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RESUMO

Lopes LML. Padronizagcdo dos valores de referéncia de cortisol salivar
noturno em gestantes: comparacdo com os valores de mulheres nao
gravidas e pacientes com doenca de Cushing [Dissertacdo]. Sado Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2014

A ocorréncia de sindrome de Cushing (SC) durante a gestagéo é rara, e esta
associada com significativa morbidade e mortalidade materna. O diagnostico
da SC durante a gestacao é, por vezes, problematico pela superposicdo de
achados clinicos e laboratoriais com a gestacdo normal. Em relacdo aos
aspectos laboratoriais, a ativagdo do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal (HHA)
materno na gestacdo altera parametros e testes utilizados para o
rastreamento da SC. Desta forma, a confirmacéo do hipercortisolismo € mais
dificil na gestacdo, particularmente no segundo e terceiro trimestres. Dentre
0S exames de rastreamento, o cortisol salivar noturno (CSN), por indicar
alteracéo no ritmo circadiano de secrecéao de cortisol, que € caracteristico da
SC, tem sido considerado método importante para diferenciar gravidas com
SC daquelas com gravidez normal, que apresentam ritmo circadiano
preservado. No entanto, os valores de referéncia do CSN na gravidez néo
estdo estabelecidos. Desta forma, o presente estudo tem como objetivo
determinar os valores de referéncia de CSN em gestantes no primeiro,
segundo e terceiro trimestres tendo como grupo controle mulheres néo
gravidas e pacientes portadoras de doenca de Cushing (DC), com a
finalidade de contribuir para o diagnostico diferencial entre o
hipercortisolismo fisiol6gico e o patolégico durante a gestacdo. Para tanto, o
CSN foi mensurado por meio do ensaio imunoenzimético (ELISA) em trés
grupos de individuos: 85 gestantes (grupo gestante), 33 mulheres nao
gravidas (grupo controle) e 25 mulheres ndo gravidas com DC (grupo DC).
Observou-se menor concentracdo do CSN no grupo controle (mediana de
0,07 pg/dL) e as maiores no grupo DC (mediana de 0,51 pg/dL). Notou-se
tendéncia de aumento das medianas do CSN no decorrer dos trimestres da
gestacdo (primeiro trimestre: 0,08 pg/dL; segundo trimestre: 0,10 pg/dL;
terceiro trimestre: 0,15 pg/dL). Em relacdo ao grupo controle, 0 CSN mostrou
aumento de 1,1 vezes no primeiro trimestre, 1,4 vezes no segundo trimestre
e de 2,1 vezes no terceiro trimestre da gestacdo. No grupo DC, o CSN foi
significantemente superior ao do grupo controle e ao terceiro trimestre
gestacional. Observou-se, ainda, que os valores de CSN foram
significantemente superiores no terceiro trimestre da gestacédo em relacdo ao
grupo controle. No presente estudo, determinamos valores de referéncia
para o CSN na gestagcdo, sendo o limite superior para o CSN nos
respectivos trimestres gestacionais: 1° trimestre (0,25 pg/dL), 2° trimestre
(0,26 pg/dL) e 3° trimestre (0,33 pg/dL). Os valores de corte do CSN que
separaram da melhor forma possivel o grupo DC do grupo gestante nos trés



trimestres foram, respectivamente, 0,255 pg/dL; 0,260 pg/dL e 0,285 pg/dL.
A comparagao dos valores de corte de CSN de gestantes sem DC com 0s
de pacientes portadoras de DC mostrou alto grau de sensibilidade e
especificidade, decrescendo no avancar da gestacdo. Mesmo no terceiro
trimestre, foram de 80% e 93%, respectivamente. Em conclusdo, foi
observado um aumento progressivo do CSN no decorrer da gestacéo
normal, sendo que concentragcbes maximas foram encontradas no terceiro
trimestre. Um aumento estatisticamente significante do CSN foi encontrado
entre o terceiro trimestre de gestacdo e o0 grupo controle. Foram
estabelecidos valores de referéncia para o método CSN nos trés trimestres
gestacionais e foi encontrada uma boa acuracia diagnéstica do CSN na
diferenciacdo entre gestantes normais e pacientes portadores de DC,
mesmo no terceiro trimestre gestacional.

Descritores:  Saliva/quimica; Gravidez; Sindrome de  Cushing;
Hipersecrecao hipofisaria de ACTH.



ABSTRACT

Lopes LML. Standardization of reference values for nighttime salivary
cortisol in pregnant women: comparison with values in non-pregnant women
and patients with Cushing's disease [Dissertation]. S&o Paulo: "Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo"; 2014

Cushing's syndrome (CS) occurs rarely during pregnancy and is associated
with significant maternal morbidity and mortality. Diagnosing CS during
pregnancy is sometimes challenging, due to overlapping of clinical and
laboratorial findings of the disease with characteristics of normal pregnancy.
In addition, activation of the maternal hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA)
axis during pregnancy interferes with parameters and tests for screening of
CS. Therefore, confirmation of hypercortisolism is more difficult during
pregnancy, particularly in the second and third trimesters. Among the
screening tests, nighttime salivary cortisol (NSC), which can detect changes
in the circadian rhythm of cortisol secretion characteristic of CS, has been
considered an important method to distinguish pregnant women with CS from
normal pregnant women, in whom the cortisol circadian rhythm is preserved.
However, NSC reference values in pregnancy have not yet been established.
Thus, this study aims to determine the reference values for NSC in pregnant
women in the first, second and third trimesters, using non-pregnant women
and patients with Cushing's disease (CD) as controls, in order to establish
values to distinguish between physiological and pathological hypercortisolism
during pregnancy. To achieve that, we measured NSC by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) in three groups of individuals: 85 pregnant
women (pregnancy group), 33 non-pregnant women (control group) and 25
non-pregnant women with CD (CD group). Concentration of NSC was lowest
in the control group (median 0.07 pg/dL) and highest in the CD group
(median 0.51 pg/dL). Median NSC showed a trending increase at each
consecutive gestation trimester (first trimester: 0.08 pg/dL; second trimester:
0.10 pg/dL; third trimester: 0.15 ug/dL). Compared with the control group,
NSC showed increases of 1.1 times in the first trimester, 1.4 times in the
second trimester and 2.1 times in the third trimester of pregnancy. Levels of
NSC were significantly higher in the CD group compared with the control
group and with the third gestational trimester. Values of NSC were also
significantly higher in the third gestational trimester compared with the control
group. The upper limit values for NSC during pregnancy determined in this
study were 0.25 pg/dL in the first trimester, 0.26 pg/dL in the second
trimester and 0.33 pg/dL in the third trimester. The cutoff NSC values that
best separated the CD group from the pregnancy group in all three trimesters
were, respectively, 0.255 pg/dL, 0.260 pg/dL and 0.285 pg/dL. The
comparison between cutoff values of NSC in pregnant women without CD
with those in patients with CD showed a high degree of sensitivity and



specificity, which declined with the advancement of pregnancy. In the third
trimester, sensitivity and specificity were still high at 80% and 93%,
respectively. In conclusion, a progressive increase in NSC levels was
observed during normal pregnancy, with maximum concentrations found in
the third trimester. A statistically significant increase in NSC was found in the
third gestational trimester when compared with the control group. Reference
values were established for the NSC method in the three gestational
trimesters with a good diagnostic accuracy of NSC in distinguishing between
normal pregnant women, including those in the third gestational trimester,
from patients with CD.

Descriptors: Saliva/quimica; Pregnancy; Cushing syndrome; Pituitary ACTH
hipersecretion.
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1 INTRODUCAO

1.1 Sindrome de Cushing

1.1.1Definicdes e epidemiologia

A sindrome de Cushing (SC) é um estado clinico resultante de
prolongada e inapropriada exposi¢do a concentracdes séricas elevadas de
cortisol, com perda da contrarregulacdo normal do eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal (HHA) e alteracdo no ritmo circadiano de secrecdo de cortisol
(Trainer & Grossman, 1991; Newell-Price et al., 1998).

A SC exdOgena, causa mais comum de SC, deve-se a exposicdo
crdnica aos glicocorticoides exdgenos (Newell-Price et al., 2006; Pivonello et
al., 2008), sejam eles orais, topicos, injetaveis e/ou inalatérios (Newell-Price
et al., 2006; Guaraldi & Salvatori, 2012). Por sua vez, a SC enddgena € uma
condicao rara, com incidéncia de 2 a 3 casos por 1.000.000/habitantes/ano
(Nieman et al., 2008). Estudos recentes, entretanto, sugerem que a SC é
mais comum do que anteriormente se acreditava ocorrendo em 0,5-1% dos
pacientes hipertensos, 6-9% dos individuos com incidentalomas adrenais, 2-
3% dos pacientes com diabetes mellitus (DM) mal controlado, e 11% dos
individuos com osteoporose inexplicada e fraturas vertebrais (Carrol &
Findling, 2010). A SC enddgena acomete individuos em varias faixas etérias,
mas com maior prevaléncia entre 20-30 anos, sendo mais frequente no sexo

feminino (Beauregard et al., 2002).

1.1.2Classificacéao

A SC endbégena pode ser classificada, quanto ao mecanismo

fisiopatolégico, em dois grupos: (1) causas ACTH-dependentes em que



1 Introducao 3

concentragbes de ACTH séo elevadas ou inapropriadamente normais para
0S niveis de cortisol; e (2) causas ACTH independentes em que as
concentracdes plasmaticas de ACTH estdo indetectaveis ou baixas.

As causas dependentes de ACTH representam 80-85% dos casos de
SC e, dentre elas, a doenca de Cushing (DC), decorrente de adenoma
hipofisario produtor de ACTH, é responsavel por 80% dos casos. Os 20%
restantes sdo representados pela secrecdo ectopica de ACTH (SEA),
principalmente por carcinoides brbénquicos ou carcinoma de pequenas
células de pulméo (Arnaldi et al., 2003; Newell-Price et al., 2006). O grupo
ACTH-independente € representado por doencas adrenais primarias,
principalmente por adenomas em 60% e carcinomas em 40% dos casos
(Newell-Price et al., 1998; Newell-Price et al., 2006). Outras raras causas
sao a hiperplasia adrenal macronodular, doenca adrenal nodular pigmentada
priméria (isolada ou como parte do complexo de Carney) e sindrome de
McCune-Albright (Newell-Price et al., 1998; Newell-Price et al., 2006; Carrol
& Findling, 2009).

1.1.3Manifestacdes clinicas

As manifestagdes clinicas da SC acometem vérios 6rgéos e tecidos,
nao existindo total especificidade dos sinais e sintomas (tabela 1). As
caracteristicas clinicas podem variar entre diferentes pacientes e ainda
conforme o estado de ciclicidade, o que leva a dificuldade diagnoéstica.
Existe, ainda, uma superposi¢cao destas manifestacoes com outras situacdes
clinicas, tais como sindrome metabdlica e obesidade. E, para diferenciar
destas situacbes algumas morbidades, sdo consideradas mais especificas
da SC:. osteoporose, miopatia proximal, equimoses surgidas
espontaneamente ou aos minimos traumatismos, atrofia cutanea, estrias
purpuricas e maiores que 1 cm, pletora facial, doencas psiquiatricas,

nefrolitiase e, em criangas, diminuicdo da velocidade do crescimento
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(Findling & Raff, 2001; Newell-Price et al., 2006; Newell-Price, 2008; Nieman
et al., 2008; Carrol & Findling, 2010).

Tabela 1 - Manifestacdes clinicas da sindrome de Cushing com respectivas
frequéncias

Manifestacdao clinica Proporcéo
Obesidade ou ganho de peso 95%
Pletora facial 90%
Facies arredondada (“de lua cheia”) 90%
Diminui¢&o de libido 90%
Adelgacamento da pele 85%
Diminui¢do do crescimento linear em criangas 70-80%
Irregularidade menstrual 80%
Hipertenséo arterial 75%
Hirsutismo 75%
Depresséo/labilidade emocional 70%
Fragilidade capilar 65%
Intolerancia a glicose 60%
Miopatia proximal 60%
Osteopenia ou fratura 50%
Nefrolitiase 50%

FONTE: Adaptado de Newell-Price (2006).

1.1.4Diagnéstico

Apds a suspeita clinica de SC, excluindo-se fonte exégena de
glicocorticoide e diante de algum sinal ou sintoma de maior especificidade, o
diagnoéstico deve ser baseado em duas etapas sequenciais. A primeira etapa
consiste na confirmacdo do hipercortisolismo. Diante da confirmacéo,
prossegue-se, entdo, a investigacdo quanto a sua possivel etiologia.

Trés exames diagnoésticos de primeira linha sao, atualmente,
empregados para confirmacdo da SC: a medida do cortisol livre em urina de
24h (UFC), supresséo do cortisol sérico por doses baixas de dexametasona

(DMS) (LDDST) e a avaliagcdo do ritmo circadiano do cortisol por meio da
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dosagem do cortisol salivar entre 23h e 24h (Arnaldi et al., 2003; Castro &
Moreira, 2007; Nieman et al., 2008; Carrol & Findling., 2010). Nenhum dos
exames de primeira linha tem 100% de acuréacia diagndstica (Pivonello et al.,
2008). Desta forma, dois exames inequivocos confirmam o hipercortisolismo
(Guaraldi & Salvatori, 2012).

Outros exames usados para confirmacdo do hipercortisolismo séo a
dosagem do cortisol sérico a meia-noite e o teste combinado de
dexametasona-CRH (horménio de liberacdo da corticotropina), sendo que,
atualmente, devem ser reservados para situacbes especificas em que os
testes de primeira linha de rastreamento ndo forem conclusivos (Arnaldi et
al., 2003; Nieman et al., 2008).

Dentre os exames de primeira linha, o UFC reflete um indice integrado
do cortisol livre que circulou no sangue durante esse periodo. Em contraste
com as concentracdes do cortisol sérico, que refletem o cortisol total, 0 UFC
nao € afetado por fatores que influenciam a proteina ligadora de globulina.
Em virtude da possibilidade de hipercortisolismo intermitente, indica-se a
coleta de trés amostras de UFC. E, se estes valores forem normais, o
diagnostico de SC é altamente improvavel na auséncia de insuficiéncia
renal. Por outro lado, valores de UFC maiores que 4 vezes o limite superior
da normalidade sugerem fortemente o diagnostico de SC (Newell-Price et
al., 2006; Castro & Moreira, 2007; Alexandraki & Grossman, 2011). Estudos
mais antigos realizados do UFC mostram sensibilidade e especificidade
diagndstica de 95-100% e 98%, respectivamente, na diferenciacdo de SC e
obesidade (Newell-Price et al., 1998). No entanto, estudos atuais do UFC
para o diagnoéstico da SC reportam uma sensibilidade que varia de 45-71% e
especificidade de 100%. Uma provavel explicacdo para esta baixa
sensibilidade sé&o os pacientes que apresentam quadros leves de SC (Carrol
& Findling, 2010; Alexandraki & Grossman, 2011). Valores pouco acima da
referéncia do método podem estar presentes nestes pacientes com quadros
leves de SC e também em outras situacdes, como depressdo, ansiedade
cronica, alcoolismo, gestagdo, anorexia nervosa e individuos cronicamente

doentes. SituagOes estas consideradas estados de pseudo-Cushing. O uso
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de medicamentos como carbamazepina, digoxina e fenofibrato também
pode levar a resultados falso-positivos (Arnaldi et al., 2003; Castro &
Moreira, 2007; Nieman et al., 2008). Em relacdo a resultados falso-
negativos, estes sdo observados nos erros de coleta da amostra urinaria de
24h e na presenca de insuficiéncia renal cronica (Nieman et al., 2008). Desta
forma, apesar do UFC ser util na confirmacdo da SC, como sua sensibilidade
e especificidade ndo sédo ideais, ele deve ser realizado em combina¢cdo com
outros testes de rastreamento para confirmacéo do hipercortisolismo (Arnaldi
et al., 2003; Castro & Moreira, 2007).

O LDDST tem como racional o fato de que doses suprafisiolégicas de
glicocorticoide suprimem o ACTH e, portanto, a secrecdo de cortisol em
individuos normais. Na SC, ha uma perda da retroalimentacdo normal do
eixo HHA e nao ocorre esta supressdao (Nieman et al.,, 2008; Carrol &
Findling, 2010). O teste mais utilizado consiste na determinagéo do cortisol
sérico as 8h apos ingestdo de 1mg de DMS entre 23h e 24h (overnight). O
valor de corte recomendado pela Endocrine Society para este teste € < 1,8
pg/dl, o que aumenta a sensibilidade para 95%, com especificidade proxima
de 80% para o diagnostico da SC (Wood et al., 1997; Nieman et al., 2008).
Falso-positivos podem ocorrer em estados de pseudo-Cushing, aumento da
CBG (globulina ligadora de cortisol), como ocorre no uso de estrdgeno ou
durante a gestacdo, e metabolizacdo aumentada ou absor¢cdo diminuida da
DMS (Arnaldi et al., 2003). Diversos farmacos podem acelerar o
metabolismo hepatico da DMS, como, por exemplo, carbamazepina,
fenitoina, fonobarbital, rifampicina e pioglitazona (Nieman et al., 2008). Na
insuficiéncia renal crbnica, tanto a absor¢do da DMS como sua depuracao
renal podem estar diminuidas (Newell-Price et al., 1998). Na avaliagdo de
respostas falso-positivas e falso-negativas, alguns especialistas preconizam
a dosagem simultinea de cortisol e DMS para se certificarem das
concentracdes plasmaticas adequadas de DMS (Meikle, 1982; Nieman et al.,
2008). Dentre os exames utilizados para rastreamento da SC, o LDDST é o
gque melhor avalia hipercortisolismo subclinico em pacientes com
incidentaloma adrenal (Deutschbein et al., 2009; Raff, 2013).
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1.1.4.1 Cortisol salivar noturno

A secrecdo do cortisol € regulada pelo eixo HHA e caracterizada por
uma ritmicidade circadiana. As concentracdes plasmaticas de ACTH
comecam a se elevar entre 3 e 4h da manha, alcancando pico entre 7 e 9h e
reduzem durante o dia com suas menores concentracdes em torno da meia-
noite (Krieger et al., 1971; Nieman et al., 2008; Mert et al., 2013). Os valores
do cortisol sérico e salivar espelham tal fato, sendo as concentracdes mais
elevadas observadas entre 8 e 9h da manh4, e seu nadir em torno da meia-
noite, na auséncia de estresse. Esse ritmo circadiano esta alterado em
pacientes com SC, sendo que a elevacdo do cortisol ao final da noite é
considerada marcador sensivel e precoce para SC (Carrol et al.; Nieman et
al., 2008; Carrol & Findling, 2010).

O cortisol circula na corrente sanguinea ligado cerca de 90% a CBG,
7% a albumina e em menor quantidade circula na forma livre
metabolicamente ativa (Brien, 1981; Alexandraki & Grossman, 2010). O
cortisol salivar reflete esta forma livre biologicamente ativa, ndo sendo
influenciado por proteinas de ligagdo. Um aumento no cortisol sérico €
refletido por alteracdo na concentracdo do cortisol salivar em poucos
minutos, mostrando que estdo em equilibrio. A concentracdo do cortisol
salivar ndo parece ser influenciada pela taxa de fluxo salivar (Viardot et al.,
2005; Nieman et al., 2008; Zerikly et al., 2010) e estudos realizados mostram
fluxos salivares semelhantes em gestantes e ndo gestantes (Laine et al.,
1988; Abrao et al., 2014).

A utilidade do cortisol salivar no diagnéstico da SC foi, inicialmente,
mostrada em estudos realizados a partir da década de 80 (Hiramatsu, 1981;
Luthold et al., 1985). Nos dias atuais, o cortisol salivar tem sido considerado
um dos exames mais importantes para rastreamento e diagnostico da SC, o
gue é corroborado por duas recentes metanalises (Carrol et al., 2009; Zhang
et al.,, 2013). Outro recente estudo realizado mostra, ainda, que o cortisol
salivar tem desempenho diagndstico superior ao UFC e deve ser usado

como principal teste diagnéstico para SC (Elias et al., 2014).
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A dosagem do cortisol salivar noturno (CSN), assim como do cortisol
sérico a meia-noite, tem como racional avaliar as concentracdes de cortisol
no momento de nadir do ritmo circadiano normal, visto que, como referido
anteriormente, os pacientes com SC apresentam ritmo circadiano alterado.
Concentragcdo anormalmente elevada de cortisol sérico a meia-noite é
indicador sensivel para SC. No entanto, sua coleta carece de praticidade e
seu valor pode ser influenciado pelo estresse da puncdo venosa. Desta
forma, o CSN é um exame mais pratico para avaliacdo da perda do ritmo
circadiano na SC (Alexandraki & Grossman, 2010).

Destacam-se como métodos disponiveis para medida do cortisol
salivar: o imunoensaio e a espectrometria de massas (cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas em sequéncia-LC-MS/MS).
Imunoensaio inclui o radioimunoensaio (RIA), ensaio imunoenzimético
(ELISA), eletroquimioluminescéncia (ECLIA) e deteccdo fluorométrica. No
imunoensaio, embora haja variacdo no método de deteccdo e na sua
automatizacdo, sdo todas dosagens competitivas de ligacdo utilizando
anticorpos primarios contra cortisol conjugado (Raff, 2012).

O primeiro ensaio utilizado para o cortisol salivar na SC foi o RIA, mas
0s ensaios validados mais recentemente sao ELISA e LC-MS/MS (Nieman et
al., 2008; Alexandraki & Grossman, 2010). Os métodos de imunoensaio tem
vantagens como baixo custo, facilidade de execugdo e necessidade de
pequenos volumes de saliva, como, por exemplo, o método ELISA que
necessita de 20-40 pl de saliva para sua realizacdo. E como desvantagem
podem apresentar reacdo cruzada com esteroides sintéticos (Raff, 2012;
2013). Ja o LC/MS-MS requer equipamentos caros e sofisticados,
profissional experiente e necessita de quantidade maior de saliva (= 100 pl),
mas é extremamente Util para avaliar o uso de esteroides sintéticos, sendo
para estes casos o melhor método (Raff, 2009; 2013).

Estes métodos resultam em diferentes valores de referéncia e
apresentam diferengcas na sensibilidade e especificidade (Raff, 2012).
Investigadores de diversos paises reportaram uma sensibilidade de 92-100%

e uma especificidade de 93-100% para o CSN no diagnostico da SC (Castro
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et al., 1999; Papanicolaou et al., 2002; Yaneva et al., 2004; Carrol et al.,
2009). Uma recente metanalise, ja comentada anteriormente, foi realizada
com estudos publicados de janeiro de 1998 a dezembro de 2012 e também
mostrou sensibilidade e especificidade maiores que 90% (Zhang et al.,
2013). Embora a LC/MS-MS tenha surgido como método promissor para
mensuracdo do cortisol salivar, alguns recentes estudos mostram baixa
sensibilidade e especificidade deste método para SC em comparacdo com
0os métodos de imunoensaio (Zerikly et al., 2010; Erickson et al., 2012; Raff,
2013). Um destes estudos mostra sensibilidade de 74,5% e especificidade
de 90,1% da LC/MS-MS para o diagndéstico da SC (Erickson et al., 2012).

A medida do cortisol na saliva é simples, reprodutivel, ndo invasiva,
pode ser realizada ambulatorialmente e reflete o estado do ritmo circadiano
de secrecdo de cortisol, como referido anteriormente (Castro et al., 2000;
Alexandraki & Grossman, 2010). A amostra é estavel a temperatura
ambiente por 7 dias ou por varias semanas quando refrigerada, e pode ser
enviada para um laboratério de referéncia (Nieman et al., 2008; Alexandraki
& Grossman, 2010; Inder et al., 2012).

Os erros pré-analiticos mais comuns para o cortisol salivar sdo a coleta
da amostra em horério incorreto e a contaminacdo da amostra de saliva,
principalmente por meio da contaminacdo das maos, labios e mucosa oral
por cremes com hidrocortisona, por exemplo. Ainda podemos destacar como
erros pré-analiticos o uso de cigarro antes da coleta do cortisol salivar,
algum evento estressante vivido antes de ser colhida a amostra e a
contaminacao da saliva com sangue (Raff, 2012).

A maioria dos valores de referéncia de ensaios comerciais €
desenvolvida usando amostra de voluntarios saudaveis e, geralmente, nao
levam em consideracao idade, género e outras condicbes medicas (Baid et
al., 2007). Condicdes como disturbios psiquiatricos (depresséo, transtorno
obsessivo compulsivo), DM mal controlado, gestacdo e alcoolismo estédo
associadas com concentracfes mais elevadas de CSN. O uso de cigarros
antes da coleta também esta associado a um aumento dos valores do CSN,

em virtude da inibicdo da enzima 11B-hidroxiesteroide desidrogenase 2 (11
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HSD 2), enzima que pode estar expressa na glandula salivar e que catalisa a
conversao dos glicocorticoides ativos em seus metabdlitos inativos (Carroll &
Findling, 2008). Em estudo realizado em homens com mais de 60 anos,
foram encontrados resultados falso-positivos de CSN em hipertensos e
diabéticos (Liu et al., 2005). Outro estudo mostra ainda elevada
porcentagem de falso-positivo em obesos (Baid et al., 2007). Desta forma, o
desenvolvimento de valores de referéncia em populacdes especificas
selecionadas € extremamente importante, sendo ideal para cada centro de
referéncia a normatizacdo dos seus proprios valores para o método
empregado (Viardot et al.,, 2005; Alexandraki & Grossman, 2010;
Deutschbein & Petersenn; Mert et al., 2013).

Diante do exposto, o CSN se destaca, dentre os trés testes
diagndsticos de primeira linha utilizados para o diagnéstico de SC, tanto pela
sua praticidade como também pela alta acuracia no diagnéstico da SC.
Como estes trés testes podem apresentar falso-positivos em estados de
pseudo-Cushing, a avaliacdo do cortisol salivar depende da normatizacéo de
valores de referéncia para populactes especificas ja citadas.

CondicOes associadas com hipercortisolismo sdo mostradas na Tabela 2.

Tabela 2 - Condi¢cdes associadas com hipercortisolismo na auséncia de
sindrome de Cushing

Condicbes
Algumas caracteristicas clinicas da sindrome de Cushing podem estar presentes
Gestacéo
Depresséo e outros transtornos psiquiatricos
Alcoolismo
Resisténcia glicocorticoide
Obesidade morbida
Diabetes mal controlado
Sem caracteristicas clinicas da sindrome de Cushing
Estresse fisico (hospitalizacao, cirurgia, dor)
Anorexia nervosa
Amenorreia hipotalamica
Excesso CBG (aumenta cortisol sérico e ndo o urinario)

FONTE: Adaptado de Nieman et al. (2008)
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1.2 Eixo hipotalamo-hipo6fise-adrenal e gestagéo

A gestacdo em mulheres normais esta associada a um aumento da
ativacdo do eixo HHA materno. Desta forma, UFC, 17-hidroxiesteroides (17
OH) plasmaticos, cortisol plasmatico total e livre, e CBG estdo elevados na
gestacdo (Nolten et al., 1980; Carr et al., 1981; Lindsay & Nieman, 2005;
Karaca et al., 2010).

Como resultado do aumento das concentracdes do estrogénio
placentario, a producao hepética de CBG é aumentada, levando a reducao
do clearance do cortisol e, assim, ao aumento nas concentragdes do cortisol
plasmético total (Lindsay & Nieman, 2005; Bronstein et al., 2011). Em virtude
do aumento da CBG, as concentracdes de cortisol livre diminuem
transitoriamente, o que leva a reducdo do feedback negativo e ativacdo do
ACTH, que, entéo, estimula a secrecao de cortisol com o objetivo de manter
as concentracbes do cortisol livre. Estudos realizados mostram valores
elevados de cortisol livre no segundo e terceiro trimestres de gestacéo
(Nolten et al., 1980; Nolten & Rueckert, 1981).

As concentracfes plasmaticas de cortisol total e livre se elevam em
paralelo durante a gestacdo (Demey-Ponsart et al., 1982; Lindsay & Nieman,
2005), sendo reportado um aumento das concentracdes do cortisol
plasmatico em até duas a trés vezes em relacdo as mulheres ndo gravidas
(Nolten et al., 1980; Lindsay & Nieman, 2005). Demey-Ponsart et al.
mostraram que o aumento do cortisol plasmatico pode ser observado a partir
da 11° semana de gestacéo.

Diferentes estudos mostram aumento do cortisol livre de duas a quatro
vezes no decorrer da gestacdo (Nolten & Rueckert, 1981; Cousins et al.,
1983; Allolio et al., 1990; Jung et al., 2011). O cortisol salivar, que reflete o
hormonio livre, estd aumentado até trés vezes no terceiro trimestre da
gestacdo em relacdo as mulheres ndo gravidas (Allolio et al.; Scott et al.,
1990). Nierop et al.,, 2006, também mostraram aumento significativo do
cortisol salivar no terceiro trimestre em comparagdo com os valores

encontrados no segundo trimestre e mulheres ndo gravidas. Outro estudo
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demonstrou que o cortisol salivar apresenta redugdo das suas
concentracfes no decorrer do dia também na gestacao, estando preservado
o ritmo circadiano de secrecao do cortisol. Também corrobora o achado de
outros autores mostrando aumento dos valores do cortisol salivar em
gestantes quando comparadas a mulheres ndo gravidas (Kivlighan et al.,
2008). Especificamente em relacdo ao CSN, seu aumento é observado no
final da gestacao (Scott et al., 1990; Viardot et al., 2005; Manetti et al.,
2012). O UFC e seus metabolitos também se elevam em paralelo ao cortisol
durante a gestacdo. Cousins et al. mostraram aumento médio de 180% do
UFC durante a gestacdo em comparacdo com mulheres ndo gravidas. Em
estudo recente, Jung et al. também encontraram aumento de até trés vezes
do UFC no segundo e terceiro trimestres da gestacao.

Existem diferentes explicacbes para o aumento do cortisol livre:
resisténcia a agdo do cortisol, efeitos antiglicocorticoides em virtude de
elevadas concentracdes de progesterona, alteracao do set point para ACTH,
e secrecao autonoma de ACTH e CRH pela placenta (Lindsay & Nieman,
2005; Karaca et al., 2010).

Apesar da ativagéo do eixo HHA materno, no feto, as concentracdes de
glicocorticoides sdo muito mais baixas que as concentracdes maternas
devido a intensa atividade da enzima 11 § HSD 2 na placenta que catalisa a
conversdo dos glicocorticoides ativos, cortisol e corticosterona, em seus
metabalitos inativos, e protege o feto do hipercortisolismo materno (Seckl et
al., 2000; Lindsay & Nieman, 2005; Karaca et al., 2010; Bronstein et al.,
2011; Duthie et al., 2013). No entanto, no final da gestacédo, a atividade da
enzima favorece a producdo do hormdnio ativo que é importante para
maturacdo pulmonar do feto (Murphy, 1977; Karaca et al., 2010).

A concentracdo do ACTH estd aumentada na gestacdo e alcanca
niveis maximos durante o parto. Um estudo demonstrou a presenca de
ACTH e R-endorfina no tecido trofoblastico, sugerindo um precursor comum,
a pré-opio-melanocortina (POMC) (Demura et al., 1982). Valores elevados
de ACTH sé&o observados no final da gestacdo e sugerem fonte de ACTH

que nado € sujeita ao controle de feedback. Em um estudo, foi observado
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aumento de, aproximadamente, trés vezes nas concentracoes do ACTH
entre o final do primeiro trimestre da gestacao e o terceiro trimestre (Carr et
al.,1981). O ACTH placentério parece contribuir de forma significativa para o
hipercortisolismo na gestacdo e também é regulado pela liberagcdo do CRH
placentario (Lindsay & Nieman, 2005; Karaca et al., 2010). Na gestacao,
destaca-se, ainda, uma maior responsividade adrenal a estimulacdo pelo
ACTH (Nolten et al., 1981; Bronstein et al., 2011). O aumento das

concentracdes do cortisol e ACTH pode ser observado na Figura 1.
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Figura 1 - Aumento no cortisol sérico (O) e ACTH (e) em controles normais
durante gestacdo. Adaptado de Lindsay & Nieman (2005)

A placenta também é responsavel pela elevacdo do CRH durante a
gestacao (Fadalti et al., 2000), que é semelhante ao CRH hipotalamico em
sua estrutura, imunorreatividade e bioatividade (Magiakou et al., 1997;
Lindsay & Nieman, 2005). Embora o ritmo circadiano do ACTH e cortisol
estejam preservados, o ritmo do CRH ainda nao foi bem demonstrado.
Supde-se que exista uma estimulacdo ndo circadiana e ndo pulsatil do eixo
HHA materno pelo CRH placentario (Magiakou et al., 1996; Karaca et al.,
2010). As concentracbes do CRH plasmatico aumentam no decorrer da

gestacdo e comecam a se elevar por volta de 8 semanas (Sorem et al.,
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1996). Estas concentracdes apresentam acentuado aumento em torno de 35
semanas e valores maximos sdo observados por volta de 40 semanas de
gestacdo (Nolten et al., 1980; Goland et al., 1988), conforme demonstrado

na Figura 2.
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Figura 2 - Concentracfes do CRH plasmatico em sete mulheres ao longo da
gestacdo. Adaptado de Lindsay & Nieman (2005)
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Para evitar a hiperestimulacdo desnecessaria do eixo HHA, a proteina
ligadora do CRH (CRHBP) produzida pelo figado controla os efeitos do CRH
placentario. A CRHBP apresenta concentracfes semelhantes em mulheres
gravidas e ndo gravidas, sugerindo que, ao contrario da CBG, a CRHBP néo é
influenciada pelas elevadas concentracdes de estrogénio (Linton et al., 1993).
Durante as Ultimas semanas de gestacdo, uma progressiva reducdo nas
concentracfes desta proteina de ligacdo permite maiores quantidades de CRH
livre para estimular o eixo HHA em preparacao para o parto (Linton et al., 1993;
Bronstein et al., 2011). Estudos mostram que nao existe correlagdo entre o
CRH plasmatico e o ACTH ou cortisol total e livre, sugerindo que o CRH
placentario ndo € o Unico regulador do eixo HHA materno, ou até mesmo que
esta regulacédo ocorre de forma paracrina na placenta (Campbell et al., 1987;
Allolio et al., 1990). Estes achados parecem ser consistentes com o fato de que
a funcéo do eixo HHA permanece preservada na gestacdo normal, apesar dos
corticotrofos maternos estarem dessensibilizados. O CRH placentario parece
ser o maior estimulo para o eixo HHA no terceiro trimestre da gestacao
(Lindsay & Nieman, 2005; Karaca et al., 2010).
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O CRH tem funcédo relevante na reproducdo feminina, sendo
importante para decidualizacdo, implantacdo e funcdo ovariana. O CRH
placentario também é fundamental para estereidogénese adrenal do feto,
manutencao da circulacéo fetoplacentaria e determinacao do inicio do parto
(Kalantaridou et al., 2003; Karaca et al., 2010).

No inicio do trabalho de parto, as concentracdes plasmaticas de CRH,
ACTH e cortisol aumentam significativamente (Carr et al., 1981; Sasaki et
al., 1987). As concentracdes de CRH sdo méaximas 48h antes do trabalho de
parto. Durante o trabalho de parto, enquanto o CRH apresenta reducao das
suas concentracfes, a secrecdo do ACTH é maxima (Ochedalski et al.,
2001). E, no pos-parto imediato, as concentracdes de CRH, ACTH e cortisol
apresentam reducdo dos seus valores atingindo os valores das mulheres
nao gravidas (Carr et al., 1981; Lindsay & Nieman, 2005).

A ativacdo do eixo HHA materno esté descrita na Figura 3.
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Figura 3 - Eixo HHA durante gestacao:

O CRH hipotaldamico estimula a secrecdo do ACTH, que, por sua vez, estimula a secrecéo
adrenal de cortisol. O CRH placentario € um importante estimulador do ACTH placentario que
contribui para aumento da secre¢éo adrenal de cortisol. O efeito do CRH placentario na hipdfise
materna é desconhecido. Existe um efeito estimulatério entre CRH e cortisol. Estrogeno
aumenta a CBG, com aumento do cortisol total, mas a secrecéo do cortisol livre também é
aumentada durante a gestagdo. Progesterona tem efeito antiglicocorticoide na mée e a enzima
11 B-HSD 2 protege o feto do hipercortisolismo materno ( — , estimulacéo; --- , inibicdo; CRH,
hormonio liberador de corticotrofina; ACTH; POMC, proopiomelanocortina; CBG, globulina de
ligagdo do cortisol; 11 B HSD 2, 11 B hidroxiesteroidedesidrogenase 2). Adaptado de Karaca et
al. (2010).
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1.3 Sindrome de Cushing e gestacéao

A ocorréncia de gestacdo em mulheres com SC € rara, com,
aproximadamente, 150 casos reportados na literatura, visto que
hiperandrogenismo e hipercortisolismo suprimem a secrecéo hipofisaria de
gonadotrofinas (Kita et al.; Vilar et al.,, 2007; Karaca et al.,, 2010).
Oligomenorreia e amenorreia, diretamente associadas com infertilidade, sé&o
relatadas em, aproximadamente, 75% das mulheres em idade reprodutiva
diagnosticadas com SC (Kita et al., 2007).

1.3.1Complicacdes maternas e fetais

A SC esta associada com significativa morbidade e mortalidade
materna em 70% dos casos. As complica¢cdes mais comuns séo hipertensao
arterial sistémica (HAS) e DM, sendo menos comuns osteoporose, fraturas,
complicacBes psiquiatricas graves, cardiopatia e morte (Lindsay & Nieman,
2005; Vilar et al., 2007). Também é descrito edema agudo pulmonar e
sindrome HELLP, sindrome esta definida por hemdlise, aumento de enzimas
hepaticas e plaquetopenia (Sammour et al., 2012). Dentre as complicagbes
para o feto, destacam-se: parto prematuro, crescimento intrauterino restritivo
(CIUR), aborto espontaneo e 6bito fetal (Lindsay & Nieman, 2005; Karaca et
al., 2010). Parto prematuro pode ocorrer em mais de 50% das mulheres com
SC, independente da etiologia (Molich, 2003). As complicacbes maternas e

fetais com suas respectivas frequéncias séo descritas na Tabela 3.
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Tabela 3 - Frequéncia de complicacdes maternas e fetais decorrentes da SC
durante a gestacéo.

Morbidade materna Morbidade fetal

Hipertenséo arterial (68%) Prematuridade (43%)
Diabetes ou Intolerancia a glicose (25%) Natimorto (6%)
Preeclampsia (14%) Aborto espontaneo/ morte intrauterina (5%)

Morte infantil em 2 casos (hepatite aguda;

Osteoporose e fratura (5%) sepse e gastroenterite)

Doenca cardiaca (3%) Crescimento intrauterino restritivo (21%)
Doengas psiquiatricas (4%) Hipoadrenalismo (2%)

Relato isolado de labio leporino, ducto patente

Infeccao de ferida operatoria (2%) e coarctacio

Hemorragia intraventricular em dois casos pds-

Morte materna (2%) parto

FONTE: Adaptado de Lindsay & Nieman (2005).

1.3.2Etiologia

A etiologia da SC difere entre mulheres gravidas e ndo gravidas.
Adenomas adrenais sao responsaveis por 40 a 50% dos casos em gestantes
com SC em comparacdo com 15% em mulheres ndo gravidas (Lindsay &
Nieman; Lindsay et al.,, 2005; Sammour et al.,, 2012). A incidéncia
aumentada de SC adrenal na gestacdo ndo € bem compreendida. Alguns
autores acreditam dever-se a presenca de receptores adrenais ilicitos para o
horménio luteinizante (LH) e gonadotrofina coribnica humana (hCG) (Karaca
et al., 2010). Outros autores levantam a possibilidade de que mulheres com
DC tenham maior comprometimento da ovulacdo do que mulheres com
doenca adrenal, sendo que adenomas adrenais, por produzirem
essencialmente cortisol, interferem menos com a funcdo ovulatoria. J4 a DC
estd, geralmente, associada a um estado de hiperandrogenismo e
hipercortisolismo que poderia levar a maior supressdo das gonadotrofinas
hipofisarias (Lado-Abeal et al., 1998; Vilar et al., 2007; Sammour et al., 2012,
Lim et al.,, 2013). Desta forma, esta pode ser a razdo da DC néo ser a
etiologia mais prevalente na gestacao (33%), contrastando com 58-70% dos

casos fora da gravidez (Lindsay et al., 2005). A maioria dos pacientes com
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SEA tem grave hipercortisolismo e amenorreia, o que também pode levar a
reducdo da prevaléncia desta condicdo na gravidez (Lindsay & Nieman,
2005; Vilar et al., 2007). As diversas causas de SC na gestacdo sao

descritas na Tabela 4.

Tabela 4 - Etiologia da SC na gestacao

Etiologia Casos [n(%)]
Doenca de Cushing 40 (33)
Adenoma adrenal 56 (46)
Carcinoma 12 (10)
Complexo Carney's 1(0,8)
Feocromocitoma 1(0,8)
Hiperplasia ACTH-independente 4 (3)
Sindrome ACTH ectépico 4 (3)
N&o especificado 4 (3)

FONTE: Adaptado de Lindsay & Nieman (2005).

1.3.3Diagndstico

Em se tratando de SC e gestacédo, existem trés situacfes possiveis. A
SC com diagnéstico estabelecido previamente a gestacdo, gestantes
normais que apresentam quadro clinico e laboratorial semelhantes a SC e
aguelas gestantes que desenvolvem a SC durante a gestacao.

Em casos de diagndstico prévio da SC, deve haver acompanhamento
rigoroso da paciente durante a gestacao voltado para quadro clinico, exames
laboratoriais e comorbidades.

No entanto, se a SC desenvolve-se durante a gestagdo, torna-se,
muitas vezes, dificil o diagnéstico diferencial com gestacdo normal devido a
superposicao de sinais e a sintomas como ganho de peso, estrias, HAS,
fadiga, hiperglicemia e alteragdes do humor, que também ocorrem na mulher
normal gravida e podem retardar o diagnostico (Lindsay & Nieman; Tejura et
al., 2005; Karaca et al., 2010). A SC, frequentemente, ndo € detectada até

12-26 semanas de gestacdo (Lindsay & Nieman, 2005; Vilar et al., 2007).
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Elevado grau de suspeicdo clinica € requerido para identificacdo precoce e
manejo adequado da SC com o objetivo de evitar complicacbes maternas e
fetais (Holgado-Galicia et al., 2011; Borna et al., 2012). A presenca de
hipocalemia, fraqueza muscular, fraturas patologicas, e estrias largas e
violaceas abdominais e fora do abdome sdo importantes por serem mais
especificas, aumentando a suspei¢cdo diagnéstica para SC (Karaca et al.,
2010). Em geral, estas alteracdes ndo sdo encontradas na gestacédo normal,
0 que contribui na diferenciacdo com gestantes que desenvolvem a SC
durante a gestacdo. A presenca de estrias largas e violaceas em paciente

com SC pode ser observada na Figura 4.

Figura 4 - Foto de paciente com SC com multiplas estrias largas e violaceas
em membros inferiores

Desta forma, nos casos relatados na literatura, o diagnostico da SC na
gestacdo ocorreu a partir da suspeigdo clinica por meio da presenca de
HAS, DM, pletora facial, presenca de estrias largas e violaceas, hirsutismo,
equimoses surgidas aos minimos traumatismos, facies arredondada e ganho
de peso, embora nem todas estas manifestacbes ocorram numa mesma
gestante (Lindsay et al., 2005; Gopal et al.; Ragonese et al.; Sammour et al.,
2012).
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A gestacdo normal ao modificar o eixo HHA altera parametros e
exames utilizados para o rastreamento da SC (Lindsay & Nieman, 2005;
Vilar et al., 2007). Como referido anteriormente, UFC, cortisol plasméatico
total e livre, ACTH e CBG estéo elevados na gestacéo (Lindsay & Nieman,
2005; Karaca et al., 2010). Deste modo, a confirmacéao do hipercortisolismo
torna-se mais dificil na gestacdo, particularmente no segundo e terceiro
trimestres (Nieman et al.,, 2008). No entanto, como o0 ritmo circadiano de
secrecdo do cortisol € preservado na gestacdo normal e alterado em casos
de SC (Lindsay & Nieman, 2005; Vilar et al., 2007), exames laboratoriais que
avaliem o ritmo circadiano podem contribuir nesta diferenciagcdo, embora
sejam observados valores mais elevados do cortisol noturno em mulheres
gravidas quando comparadas com mulheres ndo gravidas, como relatado
anteriormente (Scott et al., 1990; Viardot et al., 2005; Karaca et al., 2010).

A concentracao do cortisol sérico das 08h é semelhante em mulheres
gestantes com e sem SC. Desta forma, assim como em mulheres néo
gravidas, o cortisol sérico, geralmente, ndo estabelece o diagnostico da SC
durante a gestacéo. (Vilar et al., 2007; Holgado-Galicia et al., 2011).

Dentre os exames utilizados para rastreamento da SC destacam-se,
como ja referido, a medida do cortisol livre em urina de 24h (UFC), o LDDST
e a avaliacdo do ritmo circadiano do cortisol, usando a dosagem do cortisol
salivar entre 23h e 24h (Newel-Price, 2008).

O UFC tem sido recomendado como método de rastreamento da SC.
Na gestacao, seus niveis estdo inalterados durante o primeiro trimestre, mas
podem estar aumentados em até trés vezes no segundo e terceiro trimestres
(Lindsay et al., 2005; Nieman et al., 2008; Jung et al., 2011). Um recente
estudo, ja referido previamente, confirma estes dados, mostrando aumento
do UFC durante a gestacdo, alcancando valores maximos no terceiro
trimestre (Jung et al., 2011). Deste modo, apenas valores de UFC maiores
que trés vezes o limite superior da normalidade podem ser considerados
indicativos de SC na gestacéo (Lindsay et al., 2005; Nieman et al., 2008).
Numa revisdo de casos, foi observado um aumento médio de oito vezes no

UFC em gestantes com SC (Lindsay et al., 2005).
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De acordo com guideline do diagnéstico da SC, o LDDST néo deve ser
primeira opcdo em virtude dos resultados falso-positivos durante a gestacéo
devido a resposta alterada a DMS (Nieman et al., 2008). Enquanto a maioria
das mulheres ndo gravidas mostra uma consistente supressdo do cortisol
plasmatico, existe uma ampla variacdo da resposta na mulher gravida, como
observado na Figura 5. Segundo alguns autores esta resposta alterada a
DMS tem sido atribuida aos efeitos da CBG sobre o cortisol, refratariedade
tecidual aos glicocorticoides ou alteracdo do set point do eixo HHA (Lindsay
& Nieman, 2005).
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Figura 5 - Avaliacdo do cortisol sérico antes e apds a administracdo de 1 mg
de DMS na mulher gravida (e).Uma dose unica de DMS foi administrada por
via oral as 23h00 e sangue foi colhido as 08h00 da manha seguinte

Dentre os exames de rastreamento, o CSN, por indicar alteracdo no
ritmo circadiano de secrecao de cortisol que é caracteristico da SC, tem sido
considerado método importante para diferenciar gravidas com SC daquelas
com gravidez normal, que apresentam ritmo circadiano preservado (Lindsay
& Nieman, 2005). Como referido anteriormente, estudos realizados mostram
aumento do CSN no final da gestacédo (Scott et al., 1990; Viardot et al.,

2005). No entanto, os valores de referéncia do CSN na gravidez ndo estao
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estabelecidos (Lindsay & Nieman, 2005; Kita et al., 2007; Nieman et al.,
2008; Karaca et al., 2010; Bronstein et al., 2011; Hampson et al., 2013).

A dosagem do cortisol sérico a meia-noite tem sido Gtil na confirmacao
do hipercortisolismo em alguns casos na gestacdo. No entanto, faltam
estudos para avaliar um valor de corte e a interpretacdo deste teste na
gestacao (Lindsay & Nieman, 2005; Vilar et al., 2007).

Na avaliacdo do diagnédstico diferencial da SC na gestacdo, séo
recomendados, inicialmente, o teste de supressdo com dose alta de
dexametasona (HDDST), avaliagdo das concentracoes de ACTH e exames
de imagem adrenal (ultrassonografia) (Lindsay et al., 2005).

A avaliacao das concentracdes de ACTH plasmatico que sédo utilizados
para diferenciar causas ACTH-dependentes de causas ACTH independentes
deve levar em conta o aumento das concentracbes do ACTH e a
predominéncia de patologias adrenais na gestacdo. Os valores do ACTH
podem ndo estar supressos em gestantes com SC adrenal, achado que
difere do encontrado em mulheres ndo gravidas com SC adrenal em que 0s
valores do ACTH estdo comumente reduzidos. Isto pode ser atribuido ao
aumento da producédo do ACTH pela placenta ou estimulacdo do ACTH pelo
CRH placentario, como referido anteriormente. Desta forma, valores
elevados de ACTH ou inapropriadamente normais para as concentracées de
cortisol podem ndo excluir etiologia adrenal na gestacdo (Karaca et al.,
2010).

O HDDST, em sua forma classica, é realizado com a administracdo de
2 mg de DMS a cada 6 horas, por 48h, com uma dosagem de cortisol sérico
basal e outra 48h apos o inicio do teste. Uma supresséao do cortisol sérico >
50% com relacdo ao valor basal indica DC, enquanto supressao < 50%
sugere SAE ou tumor adrenal (Tyrrell et al., 1986; Newell-Price et al., 1998).
Este teste pode ser usado para distinguir DC de SEA em mulheres nao
gravidas. No entanto, na gravidez, sua eficacia € desconhecida em virtude
do pequeno numero de casos de SEA reportados. Tem sido util para
discriminar causas adrenais de SC da DC, o que pode ser de grande

utilidade tendo em vista as dificuldades na interpretacdo das concentracdes
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do ACTH plasmatico na gestacéo (Lindsay et al.; Lindsay & Nieman, 2005).
Numa revisdo sistematica, Lindsay et al. mostraram que nenhum paciente
com SC por patologia adrenal apresentou supressao, enquanto quatro de
sete pacientes com DC apresentaram.

O teste do CRH baseia-se no fato de que a maioria dos
corticotropinomas responde a administracdo do CRH com uma elevacéo
significativa do ACTH e do cortisol plasméaticos, enquanto tumores adrenais
e a maioria dos tumores ectopicos produtores de ACTH ndo respondem
(Newell-Price et al., 1998; Newell-Price et al., 2006). Este teste ndo tem sido
sistematicamente estudado na gestacdo. Em relatos de literatura, pacientes
submetidos ao teste mostraram aumento do cortisol sérico e tiveram
confirmacéo cirargica da DC. Seu uso tem sido indicado quando patologias
adrenais sdo improvaveis ap6s uma avaliacdo inicial (Lindsay & Nieman;
Lindsay et al., 2005; Vilar et al., 2007).

Para gestantes com testes do CRH e HDDST com resposta consistente
com DC e leséo hipofisaria maior que 6 mm pela RM, geralmente, nenhum
teste adicional € necessario, assim como ocorre em pacientes nao gestantes
(Lindsay & Nieman, 2005).

Em casos isolados, o cateterismo bilateral dos seios petrosos inferiores
pode ser indicado havendo poucos relatos na literatura do seu uso na
gestacdo. E considerado o método mais importante na diferenciacio entre
fontes hipofisarias e nao hipofisarias de ACTH na populacdo ndo gestante.
Um gradiente entre o valor do ACTH plasmético obtido neste local e o de
uma amostra plasmatica periférica simultanea indica uma fonte central de
ACTH. No entanto, seu uso na gestacdo € limitado pelo risco de radiacéo
ionizante. Deve ser considerado apenas apés avaliacdo completa com
exames nao invasivos e em centros considerados de referéncia para realizar
tal procedimento (Lindsay et al.; Lindsay & Nieman, 2005).

Em resumo, embora nédo exista um algoritmo para o diagndéstico da SC
na gestacdo, alguns autores recomendam a combinacdo do UFC e CSN
como testes de rastreamento iniciais. Em pacientes com SC confirmada,

concentracbes baixas de ACTH indicam a realizacdo de imagem adrenal.
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Entretanto, em casos em que o ACTH esta elevado ou inapropriadamente
normal, a combinacdo do HDDST e do teste do CRH podem contribuir no
diagnéstico diferencial entre o tumor corticotréfico (DC) e a SEA (Lindsay &
Nieman, 2005).

Na avaliagdo do diagnoéstico diferencial, também é recomendado
exame de imagem adrenal, sendo a ultrassonografia (US) um método
seguro e efetivo (Lindsay & Nieman, 2005). Deve-se evitar a realizacdo de
tomografia computadorizada (TC) na gestagcédo (Doshi et al., 2003; Vilar et
al., 2007) e a ressonancia magnética (RM) s6 deve ser indicada em casos
especificos. A RM hipofisaria deve ser considerada em pacientes com
suspeita de SC ACTH-dependente. Em virtude do potencial efeito
teratogénico, a RM é contraindicada no primeiro trimestre e considerada
segura apés 32 semanas de gestacdo. Entre 12 e 32 semanas, deve ser
avaliado o risco e beneficio em cada caso. O uso do contraste gadolineo
deve ser evitado na gestacdo, sendo considerado categoria C pela FDA
(Food and Drug Administration) (Lindsay et al.; Lindsay & Nieman, 2005;
Vilar et al., 2007).

Diante do exposto, os casos relatados na literatura de gestacdo em
mulheres com SC tiveram seu diagndéstico por meio da combinacdo do
resultado de exames e testes realizados. Numa série de quatro casos de
gestacdo e DC ja referida anteriormente, em todos os casos, apds suspeita
clinica, a confirmacéo bioquimica da SC foi realizada por meio da elevacao
do UFC e cortisol sérico a meia-noite com valores > 7,5 ug/dl, sendo que
este corte para o cortisol sérico a meia-noite apresenta elevada sensibilidade
para o diagnoéstico da SC. Dentre os exames existentes para o diagnostico
diferencial, no primeiro caso, foram realizados teste do CRH com resposta
sugestiva de DC, HDDST sem supressdo do cortisol, RM hipofise sem
gadolineo normal e cateterismo que mostrou gradiente central. Num
segundo caso, foi utilizado para diagnostico a RM de hipdfise e o
cateterismo. Um terceiro caso desta série teve o diagnéstico da DC baseado
na RM de hipofise que mostrava um microadenoma e nos valores elevados

de ACTH plasmético. E, no ultimo caso, a paciente apresentava HDDST
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com supressdo do cortisol que era sugestivo de DC, cateterismo com
gradiente central e RM hipofise normal. Nestes quatro casos, as pacientes
foram submetidas a cirurgia com confirmacdo da DC (Lindsay et al., 2005).
Em casos relatados por outros autores, também foi usada a combinacdo do
HDDST e RM para o diagnéstico da DC (Triay et al., 2010). Outros relatos
de caso da literatura mostraram pacientes com aumento do UFC, néo
supressdo do cortisol com dose baixa de DMS, como ja esperado pela
prépria gestacdo, e valores baixos de ACTH, que levaram a realizacdo de
imagem adrenal, sendo confirmado SC de causa adrenal (Shaw et al., 2002;
Doshi et al., 2003; Kita et al., 2007; Holgado-Galicia et al., 2011; Borna et al.,
2012; Chang et al.; Lim et al., 2013). Sammour et al. reportaram um caso em
gue a paciente apos suspeita clinica apresentava aumento do UFC, néo
supresséao do cortisol por dose baixa de DMS e aumento do cortisol salivar.
Neste caso, valores baixos de ACTH sugeriram se tratar de SC ACTH-
independente que foi confirmado por imagem adrenal. Desta forma, pode-se
observar que os testes e exames na gestacdo sao interpretados numa
combinacdo de resultados, levando-se em conta a resposta esperada ao
teste para sugerir a etiologia da SC e alteragbes do eixo HHA proprias da

gestacao.

1.3.4Tratamento

A gravidade do hipercortisolismo e a idade gestacional sdo importantes
fatores que devem ser considerados na decisdo do tratamento mais
adequado (Karaca et al., 2010).

O tratamento cirdrgico para SC na gravidez é o mais indicado para
todas as causas de SC, exceto em casos de gestacédo no final do terceiro
trimestre em que o tratamento medicamentoso deve ser considerado
(Lindsay et al., 2005; Lindsay & Nieman, 2005). A cirurgia deve ser indicada
entre a décima segunda e a vigésima nona semana de gestacao (Bronstein

et al.,, 2011). O tratamento medicamentoso deve ser recomendado como
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segunda escolha conforme Lindsay et al. Dentre as opcles
medicamentosas, a metirapona, inibidor da esteroidogénese adrenal (Lim et
al., 2013), é a droga mais utilizada e apresenta boa tolerancia (Lindsay et al.;
Lindsay & Nieman, 2005). Ainda pode ser usado o cetoconazol, agente
antifngico com propriedades antiesteroidogénicas (Lim et al., 2013), que
tem surgido como opcdo em potencial por alguns autores, embora, segundo
Lindsay et al., deve ser reservado para casos de emergéncia e casos em
gue a metirapona ndo pode ser tolerada. Mais estudos com cetoconazol séo
necessarios para se estabelecer a seguranca desta droga na gravidez
(Lindsay et al.; Lindsay & Nieman, 2005; Lim et al., 2013). O mitotane tem
sido contraindicado na gestacdo por ter efeitos teratogénicos (Lindsay &
Nieman, 2005), como apresentado em caso relatado na literatura por Leiba
et al., 1989.

Diante de tudo que foi exposto, dos métodos existentes para
rastreamento do hipercortisolismo, o CSN tem sido proposto como método
importante para diagnéstico da SC em gestantes. Como referido
anteriormente, o LDDST ndo deve ser primeira op¢cao em virtude dos
resultados falso-positivos durante gestacdo e o UFC pode estar aumentado
no segundo e terceiro trimestres da gestacdo. Embora o UFC seja
recomendado como método de rastreamento da SC na gestacdo, o CSN se
destaca pela sua praticidade e, principalmente, por indicar alteragdo no ritmo
circadiano de secrecao de cortisol caracteristico da SC e que é preservado
na gestacdo normal. Diante das alteracdes do eixo HHA proprias da
gestacado, a gestante passa a fazer parte de uma populacédo especifica em
que os valores de CSN nao estdo determinados. Nao conhecemos estudos
avaliando o CSN nos trés trimestres de gestacdo. Desta forma, este estudo
tem como objetivo contribuir para este topico, determinando os valores de
CSN na gestagdo em nosso centro de referéncia (Hospital das Clinicas —
FMUSP). Uma vez estabelecidos tais valores, a aplicabilidade clinica do
CSN podera ser utilizada de forma mais confiavel na diferenciagdo da

gestacdo normal de gestantes que desenvolvem SC.
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2 OBJETIVO

O presente estudo tem como objetivo determinar os valores de
referéncia de cortisol salivar noturno em gestantes no primeiro, segundo e
terceiro trimestres tendo como grupo controle mulheres ndo gravidas e
pacientes portadoras de DC, com a finalidade de contribuir para o
diagndstico diferencial entre o hipercortisolismo fisiolégico e o patoldgico

durante a gestacéo.
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3  CASUISTICA E METODOS

Entre agosto de 2013 e setembro de 2014, foram avaliados 142
individuos do sexo feminino, com idade compreendida entre 18 e 45 anos,
divididos em trés grupos: (1) grupo gestante, (2) grupo controle e (3) grupo
de pacientes com DC.

O presente estudo é prospectivo em relagdo aos grupos gestante e
controle. J& em relagcdo ao grupo DC, ele é parcialmente retrospectivo,
utilizando-se os valores de CSN das pacientes que tiveram diagndstico da
DC a partir de 06/2010 (data em que foi iniciada a dosagem do CSN pelo
método ELISA no Hospital das Clinicas — FMUSP); e, em parte prospectivo,
sendo avaliadas amostras de casos novos diagnosticados no mesmo
periodo de coleta do grupo gestante e controle.

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa (CAPPesq) da Diretoria Clinica do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (HC-
FMUSP), Processo n°8980/13. Os individuos assinaram 0s respectivos

Termos de Consentimento Informado (Anexos A, B e C).

3.1 Casuistica

3.1.1Grupo gestante

O grupo gestante foi formado por 85 mulheres gravidas que foram
recrutadas do Ambulatério de Assisténcia Pré-Natal da Clinica Obstétrica do
HC-FMUSP. Este grupo foi subdividido em gestantes de baixo e de alto
risco. Das 85 gestantes, 69 eram de baixo risco que eram acompanhadas na
Liga Multiprofissional de Assisténcia Pré-Natal, dos alunos da FMUSP e 16

eram gestantes de alto risco que eram acompanhadas no Setor de
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Endocrinopatias da Clinica Obstétrica do HC-FMUSP. Os dados gerais de
cada individuo incluso no grupo gestante encontram-se disponiveis nos
Anexos D e E.

A gravidez de alto risco constitui-se “na gestagcado na qual a vida ou a
saude da mée e/ou do feto e/ou do recém-nascido tém maiores chances de
serem atingidas que as da média da populagcdo considerada” (Caldeyro-
Barcia, 1973). No presente estudo, o que definiu gestacéo de alto risco foi a
presenca de DM2 e/ou HAS. As gravidas acompanhadas na Liga
Multiprofissional de Assisténcia Pré-Natal ndo apresentaram nenhum critério
para serem classificadas como gestantes de alto risco durante o seguimento.

Em relacdo a idade gestacional, a gravidez pode ser dividida em
trimestres, conforme sugerido por Johnson et al., 1986 (primeiro trimestre:
até 13 semanas de gestacdo; segundo trimestre: de 14 a 27 semanas, €
terceiro trimestre: de 28 semanas até o parto). As gravidas do presente
estudo foram seguidas longitudinalmente do primeiro ao terceiro trimestre de
gestacdo quando iniciavam o pré-natal antes de 13 semanas (primeiro
trimestre). E acompanhadas a partir do segundo ou terceiro trimestres se ja
iniciavam o pré-natal nesta idade gestacional ou se eram incluidas no estudo

nos trimestres referidos.

3.1.2Grupo controle

O grupo controle é composto por 33 mulheres ndo gravidas, pareadas
em idade com grupo gestante e grupo DC. Foi formado por mulheres
voluntarias e por funcionarias do HC-FMUSP. Das 33 mulheres do grupo
controle, 28 ndo apresentavam comorbidades clinicas e 5 mulheres
apresentavam comorbidades como HAS e/ou DM2. Uma das mulheres do
grupo controle (individuo #4) engravidou durante o estudo, sendo, também,
incluida no grupo gestante (individuo #26). Os dados gerais de cada

individuo do grupo controle estdo demonstrados no Anexo F.
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3.1.3Grupo doenca de Cushing (DC)

No grupo de pacientes com DC, foram incluidas 25 pacientes que
tiveram este diagnostico confirmado no periodo de junho de 2010 a fevereiro
de 2014 e que sdo acompanhadas no Ambulatério da Unidade de
Neuroendocrinologia da Disciplina de Endocrinologia e Metabologia do HC-
FMUSP. Todas as pacientes foram submetidas a cirurgia e tiveram
diagnéstico confirmado de DC por histopatologia e/ou remisséo clinica e
laboratorial. E nenhuma das pacientes deste grupo estava gravida.

Neste grupo, ndo foram incluidos individuos com SC por patologias
adrenais do Ambulatério de Suprarrenal da Disciplina de Endocrinologia e
Metabologia do HC-FMUSP, visto que n&o havia, dentre o0os casos
acompanhados neste ambulatorio, pacientes na faixa etaria de 18 a 45 anos
e sexo feminino, com diagnaostico a partir de junho de 2010.

3.1.4Critérios de exclusado para 0s grupos

Para definicdo da casuistica dos grupos, foram utilizados os seguintes
critérios de exclusdo: doencas psiquiatricas (exceto para DC), alcoolismo,
uso recente de glicocorticoides e insuficiéncia adrenal. Para os grupos
gestante e controle, foi, ainda, adotado como critério de exclusdao a

preexisténcia da SC.

3.1.5Variaveis dos grupos

Para os grupos gestante e controle, foram analisadas as seguintes
variaveis: indice de massa corporal (IMC), raca, presenca de DM2 e/ou HAS,
consumo de alcool, tabagismo, uso de medicamentos como polivitaminicos,
anticoncepcional oral (ACO), metformina e anti-hipertensivos. No grupo DC,

foi analisado o IMC.
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O IMC, um dos indicadores usados pela Organizacdao Mundial de
Saude (OMS) para verificagdo do estado nutricional, € definido como o peso
do individuo (kg) dividido pela sua altura (m) elevada ao quadrado, como
mostrado na Tabela 5. No grupo gestante, foi considerado, para célculo do
IMC, o peso exatamente anterior a gestacdo segundo informacdes
fornecidas pela paciente, sendo a altura confirmada por meio de medida na

primeira consulta pré-natal.

Tabela 5 - Classifica¢do do IMC — OMS (WHO, 1995)

IMC (kg/m?2) Classificacéo Grau de obesidade
<18,5 Magro ou desnutrido 0
18,5-24,9 Normal 0
25,0-29,9 Sobrepeso 0
30,0 - 34,9 Obesidade I
35,0-39,9 Obesidade Il
2> 40,0 Obesidade grave ]

As pacientes com DM2 do grupo controle tiveram confirmacao
diagnéstica anterior ao estudo que foi baseada nos critérios da Associacéo
Americana de Diabetes (ADA) (American Diabetes Association, 2012). No
grupo gestacao de alto risco, foram incluidas pacientes diabéticas tipo 2,
sendo estas tanto pacientes com diabetes diagnosticado antes da gestacéo,
como pacientes que realizaram exames na primeira consulta pré-natal que
indicaram diabetes preexistente, ndo diagnosticado anteriormente. Nestas
duas situacdes, o diagnéstico também foi baseado nos critérios da ADA. Nao
foram incluidas gestantes com diabetes tipo 1, diabetes gestacional e
pacientes com diabetes descompensado neste estudo. Da mesma forma, as
gestantes de alto risco deste estudo apresentavam HAS prévia a gestacao.

Quando questionados em relacdo ao uso de bebidas alcodlicas, todos
os individuos do grupo controle faziam uso de até 04 doses/semana,
guantidade considerada aceitavel pela OMS (WHO, 1998)
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3.2 Metodologia

3.2.1Coleta e preparacdo das amostras

No grupo gestante, foram colhidas amostras de CSN nos trés
trimestres de gestacdo. Pacientes seguidas do primeiro ao terceiro trimestre
tiveram uma amostra colhida por trimestre. Outras fizeram coleta em apenas
um ou dois trimestres. E as pacientes que ja iniciaram pré-natal ou foram
incluidas no estudo no segundo ou terceiro trimestres tiveram amostras
colhidas neste periodo, como pode ser observado nos Anexos D e E.

Cada individuo do grupo controle teve uma amostra de cortisol salivar
coletada, estando os valores de CSN demonstrados no Anexo F.

Nos individuos do grupo DC, foi considerada a coleta da amostra de
cortisol salivar realizada na investigacao inicial do hipercortisolismo e, na
ocasido, nenhum individuo fazia uso de medicamentos que interferissem
com a avaliacdo do cortisol salivar. No acompanhamento destes pacientes,
houve confirmacgdo do diagndstico de DC, como referido anteriormente. Os
valores do CSN dos individuos deste grupo seguem no Anexo G.

Os participantes receberam folha de instrucdo com todas as
orientacbes fornecidas pelo Laboratério de Horménios do HC-FMUSP,
conforme Anexo H.

Os individuos foram orientados a coletar o CSN entre 23h e 24h,
utilizando-se, para isso, o0 coletor de saliva salivette do fornecedor
SARSTEDT (Figura 6).
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Figura 6 - Figura esquematica do material Salivette (SARSTEDT) utilizado

para a coleta de cortisol salivar

Em relacdo ao dia da coleta, os participantes receberam as seguintes

instrucoes:

- Ndo colher se estiver em uso de corticosteroides topicos ou

sistémicos;

- Colher em dia de atividade normal;

- N&o comer 60 minutos antes da coleta;

- N&o consumir bebida alcodlica 24h antes da coleta;

- Evitar alimentos acidos ou muito doces 4h antes da coleta;

- N&o escovar os dentes 2h antes da coleta;

- Lavar a boca apenas com agua 10 minutos antes da coleta.

Em relacdo ao momento da coleta, cada individuo foi orientado a abrir

o coletor de saliva, retirar o rolo de algodao e mastiga-lo por 2 a 3 minutos

(até que estivesse molhado). O rolo mastigado deveria ser colocado de volta

no coletor e entregue no laboratério na manha seguinte.
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A dosagem do cortisol salivar foi realizada no Laboratorio de
Hormoénios e Genética Molecular/LIM 42, Divisdo de Endocrinologia e
Metabologia do Hospital das Clinicas- FMUSP.

A amostra recebida no laboratorio foi armazenada em freezer a - 20°C,
conforme recomendagbes do fornecedor. No dia do ensaio, a amostra foi
incubada a temperatura ambiente até seu total descongelamento. Em
seguida, vortexada e centrifugada a 1500 x g (aproximadamente, 3000 RPM)

por 15 minutos a 24°C.

3.2.2Ensaio Hormonal

O cortisol salivar foi mensurado pelo método ELISA - cortisol
(Expanded Range) EIA Kit - 1x96 wells, sendo o fabricante o Salimetrics.
Dados reportados pelo fabricante sdo sensibilidade analitica < 0,007 pg/dl e
coeficientes de variacao intra e interensaio < 7% e < 11%, respectivamente.
O ensaio nao apresenta reatividade cruzada com varios esteroides testados
como, por exemplo, a prednisona e a 17-hidroxiprogesterona (170HP), mas
apresenta 0,56% de reatividade com prednisolona e 19,2% com DMS. O
valor de referéncia do método as 23h para adultos, segundo o fornecedor, €
até 0,12 ug/dL. A preparacdo da amostra para medida do cortisol por ELISA
envolve o0s passos descritos a seguir. As placas sdo revestidas com
anticorpos monoclonais anticortisol (anticorpo fase sélida). E adicionado 25
uL de amostras padréo e controles, 25 yL de diluente no poco zero e no
poco com NSB (ligante ndo especifico). Em seguida, € adicionado 200 pL de
conjugado diluido 1:1600 (15 pL de conjugado para 24 ml de diluente). As
placas sdo, entdo, homogeneizadas por 5 minutos a 500 rpm e incubadas
por mais 55 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, séo realizadas
4 lavagens com tampdo 1X. E adicionado 200 pL de solugdo TMB
(tetrametilbenzidina) homogeneizada por 5 minutos e incubada no escuro
por mais 25 minutos. E, a seguir, adicionada a solucédo stop 50 pL. As

leituras das absorbancias sdo realizadas ap6s 10 minutos da adicdo de
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solucéo stop em leitora de ELISA em 450 nm. Toda a reacéo é realizada em

temperatura ambiente.

3.2.3Andlise estatistica

A média da idade nos grupos controle, DC e gestante foram
comparadas por meio da técnica de Analise de variancia (Fisher & van Belle,
1993). Para comparar as distribuicdées do IMC nos grupos, foi aplicado o
teste de Kruskal-Wallis. Quando necessério, as diferencas entre 0s grupos
foram localizadas por meio do procedimento proposto por Dunn, 1964, e os
p-valores foram corrigidos pelo procedimento de Bonferroni. Para comparar
as distribuicdes das demais variaveis de caracterizagdo nos grupos controle
e gestante, foi aplicado o teste Qui-Quadrado e, quando este se mostrou
inapropriado, foi utilizado o teste da Razdo de verossimilhancas ou o teste
exato de Fisher (Fisher & van Belle, 1993).

O coeficiente de correlacdo de Spearman foi considerado como medida
de correlagdo do CSN com a idade e com o IMC. A associagdo do CSN com
as demais variaveis da caracterizacdo (qualitativas) foi avaliada por meio da
comparacao das distribuicbes do CSN nas categorias das variaveis em cada
grupo, adotando-se, para isto, o teste de Mann-Whitney (Fisher & vanBelle,
1993).

A analise de variancia ndo paramétrica com medidas repetidas
(Brunner & Puri, 2001) foi aplicada para comparar os subgrupos de gestante
de alto e de baixo risco nos trés trimestres.

Os grupos controle e DC foram comparados com 0 grupo gestante nos
trés trimestres, utilizando-se, para isto, o teste de Kruskal-Wallis. Quando
necessario, as diferencas entre os grupos foram localizadas por meio do
procedimento proposto por Dunn, 1964 e os p -valores foram corrigidos pelo

procedimento de Bonferroni.
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As distribuicdes do CSN nas gestantes com até 10 e de 11 a 13
semanas de gestacdo foram comparadas por meio do teste de Mann-
Whitney.

Foram obtidos valores de referéncia utilizando os percentis 2,5 e 97,5
para o CSN no grupo controle e para o CSN nos trés trimestres de gestacéo
no grupo gestante (Boyd & Harris, 1995).

A determinacdo de valores de corte do CSN que separem da melhor
forma possivel o grupo DC do grupo de gestante nos trés trimestres foi feita
a partir da construcéo de curvas ROC (Altman, 1999).

Significancia estatistica foi considerada quando p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacao geral dos grupos

Todos os individuos incluidos neste estudo foram do sexo feminino,
com média £ DP da idade de 30,7 + 6,8 anos (18 a 45 anos). Os trés grupos

foram homogéneos em relacdo a idade (p=0,323).

4.1.1 Grupo controle

Foi composto por 33 mulheres ndo gestantes. Média de idade de 31,9
+ 6,6 anos e média do IMC de 24,0 + 5,0 kg/m?. A maioria das mulheres
(78,8%) apresentava IMC normal, 6,1% sobrepeso, 12,1% obesidade grau |
e 3% obesidade grau lll (Tabela 6).

Das 33 mulheres do grupo controle, 12,1% eram diabéticas e 9,1%
eram hipertensas. Adicionalmente, 48,5% ndo usavam ACO e 51,5% faziam
uso (Tabela 7).

4.1.2 Grupo gestante

Foram incluidos 85 individuos, sendo 81,2% gestantes de baixo risco e
18,8% gestantes de alto risco, com média de idade de 30,1 + 6,2 anos.
Média do IMC de 25,3 + 5,5 kg/m? sendo que 57,7% das gestantes
apresentavam IMC normal, 23,5% sobrepeso, 8,2% obesidade grau I, 9,4%
obesidade grau Il e 1,2% obesidade grau Ill (Tabela 6).

Das 85 gestantes, 18,8% apresentavam diabetes e 5,9% eram

hipertensas (Tabela 7).
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4.1.3Grupo DC

Neste grupo, foram incluidas 25 pacientes, com média de idade 31,8 +
8,5 anos e média do IMC de 30,3 7,3 kg/m?. A maioria (84%) apresentava
sobrepeso ou obesidade, sendo 36% sobrepeso, 28% obesidade grau I,
16% obesidade grau Il e 4% obesidade grau lll. Somente 16,0%

apresentavam IMC normal (Tabela 6).

Tabela 6 - Distribuicbes de frequéncias e porcentagens do IMC
categorizado, nos grupos controle, gestante e DC
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A distribuicdo do IMC foi heterogénea entre os grupos. A maior
porcentagem de individuos com IMC normal foi observada no grupo controle
e a menor no grupo DC. Mais de 80% dos individuos dos grupos controle e
gestante possuiam IMC normal ou sobrepeso e as maiores porcentagens de
obesidade graus I, Il e Ill foram observadas no grupo DC (Tabela 6).

Observou-se que o IMC do grupo DC foi significativamente maior do
que o do grupo controle (p<0,001) e do que o do grupo gestante (p<0,001).
N&o se observou diferenca significativa entre as distribuicdes do IMC nos
grupos controle e gestante (p= 0,684).

Os grupos gestante e controle foram homogéneos quanto a frequéncia
de DM, HAS, tabagismo e uso de insulina (individuos diabéticos). E
apresentaram heterogeneidade em relacdo: a raca (quase a totalidade das
mulheres do grupo controle sdo brancas); ao consumo de alcool (nenhuma
gestante consumia bebida alcodlica, enquanto que a maioria das mulheres
do grupo controle o fazia); ao uso de polivitaminicos (todas as gestantes
fazem uso de polivitaminicos, e nenhum individuo do grupo controle faz
uso); ao uso de anticoncepcionais (nenhuma gestante fez uso); ao uso de
metformina (por todas as diabéticas do controle em contraste com a maioria

das gestantes diabéticas que néo usava) (Tabela 7).
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Tabela 7 - Distribuicdes de frequéncias e porcentagens nos grupos controle
e gestante das variaveis: raca, diabetes, hipertensdo, consumo de &lcool,
tabagismo, uso de polivitaminicos, uso de ACO, uso de insulina e uso de

metformina

Caracteristicas

variaveis

Controle
(n=33)

Gestante
(n = 85)

P
Teste

Branca 31 (93,9%) 65 (76,5%) 0,022*
Raca [ n (%)] Negra 2 (6,1%) 12 (14,1%) Teste VS
Parda 0 (0%) 8 (9,4%)
} Nao 29 (87,9%) 69 (81,2%) 0,384
Diabetes [ n (%)] ] 5
Sim 4 (12,1%) 16 (18,8%) Teste ¥
) N&o 30 (90,9%) 80 (94,1%) 0,545
Hipertenséo [ n (%)] )
Sim 3(9,1%) 5 (5,9%) Teste VS
) N&o 12 (36,4%) 85 (100%) <0,001 *
Alcool [ n (%)] ] 5
Sim 21 (63,6%) 0 (0%) Teste ¥
) Nao 33 (100%) 84 (98,8%) 0,417
Tabagismo [ n (%)] ]
Sim 0 (0%) 1 (1,2%) Teste VS
o Nao 33 (100%) 0 (0%) <0,001 *
Polivitaminicos [ n (%)] ] 5
Sim 0 (0%) 85 (100%) Teste x
Nao 16 (48,5%) 85 (100%) <0,001 *
ACO [n (%)] .
Sim 17 (51,5%) 0 (0%) Teste VS
5 ] Nao 1/4 (25%) 3/16 (18,8%) >0,999
Insulina [ n (%)] )
Sim 3/4 (75%) 13/16 (81,3%) Teste F
5 ) N&o 0 (0%) 14/16 (87,5%) 0,003*
Metformina [ n (%)] )
Sim 4 (100%) 2/16 (12,5%) Teste F
*Diferenca estatistica significante; ° Em relacdo aos diabéticos (grupo gestantes: 16, grupo

controle:4)
Teste VS: teste da razdo de verossimilhancgas; Teste xz: Teste Qui-Quadrado; Teste F:
Teste exato de Fisher

4.2 Cortisol salivar noturno

4.2.1Coletas

Foram realizadas as trés coletas, ou seja, uma coleta por trimestre de
gestacdo, de oito gestantes, sendo sete de baixo risco e uma de alto risco.
Outras quatro gestantes fizeram coletas no primeiro e segundo trimestre,
sendo todas de baixo risco. Foram coletadas amostras no segundo e terceiro
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trimestre de cinco gestantes, trés de baixo risco e duas de alto risco, sendo
gue apenas uma gestante de baixo risco realizou coleta no primeiro e terceiro
trimestre. Das 85 gestantes, 67 fizeram apenas uma coleta, sendo 15 no
primeiro trimestre, 26 no segundo trimestre e 26 no terceiro trimestre. Das 15
gue coletaram no primeiro trimestre, 13 eram gestantes de baixo risco e duas
de alto risco. Em relagéo as coletas do segundo trimestre, 21 eram de baixo
risco e cinco de alto risco. E das 26 coletas do terceiro trimestre, 20 gestantes
eram de baixo risco e seis de alto risco. Foram, entdo, realizadas um total de
28 coletas no primeiro trimestre, 43 coletas no segundo e 40 no terceiro
trimestre, reunindo gestantes de baixo e alto risco. (Tabela 8)

Tabela 8 - Frequéncia de amostras de cortisol salivar coletadas por trimestre
gestacional do grupo gestante.
n (%) de

Risco 1°trimestre 2° trimestre 3° trimestre
gestantes
) Alto 1 1 1
Trés coletas 8 (9,41%) )
Baixo 7 7 7
Alto 0 0 0
4 (4,71%) .
Baixo 4 4 0
Alto 0 2 2
Duas coletas 5 (5,88%) )
Baixo 0 3 3
Alto 0 0 0
1(1,18%) .
Baixo 1 0 1
Alto 2 5 6
Uma coleta 67 (78,82%) )
Baixo 13 21 20
TOTAL 85 (100%) 28 43 40

4.2.2Valores de cortisol salivar noturno: Grupos controle, DC e
gestante (Trimestre)

Apés a mensuragdo do CSN, observou-se que os menores valores
foram observados no grupo controle (mediana de 0,07 ug/dL) e as maiores
concentracdes no grupo DC (mediana de 0,51 pg/dL). No grupo gestante, as
maiores medias (0,17 pg/dL) e medianas (0,15 pg/dL) foram observadas no

terceiro trimestre de gestacdo. Nota-se, neste grupo, uma tendéncia de
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aumento das medianas do CSN no decorrer dos trimestres (primeiro

trimestre: mediana de 0,08 pg/dL; segundo trimestre: mediana de 0,10

pg/dL; terceiro trimestre: mediana de 0,15 pg/dL) (Tabela 9, Figura 7). Desta

forma, em relagédo ao grupo controle, os valores do CSN mostram aumento

de 1,1 vezes no primeiro trimestre, 1,4 vezes no segundo trimestre e de 2,1

vezes no terceiro trimestre da gestacao.

Tabela 9 - Andlise do cortisol salivar noturno (micrograma/ dL) nos grupos
controle, DC e gestante no primeiro, segundo e terceiro trimestres

Cushing 25 0,558
Gestante 1° 28 0.110

trimestre !
Gestante 2° 43 0.106

trimestre !
Gestante 3°

trimestre 40 0.177

0,027
0,325

0,075

0,061

0,077

Minimo

0,03
0,21

0,02

0,02

0,07

0,07
0,51

0,08

0,10

0,15

Mediana Maximo

0,15
1,50

0,25

0,28

0,34

IQR

Controle 33 0,072

0,04
0,38

0,09

0,11

0,14

DP: Desvio Padrédo; IQR: Intervalo interquartil

1,6

1,41

1,2-

1,01

0,8 1

0,6 1

Cortisol (microgramas/dL)

0,41

0,21

ke

0,01

L & B

Controle Cushing

Gestante 19 Tri Gestante 2° Tri Gestante 3° Tri

Figura 7 - Box-plots do cortisol salivar noturno (micrograma/ dL) nos grupos

controle, Cushing e gestante no primeiro, segundo e terceiro trimestres
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4.2.2.1 Gestante 1° trimestre X Controle X DC

Quando comparados os valores de CSN entre os grupos, observou-se
que, no grupo DC, os valores foram significantemente superiores aos do
grupo controle (p<0,001) e aos do grupo gestante-1° trimestre (p<0,001).
N&o foi identificada diferenca significante entre as distribuicbes do cortisol

nos grupos controle e gestante 1° trimestre (p=0,766).

4.2.2.2 Gestante 2° trimestre X Controle X DC

Quando comparados os valores de CSN entre 0os grupos, observou-se
que, no grupo DC, os valores foram significantemente superiores aos do
grupo controle (p<0,001) e aos do grupo gestante-2° trimestre (p<0,001).
N&o foi identificada diferenca significante entre as distribuicbes do cortisol

nos grupos controle e gestante 2° trimestre (p=0,192).

4.2.2.3 Gestante 3° trimestre X Controle X DC

Quando comparados os valores de CSN entre os grupos, observou-se
que, no grupo DC, estes foram significantemente superiores aos do grupo
controle (p<0,001) e aos do grupo gestante-3° trimestre (p<0,001). Além
disso, foi observado que o grupo gestante 3° trimestre também apresentou

valores superiores aos do grupo controle (p<0,001).

4.2.3Valores de cortisol salivar noturno: Grupos controle, DC e
gestante (Trimestre/Subgrupos: Gestante de alto e de baixo
risco)

Quando analisados os subgrupos de baixo e de alto risco do grupo

gestante, observaram-se valores de CSN semelhantes entre estes
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subgrupos (p=0,295) (Tabela 10, Figura 8). Adicionalmente, observou-se
tendéncia de aumento do CSN no decorrer dos trimestres em ambos 0s
subgrupos (Figura 9). Nao foi observado uma diferenca significante entre os
dois primeiros trimestres do grupo gestante (p=0,115), porém os valores do
CSN no terceiro trimestre foram também estatisticamente superiores aos

encontrados no primeiro (p<0,001) e no segundo (p<0,001) trimestres.

Tabela 10 - Andlise do cortisol salivar noturno (micrograma/ dL) nos grupos
controle, DC e gestante no primeiro, segundo e terceiro trimestres,
considerando-se 0s subgrupos gestante de baixo e alto risco

Grupo N Média DP Minimo Mediana Maximo IQR
Controle 33 0,072 0,027 0,03 0,07 0,15 0,04
Cushing 25 0,558 0,325 0,21 0,51 15 0,38

Gestante 1° trimestre Baixo 25 0,116 0,076 0,03 0,09 0,25 0,13
Alto 3 0,053 0,029 0,02 0,07 0,07 0,05
Gestante 2° trimestre Baixo 35 0,105 0,065 0,02 0,10 0,28 0,11

Ato 8 0,111 0,044 0,05 0,11 0,17 0,09
Gestante 3° trimestre Baixo 31 0,175 0,073 0,08 0,16 0,33 0,13

Alto 9 0,180 0,095 0,07 0,15 0,34 0,17
DP: desvio padrao; IQR: Intervalo interquartil

1,6
1,41
1,21
1,0
0,8 -

0,6 -

Cortisol (microgramas/dl)

0,4-

] -n Q:égég

0,0

T T T T T T T T
Controle Cushing Baixo risco Alto risco Baixo risco Alto risco Baixo risco Alto risco
Primeiro trimestre  Segundo trimestre  Terceiro trimestre

Figura 8 - Box-plots do cortisol salivar noturno (micrograma/ dL) nos grupos
controle, Cushing e gestante no primeiro, segundo e terceiro trimestres,
considerando-se 0s subgrupos gestante de baixo e alto risco
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Figura 9 - Medianas do cortisol salivar noturno (micrograma/ dL) no grupo
gestante no primeiro, segundo e terceiro trimestres, considerando-se 0s
subgrupos gestante de baixo ou alto risco

4.2.4Valores de cortisol salivar noturno do individuo #26 do grupo
gestante

Tivemos a oportunidade de observar a evolucdo longitudinal pré e
durante a gestacdo em uma participante do grupo controle (#4) que
engravidou durante o presente estudo, sendo também incluida no grupo
gestante (#26). Sua gravidez foi considerada de baixo risco. Os dados gerais
estdo demonstrados no Anexo D e F.

O CSN foi mensurado pré-gravidez (0,06 pg/dL) e nos trés trimestres
gestacionais: 1° trimestre (0,06 pg/dL), 2° trimestre (0,1 pg/dL) e 3° trimestre
(0,24 pg/dL). Neste individuo, foi possivel observar valor de CSN pré-
gravidez (grupo controle) semelhante ao coletado no primeiro trimestre
gestacional e seu aumento gradativo no decorrer dos trés trimestres
gestacionais (Controle = 1° trimestre < 2° trimestre < 3° trimestre) (Figura
10).
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Figura 10 - Valores de cortisol salivar noturno (ug/dL) do individuo controle
deste estudo: pré-gravidez, 1° trimestre gestacional, 2° trimestre e 3°
trimestre

4.2.5Valores de cortisol salivar noturno do grupo gestante com coletas
no trés trimestres gestacionais

Analisaram-se os valores de CSN das oito gestantes que fizeram as
trés coletas (1°, 2° e 3° trimestre gestacional), sendo uma gestante de alto
risco e sete de baixo risco. Também se observou a tendéncia de aumento do
CSN no decorrer dos trimestres, sendo que um aumento do primeiro para o
segundo trimestre foi identificado em seis de oito individuos; e aumento do

primeiro para terceiro trimestre em sete de oito gestantes (Figura 11).
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Figura 11 - Valores de cortisol salivar noturno (ug/dL) das pacientes com
coletas nos trés trimestres gestacionais (1° trimestre, 2° trimestre e 3°
trimestre)

4.2.6Comparacdo dos valores de cortisol salivar noturno do grupo
gestante no primeiro trimestre de gestacao

Uma vez verificado nas nossas gestantes elevacdo do CSN ja no
primeiro trimestre, comparamos suas concentracdes nas gestantes que
colheram as amostras até 10 semanas com aquelas que o fizeram entre 11
e 13 semanas de gravidez. No entanto, ndo foi observado diferenca
significante entre os valores mensurados de CSN nestes dois subgrupos de
gestantes (p=0,885) (Tabela 11 e Figura 12).
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Tabela 11 - Valores de cortisol salivar noturno (ug/dL) em gestantes com até
10 semanas e com 11 a 13 semanas de gestacéo

SEMERESN Minimo Mediana Méaximo
até 10 10 0,108 0,079 0,020 0,085 0,250 0,085
11a13 18 0,111 0,076 0,030 0,075 0,250 0,120

DP: Desvio Padréo; IQR: intervalo interquartil
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Figura 12 - Valores individuais do cortisol salivar noturno nas gestantes com
até 10 semanas e 11 a 13 semanas de gestacao

4.2.7 Associacao do cortisol salivar noturno em relacdo as variaveis:
Grupos controle e gestante

4.2.7.1 Variaveis quantitativas (Idade e IMC) (Tabela 12)

Por meio das analises de associacdo, ndo foi possivel identificar, em
nenhum dos grupos (controle, gestante 1° , 2° e 3° trimestre), correlagdo
significativa entre os valores de CSN e a idade (p>0,14) das pacientes ou 0
IMC (p>0,35).
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Tabela 12 - Valores observados do coeficiente de correlacdo de Spearman
do cortisol salivar noturno com a idade e com o IMC, nos grupos controle e
gestante nos trés trimestres

Variavel

Controle 33 0,07 0,705 33 0,30 0,095
Gestante 1° trimestre 28 -0,28 0,143 28 -0,01 0,980
Gestante 2° trimestre 43 -0,13 0,405 43 0,04 0,784
Gestante 3° trimestre 40 -0,06 0,721 40 0,15 0,352

4.2.7.2 Variaveis qualitativas (Tabela 13)

4.2.7.2.1 Raca

No grupo controle, observou-se que os valores de CSN nas pacientes
da raga branca foram menores estatisticamente do que os valores
apresentados pelas pacientes da raca negra (p=0,033). Entretanto, deve-se
ter cautela diante desta conclusdo devido ao numero reduzido de
representantes da raga negra neste grupo (n=2). Ja& no grupo gestante, ndo
foi identificada diferenca significante entre as distribuicdes do cortisol nas
diferentes racas, independente do trimestre gestacional (1° trimestre:
p=0,292; 2° trimestre: p=0,285; e 3° trimestre: p=0,151).

4.2.7.2.2 Diabetes mellitus tipo 2 (DM2)

N&o se observou diferenga significante entre as distribuicdes do CSN
em individuos diabéticos e ndo diabéticos, no grupo controle (p=0,210) e no
grupo gestante (1°, 2° e 3° trimestre: p=0,146; p=0,481; p=0,974;
respectivamente).
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4.2.7.2.3 Hipertenséo arterial sistémica (HAS)

N&o foi verificada diferenca significante entre as distribuicées do CSN
em hipertensos e néo hipertensos, no grupo controle (p=0,635) e no grupo
gestante (1°, 2° e 3° trimestre: p=0,709; p=0,839; p=0,901; respectivamente).
No entanto, esse resultado ndo pode ser assumido como conclusivo devido
ao numero reduzido de mulheres hipertensas nessa casuistica (controle-

n=3; gestante-n=5).

4.2.7.2.4 Consumo de bebidas alcodlicas

N&o houve diferenca significante entre as distribuicbes do CSN em
mulheres que consumiam bebidas alcodlicas e as que ndo consumiam no
grupo controle (p=0,678). Nenhuma gestante referiu consumir bebidas

alcodlicas.

4.2.7.2.5 Uso de anticoncepcional oral

Também nao foi observado diferenca significante entre as distribuicbes
do CSN em mulheres que faziam uso de anticoncepcional e as que néo

faziam uso no grupo controle (p=0,985).

4.2.7.2.6 Tabagismo e uso de polivitaminicos

N&o foi possivel realizar o estudo de associacdo das distribuicées do
CSN com as variaveis tabagismo, pois s6 havia um unico individuo tabagista
nessa casuistica, e uso de polivitaminicos, uma fez que todas as mulheres
do grupo gestante faziam uso, ao passo que nenhuma mulher do grupo

controle utilizou este medicamento.
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4.2.7.2.7 Uso de insulina e metformina

Considerando-se somente as mulheres diabéticas dos grupos controle
e gestante, observaram-se distribuicbes semelhantes do CSN entre as que
usam e as que nao usam insulina no grupo controle (p=0,655) e no grupo
gestante (p>0,999 e p=0,697; 2° e 3° trimestre, respectivamente). Resultado
semelhante foi observado entre as mulheres diabéticas que usam
metformina e as que ndo usam no grupo gestante 2° trimestre (p>0,999).
Estes resultados devem ser olhados com cautela devido ao nimero reduzido

de mulheres diabéticas em uso de insulina e metformina nesta casuistica.

Tabela 13 - Frequéncia e mediana (minimo e maximo) do cortisol salivar
noturno (ug/dL) nos grupos controle e gestante (1°, 2° e 3° trimestre) em
cada variavel qualitativa: raca, diabetes, hipertensdo, consumo de &lcool,
uso de ACO, uso de insulina e uso de metformina
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4.2.8Valores de referéncia para o cortisol salivar noturno

Foram determinados os valores de referéncia baseados nos percentis

2,5-97,5 para o CSN no grupo controle (0,03- 0,13 pg/dL), como pode ser

observado na Figura 13; e no grupo gestante 1° trimestre (0,03-0,25 pg/dL),
2° trimestre (0,04-0,26 pg/dL) e 3° trimestre (0,07-0,33 pg/dL), como pode

ser visto na Figura 14.

0,16 1

0,14 4

0,12 -

0,10 -

0,08 -

0,06 -

Cortisol (microgramas/dL)

0,04 -

0,02 -

0,13

0,030

Figura 13 - Valores individuais e limites de referéncia utilizando os percentis
2,5-97,5 para o cortisol salivar noturno no grupo controle
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Figura 14 - Valores individuais e limites de referéncia utilizando os percentil
2,5-97,5 para o cortisol salivar noturno no grupo gestante, nos trés trimestres
de gestacéao

4.2.9Determinacdo de valores de corte do cortisol salivar noturno nos
grupos DC e gestante em cada um dos trimestres de gestagcéo

Observando o resumo descritivo do CSN apresentado na Tabela 9,
verifica-se uma sobreposicéo dos valores nos grupos DC e gestante nos trés
trimestres (Figuras 15, 16, 17).
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Primeiro trimestre

Cushing

Grupo

Gestante — T T T T T T
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50
Cortisol (microgramas/dL)

Figura 15 - Dot-plots do cortisol salivar noturno nos grupos Cushing e
gestante no primeiro trimestre

Segundo trimestre

Cushing

Grupo

Gestante T = T T T T T
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50

Cortisol (microgramas/dL)

Figura 16 - Dot-plots do cortisol salivar noturno nos grupos Cushing e
gestante no segundo trimestre
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Terceiro trimestre

Cushing

Gestante —= T T T T
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50
Cortisol (microgramas/dL)

Figura 17 - Dot-plots do cortisol salivar noturno nos grupos Cushing e
gestante no terceiro trimestre

Os valores de corte do CSN e area sobre a curva, que separaram da
melhor forma possivel o grupo DC do grupo gestante nos trés trimestres,
realizados a partir da construcdo de curvas ROC, foram, respectivamente:
primeiro trimestre: 0,255 pg/dL e 0,987 (erro padrdo 0,011); segundo
trimestre: 0,260 pg/dL e 0,990 (erro padrao 0,007); terceiro trimestre: 0,285
pg/dL e 0,949 (erro padrdo 0,024). As sensibilidades e especificidades
correspondentes nos trés trimestres foram: 92% e 100%; 84% e 98%; 80%

e 93%, respectivamente.
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5 DISCUSSAO

O diagnéstico da SC durante a gestacdo é, por vezes, problematico
pela superposicdo de achados clinicos e laboratoriais com a gestacéo
normal. Quanto aos aspectos clinicos, existe uma superposicédo de sinais e
sintomas, como ganho de peso, estrias, HAS, fadiga, hiperglicemia e
alteracdes do humor, que podem ocorrer tanto na mulher normal gravida
como em pacientes com SC (Lindsay & Nieman; Tejura et al., 2005; Karaca
et al., 2010). Ja a presenca de fraqueza muscular, fraturas patologicas e
estrias largas e violaceas abdominais e fora do abdome sdo mais
especificas, aumentando a suspeicdo diagndstica para SC (Karaca et al.,
2010).

Em relacdo aos aspectos laboratoriais, a ativacdo do eixo HHA
materno altera parametros e testes utilizados para o rastreamento da SC
(Lindsay & Nieman, 2005; Vilar et al., 2007). Desta forma, UFC, cortisol
plasmatico total e livie e CBG podem estar elevados pela prépria gestacao
(Lindsay & Nieman, 2005; Karaca et al.,, 2010). Em relagdo aos exames
utilizados para confirmacdo do hipercortisolismo, o LDDST ndo deve ser
primeira opgdo em virtude dos resultados falso-positivos durante a gestagao
devido a resposta alterada a DMS (Nieman et al., 2008) e apenas valores de
UFC maiores que trés vezes o limite superior da normalidade podem ser
considerados indicativos de SC na gestacéao (Lindsay et al., 2005; Nieman et
al., 2008). Dentre estes exames de rastreamento, 0 CSN tem sido proposto
como meétodo importante para o diagnostico da SC em gestantes,
destacando-se pela sua praticidade e, principalmente, por indicar alteragéo
no ritmo circadiano de secrecdo de cortisol caracteristico da SC e que €&
preservado na gestacdo normal (Lindsay & Nieman, 2005). No entanto,
diante das alteracdes do eixo HHA proprias da gravidez, a gestante passa a
fazer parte de uma populagéo especifica em que os valores de referéncia do
CSN nao estdo determinados (Lindsay & Nieman, 2005; Kita et al., 2007;
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Nieman et al.,2008; Karaca et al., 2010; Bronstein et al., 2011; Hampson et
al., 2013).

Existem poucos estudos publicados na literatura sobre o CSN na
gravidez, sendo que nestes o CSN foi estudado no inicio e final da gestacéo
(Scott et al., 1990), no terceiro trimestre da gestacdo, como o realizado por
Viardot et al. e, no segundo e terceiro trimestres da gestacao, sem avaliacao
dos trimestres separadamente (Manetti et al.,, 2012). No entanto,
desconhecemos estudos comparando o CSN nos trés trimestres da
gestacéao.

Neste estudo, procuramos contribuir para este topico, estabelecendo
valores de referéncia do CSN no primeiro, segundo e terceiro trimestres
gestacionais, utilizando o método ELISA, que é o método adotado no
Hospital das Clinicas - FMUSP, nosso centro de referéncia. Foi estudado o
CSN na gestacdo tendo como grupo controle mulheres ndo gravidas e

pacientes com SC.

5.1 Caracterizacéo geral dos grupos

Trata-se de um estudo com individuos do sexo feminino e com mesma
faixa etaria nos trés grupos. A distribuicdo do IMC foi heterogénea entre os
grupos. Observou-se que o IMC do grupo DC foi significativamente maior do
gue o do grupo controle e do que o do grupo gestante. Estes dados estdo de
acordo com os dados encontrados na literatura, apontando para prevaléncia
aumentada da obesidade na SC (Newell-Price et al., 1998; Newell-Price et
al., 2006; Bertagna et al., 2009; Carrol & Findling, 2010).
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5.2 Cortisol salivar noturno

5.2.1Valores de cortisol salivar noturno: Grupos controle, DC e
gestante

No presente estudo, foi observada tendéncia de aumento das
medianas do CSN no decorrer dos trimestres no grupo gestante (primeiro
trimestre: mediana de 0,08 pg/dL; segundo trimestre: mediana de 0,10
pg/dL; terceiro trimestre: mediana de 0,15 upg/dL). As maiores medianas
foram observadas no terceiro trimestre de gestacdo, mostrando um aumento
de 2,1 vezes nos valores do CSN em relagdo ao grupo controle. Esta
elevacdo do horménio no terceiro trimestre estd de acordo com dados
reportados por Viardot et al. que mostraram aumento de mais de duas vezes
do CSN no terceiro trimestre da gestacdo em relacdo as mulheres nao
gravidas. Em relacdo ao primeiro e segundo trimestre, nosso estudo
demonstrou aumento do CSN de 1,1 vezes e 1,4 vezes, respectivamente,
em relacdo ao grupo controle. Como até o presente foram realizados poucos
estudos com CSN na gestacdo, podemos comparar nossos dados com os
encontrados em outros estudos baseados na dosagem do cortisol livre
durante a gravidez. Sua elevacdo na gestacdo € bem documentada na
literatura, com diferentes estudos mostrando um aumento do cortisol livre de
duas a quatro vezes (Nolten & Rueckert, 1981; Cousins et al., 1983; Allolio et
al.,1990; Jung et al., 2011). Jung et al., em estudo longitudinal realizado no
decorrer dos trés trimestres da gestagcdo, mostraram aumento da
concentracdo média do cortisol livre plasmatico em relacdo ao grupo
controle de 1,2, 1,4 e 1,6 vezes nos respectivos trimestres gestacionais,
sendo alcancadas concentragbes maximas no terceiro trimestre. Outro
estudo demonstrou um progressivo aumento do cortisol livre da 16-36
semana de gestacdo em mulheres gravidas saudaveis (Ho et al., 2007).
Existem diferentes explicacbes para este aumento do cortisol livre na
gestacado: resisténcia a acdo do cortisol, efeitos antiglicocorticoides em
virtude de elevadas concentracbes de progesterona, alteracdo do set point

para ACTH, e secrecdo autbnoma de ACTH e CRH pela placenta (Lindsay &
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Nieman, 2005; Karaca et al., 2010). Destaca-se, ainda, uma maior
responsividade adrenal a estimulacdo pelo ACTH (Nolten et al., 1981;
Bronstein et al., 2011). O aumento do cortisol livre, principalmente no final da
gestacdo, € implicado na preparacdo materna para o parto (Trainer, 2002) e
na maturacdo pulmonar do feto (Murphy, 1977; Karaca et al., 2010).

No presente estudo, os menores valores de CSN foram observados no
grupo controle (mediana de 0,07 pg/dL) e as maiores concentracbes no
grupo DC (mediana de 0,51mg/dL). Foi também observado um aumento
estatisticamente significante nos valores do CSN entre o terceiro trimestre de
gestacdo (mediana de 0,15 pg/dL) e o grupo controle (mediana de 0,07
pg/dL), sendo que este dado estd de acordo com o0s encontrados na
literatura (Scott et al., 1990; Viardot et al., 2005; Manetti et al., 2012). Em
relacdo ao grupo DC, foram encontrados valores de CSN significantemente
superiores aos observados no grupo controle e aos observados no grupo
gestante nos trés trimestres. Mesmo em relacdo ao terceiro trimestre
gestacional (mediana de 0,15 pg/dL), que apresenta aumento significante
em relacdo aos demais trimestres, o CSN dos individuos com DC (mediana
de 0,51 pg/dL) foi significantemente superior, achado ja observado por
Manetti et al. Mostramos também que ndo houve diferenca significante entre
os valores de CSN nos grupos controle e gestante primeiro e segundo
trimestres, sendo que esta diferenca também nao foi observada por Scott et
al. em relacdo a gestantes no inicio da gestacdo (12 a 16 semanas) e
mulheres nao gravidas.

As concentracbes de CSN foram avaliadas separadamente em
gestantes de baixo e de alto risco (portadoras de HAS e/ou DM2), ndo sendo
verificada diferenca significante entre estes subgrupos nos trés trimestres.
N&o localizamos estudos avaliando CSN em gestantes de baixo e de alto
risco, ndo sendo, portanto, possivel comparar com nosso dados.

Como em todo estudo longitudinal, tivemos dificuldade na obtencéo de
amostras das gestantes em todos os trimestres. Desta forma, somente oito
delas realizaram coleta nos trés trimestres, sendo também observada

tendéncia de elevag¢do do hormdnio no decorrer desses.
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Demey-Ponsart et al. mostraram aumento do cortisol plasmatico total e
livre a partir da 11° semana de gestacdo. Observamos que ndo houve
diferenca significante nas concentragcdes de CSN entre as gestantes que
colheram amostras até 10 semanas e de 11 a 13 semanas de gravidez, mas

nao existem estudos comparativos.

5.2.2Associagcdo do cortisol salivar noturno em relagdo as variaveis:
Grupos controle e gestante

A influéncia da idade e de condicbes médicas coexistentes sobre as
concentragbes de CSN ainda nao estdo amplamente -caracterizadas
(Nieman et al., 2008).

Observamos, assim como Manetti et al., que as concentragbes de CSN
nao foram influenciadas pela idade e pelo IMC. Em estudo realizado em
homens com mais de 60 anos, Liu et al., encontraram resultados falso-
positivos para o CSN em hipertensos e diabéticos. No entanto, nosso estudo
compreende mulheres de 18 a 45 anos. Diferentemente dos nossos dados,
Baid et al. mostraram concentracdes elevadas de CSN em uma
porcentagem de obesos. Neste estudo, também nédo encontramos diferenca
entre os valores de CSN de individuos diabéticos e nado diabéticos,
hipertensos e néo hipertensos, e de mulheres que consumiam ou néao bebida
alcodlica. Na literatura, concentracdes mais elevadas de CSN sdo descritas
em condicbes como alcoolismo (Carroll & Findling, 2008), sendo que as
mulheres do grupo controle, que faziam uso de bebida alcodlica, o faziam
numa quantidade considerada aceitavel pela OMS. Adicionalmente,
concentragbes mais elevadas de CSN podem ser vistas em individuos
diabéticos mal controlados (Carroll & Findling, 2008), coorte excluido no
nosso estudo. Ainda em relacdo as mulheres diabéticas dos grupos controle
e gestante, observou-se CSN semelhante entre as que usavam e néo
usavam insulina e metformina.

No grupo controle, observou-se diferenca nos valores de CSN entre

mulheres negras e brancas, sendo que os valores nas pacientes da raca
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branca foram mais baixos do que as da raca negra. Entretanto, deve-se ter
cautela diante desta conclusdo devido ao numero reduzido de
representantes da raga negra neste grupo. Ja em relagdo ao grupo gestante,
nao foi identificada diferenca entre os valores do CSN nas diferentes racas,
assim como observado por Manetti et al.

No presente estudo, verificamos que os valores do CSN em mulheres
do grupo controle que faziam uso de ACO néo foram diferentes das que néo
usavam, assim como demonstrado por outros pesquisadores (Scott et al.,
1990; Jung et al., 2011; Manetti et al., 2013). Confirmando que o cortisol
salivar, que reflete a forma livre biologicamente ativa, ndo é influenciado por
modificacbes nas proteinas de ligacdo (CBG) como ocorre em uso de
estrogenos. E bem documentado que o uso de estrdgenos exodgenos
isolados ou em combinacdo com progesterona aumentam os niveis de CBG
(Aden et al., 1998; Wiegratz et al., 2003; Jung et al.,2011).

5.2.3Valores de referéncia para o cortisol salivar noturno

E bem fundamentado na literatura que a determinacdo de valores de
referéncia em populacbes especificas selecionadas é extremamente
importante, sendo ideal para cada centro de referéncia a normatizacdo dos
seus proprios valores para o método empregado (Viardot et al.,, 2005;
Alexandraki & Grossman, 2010; Deutschbein & Petersenn, 2013; Mert et al.,
2013).

Neste estudo, estabelecemos valores de referéncia para o CSN na
gestacdo, sendo o limite superior para o CSN nos respectivos trimestres
gestacionais: 1° trimestre (0,25 pg/dL), 2° trimestre (0,26 pg/dL) e 3°
trimestre (0,33 pg/dL). Para as mulheres do grupo controle, o limite superior
para o CSN neste estudo foi 0,13 pg/dL. Nosso laboratério segue os valores
de referéncia sugerido pelo fabricante Salimetrics (até 0,12 pg/dL), sendo
gue, neste caso, foram estabelecidos valores de referéncia para o CSN em

adultos usando o percentil 95, diferentemente do percentil 97,5 utilizado
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neste estudo. Adicionalmente, existe discrepancia entre a amostragem
utilizada pelo fabricante (197 individuos saudaveis) (Aardal & Holm, 1995) e

a deste estudo (33 controles normais).

5.2.4Determinagdo de valores de corte do cortisol nos grupos DC e
gestante em cada um dos trimestres de gestacéao

A comparacao dos valores de corte de CSN de gestantes sem DC com
os de pacientes portadoras de DC mostrou alto grau de sensibilidade e
especificidade, decrescendo no avancar da gestacdo. Mesmo no terceiro
trimestre, foram de 80% e 93%, respectivamente, mostrando alto poder
discriminatério entre os dois grupos de individuos. Estes achados podem
contribuir para o diagnéstico diferencial, vistas as limitacdes na gestacao

normal de outros métodos para SC, tais como o LDDST e UFC.
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6 CONCLUSOES

e Foi observado um aumento progressivo do CSN no decorrer da
gestacédo, sendo que concentracfes maximas foram encontradas no

terceiro trimestre;

e Um aumento estatisticamente significante do CSN foi encontrado
entre o terceiro trimestre de gestacao e o grupo controle;

e Foram estabelecidos valores de referéncia para o método CSN nos

trés trimestres gestacionais;

e Foi encontrada uma boa acuracia diagnostica do CSN na
diferenciacdo entre gestantes e pacientes portadores de DC, mesmo

no terceiro trimestre gestacional.
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7 ANEXOS

Anexo A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL
LEGAL
L NOIME st

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N° & ..ot sexo: MO rF O

DATA NASCIMENTO: ........ oo /...

BAIRRO ..ottt CIDADE ...
CEP: TELEFONE: DDD (............ ) TP

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, Curador €tC.) .......cccceereriiiieiiiieeeeeeeeeeeeeceeeeee e

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.....coovviiiiiiiiiiiiiiieeeeeen, SEXO: MO rO

DATA NASCIMENTO.: .....feeeved......

=N 0) ===l TR (NI APTO: v,
BAIRRO: ..o eeeees e es e eenee CIDADE: .o
(o= = TELEFONE: DDD (........... ) SN

DADOS SOBRE A PESQUISA
1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA : AVALIAGAO DO CORTISOL SALIVAR

NOTURNO EM GESTANTES: COMPARACAO COM MULHERES NAO GRAVIDAS E PACIENTES COM
SINDROME DE CUSHING

PESQUISADOR : Prof. Dr. MARCELLO DELANO BRONSTEIN

CARGO/FUNGCAO: MEICO........c..oereerrrereirrrerinns INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° .15798........c.ccceeveverrernnne.
UNIDADE DO HCFMUSP: UNIDADE DE NEUROENDOCRINOLOGIA DO SERVICO DE ENDOCRINOLOGIA E
METABOLOGIA — DIVISAO DE CLINICA MEDICA |

2. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO X RISCO MEDIO O

RISCO BAIXO Oa RISCO MAIOR O
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3. DURAGAO DA PESQUISA : vinte e quatro

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP
SOMENTE PARA GESTANTES

1 — Desenho do estudo e objetivo(s) “essas informagdes estdo sendo fornecidas para sua

participacdo voluntaria neste estudo, que visa verificar os valores normais de cortisol na
saliva em gestantes no primeiro, segundo e terceiro trimestres de gestacdo. O
cortisol, que € um horménio conhecido popularmente como cortisona, vai ser dosado
na saliva de gestantes e seu valor serd comparado com o de mulheres ndo gréavidas e
pacientes com sindrome Cushing (doenca associada com aumento da producéo de
cortisol). Desta forma, a dosagem do cortisol salivar vai ajudar no diagnéstico de
sindrome de Cushing em gestantes”.

2 — Descricao dos procedimentos que serdo realizados: sera coletada uma amostra de
saliva em tubo Salivete, fornecida pelo Laboratério de Horménios e Genética
Molecular/ LIM42 do Hospital das Clinicas de Sdo Paulo. A amostra devera ser colhida
em ambiente ndo hospitalar entre 2300h e 2400 h. O paciente devera abrir o tubo e
retirar o rolo inteiro e mastiga-lo até que esteja molhado (2 a 3 min). O rolo devera,
entdo, ser colocado de volta no frasco plastico que devera ser mantido em
refrigerador por no méximo 12 horas e entregue no préprio laboratério.

3 — Relacdo dos procedimentos rotineiros e como séo realizados — coleta de saliva em
tubo Salivete para o exame acima descrito.

4 — Descricdo dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos dos itens 2 e 3: a
medida do cortisol salivar é simples, ndo invasiva e, desta forma, nao traz riscos e
desconfortos ao paciente.

5 — Beneficios para o participante: Nao h& beneficio direto para o participante, pois
trata-se de um estudo que determina valores de referéncia do cortisol salivar em
gestantes. A determinacdo destes valores serdo importantes na avaliacdo de
gestantes normais e gestantes com sindrome de Cushing.

6 — Relacdo de procedimentos alternativos que possam ser vantajosos, pelos quais o
paciente pode optar: nao ha.

7 — Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais dividas. O investigador
principal, Prof. Dr. MARCELLO DELANO BRONSTEIN, pode ser encontrado no endereco
Rua Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 155 5° andar, bloco 4B ambulatério de Endocrinologia,
telefones: 3069-6745 3069-6293 / 3069-6624. Se vocé tiver alguma consideracao ou duvida

sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) —
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Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20,FAX:
3069-6442,ramal 26 E-mail: cappesg@hcnet.usp.br

8 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicao;
09 — Direito de confidencialidade — As informac8es obtidas serdo analisadas em conjunto
com outros pacientes, ndo sendo divulgado a identificacdo de nenhum paciente;
10 — Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando
em estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores;
11 — Despesas e compensacdes: ndo ha despesas pessoais para o participante em
qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo h&d compensacdo
financeira relacionada a sua participagdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera
absorvida pelo orcamento da pesquisa.
12 - Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente para

esta pesquisa.

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE
SAO PAULO-HCFMUSP

Eu discuti com o Dr. Prof. Dr. MARCELLO DELANO BRONSTEIN sobre a minha
decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos do
estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participagdo é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar
quando necessario. Eu ou o individuo ao qual sou o responsavel legal concordamos
voluntariamente em participar deste estudo e poderemos retirar 0 nNoOsSsO
consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou
prejuizo ou perda de qualquer beneficio que possamos ter adquirido, ou no
atendimento neste Servigo.

Data / /

Assinatura do paciente/representante legal

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes analfabetos, semianalfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente ou

representante legal para a participagéo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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Anexo B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL
LEGAL
L NOIME: st

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ...ovveeeeeeeeeeeeeeees sexo: MO F O

DATA NASCIMENTO: ........ [ l.....

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CUradOr E1C.) ........ocuuriiiiiiiriee e

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :........ccoooiiiiiiiiiiiiiineeen, SEXO: MO rO

DATA NASCIMENTO.: ...... Lo [

ENDEREGCO: ..ot NO s APTO: L,
BAIRRO: ...t CIDADE: .....oiiiiiiiieiecee e
CEP: TELEFONE: DDD (............ e e e

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA : AVALIAGAO DO CORTISOL SALIVAR

NOTURNO EM GESTANTES: COMPARACAO COM MULHERES NAO GRAVIDAS E PACIENTES COM
SINDROME DE CUSHING

PESQUISADOR : Prof. Dr. MARCELLO DELANO BRONSTEIN

CARGO/FUNGAO: MEICO........vvrveeererererrececeereieeresesesesienenns INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° .15798.........
UNIDADE DO HCFMUSP: UNIDADE DE NEUROENDOCRINOLOGIA DO SERVICO DE ENDOCRINOLOGIA E
METABOLOGIA — DIVISAO DE CLINICA MEDICA |

2. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO X RISCO MEDIO O

RISCO BAIXO Oa RISCO MAIOR O

3. DURAGCAO DA PESQUISA : vinte e quatro
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO
PAULO-HCFMUSP
SOMENTE PARA MULHERES NAO GRAVIDAS (GRUPO CONTROLE)

1 — Desenho do estudo e objetivo(s) “essas informacdes estdo sendo fornecidas para sua participacao

voluntaria neste estudo, que visa verificar os valores normais de cortisol na saliva em gestantes
no primeiro, segundo e terceiro trimestres de gestagdo. O cortisol, que € um hormonio
conhecido popularmente como cortisona, vai ser dosado na saliva de gestantes e seu valor
serd comparado com o de mulheres ndo gravidas e pacientes com sindrome Cushing (doenca
associada com aumento da producgéo de cortisol). Desta forma, a dosagem do cortisol salivar
vai ajudar no diagnéstico de sindrome de Cushing em gestantes”.

2 — Descri¢@o dos procedimentos que serdo realizados: sera coletada uma amostra de saliva em
tubo Salivete, fornecida pelo Laboratério de Hormonios e Genética Molecular/ LIM42 do
Hospital das Clinicas de Sao Paulo. A amostra devera ser colhida em ambiente ndo hospitalar
entre 2300h e 2400 h. O paciente devera abrir o tubo e retirar o rolo inteiro e mastiga-lo até que
esteja molhado (2 a 3 min). O rolo deverd, entdo, ser colocado de volta no frasco plastico que
devera ser mantido em refrigerador por no maximo 12 horas e entregue no préprio laboratoério.
3 — Relagéo dos procedimentos rotineiros e como séo realizados — coleta de saliva em tubo Salivete
para o exame acima descrito.

4 — Descricao dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos dos itens 2 e 3: a medida do
cortisol salivar é simples, ndo invasiva e, desta forma, nd&o traz riscos e desconfortos ao
paciente.

5 — Beneficios para o participante: Ndo ha beneficio direto para o participante, pois trata-se de um
estudo que determina valores de referéncia do cortisol salivar em gestantes. A determinacgéo
destes valores serdo importantes na avaliagdo de gestantes normais e gestantes com sindrome
de Cushing.

6 — Relagdo de procedimentos alternativos que possam ser vantajosos, pelos quais o paciente pode
optar: ndo ha.

7 — Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O investigador principal, Prof.
Dr. MARCELLO DELANO BRONSTEIN, pode ser encontrado no endereco Rua Dr. Enéas de
Carvalho Aguiar, 155 5° andar, bloco 4B ambulatério de Endocrinologia, telefones: 3069-6745 3069-
6293 / 3069-6624. Se vocé tiver alguma consideracéo ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar —
tel: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20,FAX: 3069-6442,ramal 26 E-mail: cappesg@hcnet.usp.br

8 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar
do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicao;
09 — Direito de confidencialidade — As informag8es obtidas serdo analisadas em conjunto com outros
pacientes, nao sendo divulgado a identificacdo de nenhum paciente;
10 - Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em estudos
abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos  pesquisadores;
11 - Despesas e compensacdes: ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do
estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensacao financeira relacionada a sua

participacdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orgamento da pesquisa.
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12 - Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente para esta
pesquisa.
HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE
SAO PAULO-HCFMUSP

Eu discuti com o Dr. Prof. Dr. MARCELLO DELANO BRONSTEIN sobre a minha decisdo em
participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propoésitos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacdo é isenta de despesas e
que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Eu ou o individuo ao qual
sou o responsavel legal concordamos voluntariamente em participar deste estudo e
poderemos retirar 0 nosso consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo,
sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que possamos ter adquirido, ou
no atendimento neste Servigo.

. Data / /
Assinatura

do paciente/representante legal

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes analfabetos, semianalfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responséavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente ou representante legal

para a participacé@o neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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Anexo C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL

LEGAL
L NOME: s s
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N ....ovvuiiieerreneernenrnenneees sexo: MmO F O
DATA NASCIMENTO: ........ TR
ENDEREGQCO ....ooiiiiiiii et NO. e APTO: ...
BAIRRO . ... CIDADE ...
(0] =1 = R TELEFONE: DDD (............ ) ettt
2. RESPONSAVEL LEGAL ....oooeitiieeeceeeeeeeeeeteet ettt ettt et es s e eaenn e
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CUradOr E1C.) .....coiiuiiieeriiiieeeiiiiee e esiiiee e e e e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE ... SEXO: MO rO
DATA NASCIMENTO.: ....../eccco.cc...
ENDEREGO: ...vouiieeoiereeieess e N APTO: oo
BAIRRO: ...coooiiviieneiseiess e CIDADE: ...t
CEP: oo TELEFONE: DDD (............ OO

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA : AVALIAGAO DO CORTISOL SALIVAR

NOTURNO EM GESTANTES: COMPARACAO COM MULHERES NAO GRAVIDAS E PACIENTES COM
SINDROME DE CUSHING

PESQUISADOR : Prof. Dr. MARCELLO DELANO BRONSTEIN
CARGO/FUNGAO: MEICO. ..o INSCRIGAO CONSELHO REGIONAL N°

UNIDADE DO HCFMUSP: UNIDADE DE NEUROENDOCRINOLOGIA DO SERVICO DE ENDOCRINOLOGIA E
METABOLOGIA — DIVISAO DE CLIiNICA MEDICA |

2. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO X RISCO MEDIO O

RISCO BAIXO Oa RISCO MAIOR O

3. DURACAO DA PESQUISA : vinte e quatro
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO
PAULO-HCFMUSP
SOMENTE PARA PACIENTES COM SINDROME DE CUSHING (GRUPO CONTROLE)
1 — Desenho do estudo e objetivo(s) “essas informacdes estdo sendo fornecidas para sua participacao

voluntaria neste estudo, que visa verificar os valores normais de cortisol na saliva em gestantes
no primeiro, segundo e terceiro trimestres de gestagdo. O cortisol, que € um hormdnio
conhecido popularmente como cortisona, vai ser dosado na saliva de gestantes e seu valor
serd comparado com o de mulheres n&o gravidas e pacientes com sindrome Cushing (doenca
associada com aumento da producao de cortisol). Desta forma, a dosagem do cortisol salivar
vai ajudar no diagnostico de sindrome de Cushing em gestantes”.

2 — Descrigdo dos procedimentos que serdo realizados: sera coletada uma amostra de saliva em
tubo Salivete, fornecida pelo Laboratério de Hormoénios e Genética Molecular/ LIM42 do
Hospital das Clinicas de S&o Paulo. A amostra devera ser colhida em ambiente n&o hospitalar
entre 2300h e 2400 h. O paciente devera abrir o tubo e retirar o rolo inteiro e mastiga-lo até que
esteja molhado (2 a 3 min). O rolo deverd, entdo, ser colocado de volta no frasco plastico que
deveré ser mantido em refrigerador por no maximo 12 horas e entregue no préprio laboratoério.
3 — Relagéo dos procedimentos rotineiros e como séo realizados — coleta de saliva em tubo Salivete
para o exame acima descrito.

4 — Descri¢cdo dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos dos itens 2 e 3: a medida do
cortisol salivar é simples, ndo invasiva e, desta forma, n&o traz riscos e desconfortos ao
paciente.

5 — Beneficios para o participante: Nao ha beneficio direto para o participante, pois trata-se de um
estudo que determina valores de referéncia do cortisol salivar em gestantes. A determinacgéo
destes valores serdo importantes na avaliagdo de gestantes normais e gestantes com sindrome
de Cushing.

6 — Relagdo de procedimentos alternativos que possam ser vantajosos, pelos quais o paciente pode
optar: ndo ha.

7 — Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais davidas. O investigador principal, Prof.
Dr. MARCELLO DELANO BRONSTEIN, pode ser encontrado no endereco Rua Dr. Enéas de
Carvalho Aguiar, 155 5° andar, bloco 4B ambulatério de Endocrinologia, telefones: 3069-6745 3069-
6293 / 3069-6624. Se vocé tiver alguma consideracéo ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar —
tel: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20,FAX: 3069-6442,ramal 26 E-mail: cappesg@hcnet.usp.br

8 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar

do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicéo;

09 — Direito de confidencialidade — As informagfes obtidas seréo analisadas em conjunto com outros
pacientes, ndo sendo divulgado a identificacao de nenhum paciente;

10 - Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em estudos
abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores;

11 — Despesas e compensacdes: ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do
estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensacao financeira relacionada a sua

participacdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orgamento da pesquisa.


mailto:cappesq@hcnet.usp.br
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12 - Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente para esta

pesquisa.

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE
SAO PAULO-HCFMUSP

Eu discuti com o Dr. Prof. Dr. MARCELLO DELANO BRONSTEIN sobre a minha decisdo em
participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propositos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacdo é isenta de despesas e
gue tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Eu ou o individuo ao qual
sou o responséavel legal concordamos voluntariamente em participar deste estudo e
poderemos retirar 0 nosso consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo,
sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que possamos ter adquirido, ou
no atendimento neste Servigo.

. Data / /
Assinatura

do paciente/representante legal

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes analfabetos, semianalfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente ou representante legal

para a participacé@o neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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Anexo D - Dados gerais dos individuos do grupo gestante de baixo risco
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Anexo G - Idade, IMC e cortisol salivar cortisol salivar noturno (ug/dL) dos
individuos do grupo Cushing

IMC Cortisol

N° do paciente Idade (anos)
(kg/m2) (ug/dL)
1 43 32,3 0,74
2 37 27,0 0,56
3 38 32,6 0,59
4 28 30,5 0,32
5 18 26,1 0,32
6 37 38,4 0,52
7 29 25,7 0,21
8 31 25,8 0,26
9 20 26,8 0,30
10 32 25,6 0,83
11 32 35,8 0,63
12 45 30,4 0,75
13 35 27 0,51
14 30 30,5 0,43
15 19 26,6 0,56
16 34 32,8 0,27
17 33 25,3 1,00
18 24 57 0,24
19 26 38,4 0,52
20 40 30 1,30
21 45 24,1 1,50
22 33 38,2 0,26
23 45 24,4 0,51
24 20 24,1 0,49
25 20 23,1 0,32
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Anexo H - Folha de instrugcdo com orientacfes fornecidas pelo Laboratério
de Hormonios do HC-FMUSP

o=
F\“ DIVISAO DE LABORATORIO CENTAL

CORTISOL SALIVAR

ORIENTACOES AO PACIENTE

1. Nao colher se estiver em uso de corticosteréides topicos ou sistémicos.

Colher em dia de atividade normal.

Nao comer'60 minutos antes da coleta.

Nao consumir bebida alcodlica 24 horas antes da coleta.

Evitar alimentos &cidos ou muito doces 4 horas antes da coléta.

Nao escovar os dentes 2 horas antes da coleta.

N o o s P

Lavar a boca apenas com agua 10 minutos antes da coleta.

~ 8. Mastigar ou mover pela boca o rolo de algodéo até que este esteja
totalmente molhado (2 a 3 minutos). ;

9. Colocar o rolo de algodao de volta ao frasco pléstico.
10. Colher a amostra no horério indicado pelo médico.

11. Se for colhido em casa, anotar o horério e entregar no dia seguinte pela
manha no laboratério.

12. Entregar o mais rapido possivel ao laboratério.

Paciente Ambulatorial do ICHC
Local de entrega: Av.Dr. Enéas de Carvalho de Aguiar,155
Segunda a sexta-feira 07:00 h &s 13:00h

Versio 08 (03-09-2013)
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