizacién
del cortisol en saliva para el screenig de hipercortisolismo en poblaciones de
riesgo, aspecto que a dia de hoy con los procedimientos habituales no es
posible realizar, ya que el riesgo afecta a enfermedades con una elevada
prevalencia, como es, la diabetes, hipertension, obesidad, anorexia nerviosa,

trastornos psiquiatricos etc..
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5 El algoritmo diagndstico propuesto para el screenig y confirmacion de
hipercortisolismo, incluye la determinacion de dos cortisol en saliva a las 23
horas combinados con una supresion con Dexametasona, a todos aquellos

pacientes que consulten por sospecha clinica de hipercortisolismo.
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