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RESUMO

A dosagem do cortisol salivar, que avalia a fração livre do hormônio,
tem se tornado cada vez mais popular, com vários ensaios comerciais
disponíveis. Neste artigo avaliamos criticamente os diferentes ensaios
disponíveis para dosagem de cortisol salivar e suas aplicações em situ-
ações fisiológicas e patológicas. Esta técnica tem se mostrado útil para
o estudo do ritmo circadiano do cortisol e para a avaliação de insufi-
ciência adrenal, nos primeiros dias de vida de recém-nascidos a termo
e pré-termo. Adicionalmente, tem sido utilizada para avaliar o eixo
hipotálamo-hipófise-adrenal (HHA) em alterações da função cognitiva,
em situações de estresse, ansiedade, depressão, síndrome do pânico,
na avaliação da privação de sono em pacientes trabalhadores
noturnos e naqueles com fadiga crônica. Recentemente, a dosagem
de cortisol salivar têm sido empregada no diagnóstico da síndrome de
Cushing (SC), inclusive em crianças: sua dosagem às 24:00h apresenta
sensibilidade diagnóstica superior a todos os outros parâmetros para
detectar pacientes com a condição, mesmo naqueles com hipercorti-
solismo intermitente ou leve. Utilizando a dosagem do cortisol salivar,
avaliamos a acurácia diagnóstica do teste de supressão com dexa-
metasona (DEX, 8mg e 24mg) no diagnóstico diferencial da SC. Nossos
dados sugerem que a medida do cortisol salivar, quando comparada
ao cortisol plasmático, melhora a acurácia diagnóstica do teste de
supressão com altas doses de DEX, mesmo utilizando critérios mais ri-
gorosos. É importante que o pesquisador e o clínico estejam cientes das
possíveis diferenças geradas pelos diferentes ensaios, para inter-
pretarem adequadamente os intervalos de referências. Os ensaios para
cortisol salivar devem ser padronizados e interpretados com base em
valores de corte, obtidos em cada laboratório, utilizando amostras de
controles normais da população, de obesos e de pacientes com pseu-
do-Cushing e SC comprovada. Os laboratórios de pesquisa ou labo-
ratórios comerciais devem, desta forma, realizar a validação de seus
ensaios para dosagem de cortisol salivar, tornando-os mais disponíveis à
prática clínica. (Arq Bras Endocrinol Metab 2003;47/4:358-367)
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ABSTRACT

Salivary Cortisol on the Evaluation of the Hypothalamic-Pituitary-Adrenal
Axis.
Measurement of salivary cortisol, which evaluates the free form of the
hormone, has become popular following the development of commer-
cial assays. This article evaluates the different assays available for mea-
surement of salivary cortisol, and its clinical application in some physio-
logical and pathological conditions. Measurement of salivary cortisol has
been extensively used to evaluate cortisol circadian rhythm and adren-
al insufficiency, in the first days of life of full-term and pre-term infants,
and to evaluate the hypothalamic–pituitary-adrenal axis (HPA) activity in
adults and children with cognitive impairment, major depression, stress,
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anxiety, panic syndrome, chronic fatigue syndrome,
and sleep deprivation in shift workers. Measurement
of salivary cortisol is also used in the diagnosis of
Cushing syndrome, in adults and children. These stud-
ies demonstrate that midnight salivary cortisol mea-
surement has higher diagnostic sensitivity compared
to all other previously analyzed parameters, in
detecting Cushing syndrome (CS), even in patients
with intermittent or mild hypercortisolism. Using sali-
vary cortisol measurement, we evaluated the diag-
nostic accuracy of the high dose dexamethasone
(DEX, 8mg and 24 mg) suppression test in the differ-
ential diagnosis of CS. Our data suggest that salivary
cortisol compared to plasma cortisol improved the
diagnostic accuracy of high dose DEX suppression
tests, even using more rigorous criteria of suppression.
It is critical that researchers and clinicians must be
aware of the differences generated in different sali-
vary cortisol assays, in order to interpret the intervals
of references adequately. Thus, salivary cortisol
assays should be chosen and interpreted based on
assay-specific normative data in combination with
results from patients suspected but proven not to
have CS. We also suggest that commercial laborato-
ries consider large-scale validation of these assays to
make them widely available to practicing clinicians.
(Arq Bras Endocrinol Metab 2003;47/4:358-367)

Keywords: Salivary cortisol; Hypercortisolism; Dexam-
ethasone suppression tests; Cushing’s syndrome;
Pseudo-Cushing

Aspectos Críticos nas Dosagens de Esteróides

Os ESTERÓIDES ADRENAIS SÃO moléculas de
pequeno peso molecular (250-350Da) com

estruturas químicas muito semelhantes, não são espé-
cie-específicas, são resistentes ao calor e, portanto,
estáveis à temperatura ambiente. As concentrações
plasmáticas, da ordem de nanomoles ou micromoles
por litro, não exigem ensaios muito sensíveis. Por
outro lado, a semelhança estrutural dos esteróides
exige anticorpos altamente específicos ou a necessi-
dade de extração e de cromatografia prévias.

O cortisol circula no sangue ligado às proteínas
transportadoras, a transcortina, a principal proteína
transportadora de corticóides (CBG), e a albumina.
Apenas uma pequena fração (5-10%) encontra-se na
forma livre, isto é, na fração biologicamente ativa do
hormônio. Situações que elevam as globulinas trans-
portadoras dos esteróides, tais como gravidez e uso
de estrógenos, apresentam maiores aumentos dos va-
lores do esteróide total do que do esteróide livre.
Similarmente, em condições de baixos níveis de CBG,
como ocorre na síndrome nefrótica, insuficiência he-
pática e hipotireoidismo, as concentrações de cortisol
livre são mantidas normais apesar da redução dos

níveis do cortisol plasmático. A maioria dos métodos
de imunoensaios utilizados na determinação do corti-
sol no plasma detecta o cortisol total (ligado e livre),
ao passo que a dosagem do cortisol na urina e na sali-
va quantifica o cortisol livre. Os níveis de cortisol
livre, tanto urinário como salivar, aumentam rapida-
mente quando as concentrações séricas do cortisol
total atingem 25µg/dl (700nmol/L), excedendo a
capacidade de ligação da CBG.

A medida precisa da concentração do cortisol
total foi, inicialmente, realizada por técnicas de com-
petição à ligação a proteínas usando anticorpos especí-
ficos (1). Este método foi substituído pelo radioimu-
noensaio (RIA) e, mais recentemente, por ensaios de
imunofluorescência e quimioluminescência, ensaios
estes de maior sensibilidade e especificidade. A deter-
minação do cortisol livre urinário (UFC, urinary free
cortisol) pode também ser realizada por imunoensaios
ou cromatografia líquida de alta pressão (HPLC, high
performance liquid chromatography). Estes mesmos
métodos também permitem a quantificação do cortisol
salivar, um índice excelente da concentração livre do
cortisol do plasma.

A medida do cortisol salivar independe da taxa
de fluxo de saliva e das flutuações da transcortina
(2,3). As amostras de saliva são obtidas por procedi-
mento simples, não invasivo, livre de estresse, poden-
do ser realizadas por pessoas não treinadas em ambu-
latório ou na própria residência do paciente (4-9).
Estas amostras podem ser coletadas muitas vezes ao
dia, permitindo a avaliação dinâmica da secreção de
cortisol livre. Além disso, as amostras do cortisol sali-
var são estáveis em temperatura ambiente por 1 sema-
na e podem ser transportadas ao laboratório pelo cor-
reio ou pelo portador, sem nenhuma perda da ativi-
dade do cortisol (10).

Aplicação Clínica da Dosagem de Cortisol Livre
Com a finalidade de avaliar criticamente a aplicação
clínica da dosagem de cortisol salivar, discutiremos
algumas situações fisiológicas e patológicas onde esta
dosagem tem sido utilizada. Em relação ao estudo do
ritmo circadiano da secreção de cortisol em crianças e
em recém-nascidos, o cortisol salivar tem se mostrado
uma técnica extremamente útil (4,8,11). Crianças a
termo foram avaliadas em um estudo longitudinal,
com o intuito de determinar o tempo de aparecimen-
to do ritmo circadiano do cortisol, por meio da
dosagem do cortisol salivar. As amostras de saliva
foram coletadas entre 08:00 e 09:00h e entre 21:00 e
22:00h no berçário ou na casa do paciente, após a alta
hospitalar e foram obtidas nas semanas 2, 4, 8, 12, 16,



20 e 24 da vida pós-natal. A idade média do apareci-
mento do ritmo circadiano do cortisol ocorreu entre o
segundo e o terceiro mês nos recém-nascidos a termo
(4,12). Resultados similares foram descritos usando o
cortisol plasmático e um protocolo de seção transver-
sal (13), sugerindo que a maturação do ritmo circadi-
ano do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HHA)
ocorre em torno de 8 a 12 semanas de vida pós-natal,
em recém-nascidos a termo.

Um estudo prévio havia relatado uma relação
inversa entre a idade gestacional e os valores do corti-
sol plasmático em crianças prematuras (14). Utilizan-
do a dosagem do cortisol salivar, também avaliamos os
efeitos da prematuridade na ontogenia da variação cir-
cadiana do eixo HHA. O ritmo circadiano emergiu e
persistiu entre a segunda e a décima sexta semana pós-
natal. Neste estudo longitudinal, a média e a mediana
de aparecimento do ritmo do cortisol foram 8 e 9,3
semanas pós-natal, respectivamente. Estes achados
foram, portanto, similares aos observados para o ritmo
do cortisol salivar em crianças a termo, usando o
mesmo protocolo longitudinal (4,8), sugerindo que o
desenvolvimento do ritmo circadiano do cortisol em
crianças prematuras, em idade gestacional entre 31 e
34 semanas, diferentemente de prematuros de 28
semanas de idade gestacional (15), não está necessari-
amente retardado. Provavelmente, a partir da trigésima
semana de vida gestacional, o sistema controlador do
ritmo circadiano endógeno esteja desenvolvido e apto
a responder aos estímulos sono/vigília, ciclo claro/
escuro, alimentação e estresse ambiental (8).

Uma condição crítica em crianças é a avaliação
de insuficiência adrenal nos primeiros dias de vida.
Geralmente, estas crianças são prematuras e apresen-
tam baixo peso, o que torna difícil a retirada de grande
quantidade de sangue para dosagem do cortisol plas-
mático. Analisamos as concentrações de cortisol salivar
em condições basais e após o teste de estímulo com
ACTH em 48 crianças prematuras, na primeira semana
de vida pós-natal. Observamos um aumento do corti-
sol plasmático e do cortisol salivar após o teste com
ACTH quando comparado com o estímulo com salina
(p<0,0001). Portanto, o cortisol salivar pode ser uti-
lizado para avaliar a resposta adrenal ao ACTH, nos
primeiros dias de vida de crianças a termo e de pre-
maturos (11).

Adicionalmente, a dosagem de cortisol salivar
tem sido utilizada para a avaliação do eixo HHA em
alterações da função cognitiva, tanto em crianças (16),
como em pacientes adultos, além de estudos com
estresse, ansiedade, depressão e síndrome do pânico
(17-19). Esta dosagem tem também sido avaliada em

relação à privação de sono em pacientes trabalhadores
noturnos (20), em pacientes com fadiga crônica (21),
e para avaliação de estresse em crianças durante trata-
mento dentário (22). Centenas de trabalhos nestas
áreas do conhecimento, utilizando a dosagem do cor-
tisol salivar, podem ser encontradas nos últimos 3 anos
na Internet. Entretanto, estes aspectos não são do
escopo deste artigo, que avaliará criticamente o papel
da dosagem de cortisol salivar no diagnóstico da sín-
drome de Cushing.

Nos últimos anos, vários estudos utilizando
dosagem de cortisol salivar no diagnóstico da sín-
drome de Cushing têm sido descritos, inclusive em cri-
anças (5-7,23). A primeira etapa na avaliação da sín-
drome de Cushing consiste em afastar o uso exógeno
de glicocorticóides, a causa mais freqüente de hiper-
cortisolismo, situação esta onde os pacientes geral-
mente apresentam sinais e sintomas de hipercortisolis-
mo, porém com valores indetectáveis de cortisol. O
diagnóstico do hipercortisolismo e a definição etioló-
gica da síndrome de Cushing (causas independentes e
causas dependentes de ACTH) dependem de exames
laboratoriais e de imagem. Cabe salientar que ainda
não há consenso de qual a melhor forma de confirmar
o hipercortisolismo e de definir as causas da síndrome
de Cushing (24). Entretanto, a maioria dos protocolos
de investigação utiliza, no mínimo, dois testes fun-
cionais que enfocam diferentes aspectos da fisiopatolo-
gia do eixo HHA.

O UFC tem sido considerado o indicador mais
sensível de hipercortisolismo. Entretanto, apresenta o
inconveniente da coleta de urina de 24h e a necessi-
dade da avaliação simultânea da taxa de filtração
glomerular do paciente (24). Mesmo com estas incon-
veniências, a determinação do UFC (valor normal
<220-330nmol ou 80 a 120µg/24h), em duas ou três
medidas repetidas e consecutivas, tem sido considera-
da como método padrão-ouro para este fim, sobretu-
do quando os valores de UFC excederem quatro vezes
o limite superior do método (24,25). Embora o UFC
seja um teste útil para rastreamento de hipercortisolis-
mo, pode ser normal em 8 a 15% dos pacientes com
síndrome de Cushing (26).

Na tentativa de uma abordagem mais simples
para o diagnóstico do hipercortisolismo, alguns estudos,
baseados na perda do ritmo circadiano observada na
maioria dos pacientes com síndrome de Cushing, uti-
lizaram a dosagem de UFC em amostras de urina de 1h,
obtidas entre 07:00-08:00 e entre 22:00-23:00h, em
indivíduos normais e em pacientes com síndrome de
Cushing (27,28). Os valores do UFC, em média, foram
maiores nos pacientes com síndrome de Cushing,
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porém houve sobreposição com os controles no perío-
do da manhã. Entretanto, não houve sobreposição nas
concentrações de UFC determinadas à noite entre indi-
víduos normais e pacientes com síndrome de Cushing.
Cabe salientar, ainda, que ocorreu sobreposição - em
ambos os períodos estudados - nos valores de UFC
entre pacientes com hipercortisolismo e um grupo de
indivíduos obesos ou com outras formas de pseudo-
Cushing, situações estas em que ocorre maior dificul-
dade diagnóstica, limitando o uso deste teste.

Outro teste utilizado para o diagnóstico da sín-
drome de Cushing, também baseado na perda do
ritmo circadiano, foi sugerido por Newell-Price e cols.
(29), que dosaram o cortisol plasmático às 24:00h em
150 pacientes com síndrome de Cushing comprovada,
e demonstraram que o cortisol total do plasma menor
que 50nmol/L (1,8µg/dL) rendeu uma sensibilidade
diagnóstica de 100% para síndrome de Cushing. Um
outro trabalho (30) sugeriu que valores de cortisol
plasmático às 24:00h maiores do que 7,5µg/dL
(207nmol/L) permitem a discriminação entre a sín-
drome de Cushing e estados de pseudo-Cushing, com
uma sensibilidade de 96%. Avaliando, também, as con-
centrações de cortisol plasmático, o teste de supressão
com 1mg dexametasona administrada às 23:00h tem
sido utilizado como rastreamento de hipercortisolis-
mo. A supressão do cortisol plasmático para valores
menores que 5µg/dl era considerada uma resposta
normal a este teste (31). Entretanto, em alguns indiví-
duos obesos, as concentrações de cortisol plasmático
variavam de 3,0-7,2µg/dL (80-195nmol/L). Adi-
cionalmente, alguns pacientes com síndrome de Cush-
ing demonstraram uma sensibilidade incomum à
supressão com dexametasona, fazendo com que este
teste resultasse em um número significativo de res-
postas falso-negativas. Para aumentar a sensibilidade
do teste de supressão com 1mg de dexametasona,
alguns autores (24,30) têm sugerido que a supressão
do cortisol plasmático deve ser menor que 1,8µg/dL
(50nmol/L). Entretanto, quando se utiliza um valor
de corte tão baixo, ocorre um aumento indubitável da
taxa de falso-positivo. Neste caso, o teste apresenta alta
sensibilidade (95%) e baixa especificidade, o que o
torna freqüentemente necessário à continuidade da
investigação para hipercortisolismo.

Embora estudos prévios tenham demonstrado
claramente a utilidade da dosagem do cortisol salivar
para avaliar o ritmo (4,8,12) e a atividade do eixo
HHA (9,11,32,33) e, também, para diagnosticar
hipercortisolismo (5-7,23,27), é surpreendente que
esta técnica não tivesse sido usada mais extensamente,
o que vem ocorrendo mais recentemente. Laudat e

cols. (34) estabeleceram valores de normalidade em
101 adultos normais, 18 pacientes com síndrome de
Cushing e 21 pacientes com insuficiência adrenal, e
concluíram que a dosagem de cortisol salivar poderia
ser utilizada para avaliar alterações do eixo HHA, inde-
pendente das alterações da CBG. Raff e cols. (5), uti-
lizando a dosagem de cortisol salivar às 09:00 e às
23:00h no diagnóstico de hipercortisolismo, obser-
varam que as concentrações de cortisol salivar coletado
às 23:00h estavam significativamente elevadas quando
comparadas com controles normais. Adicionalmente,
estes autores demonstraram que, apesar da maioria dos
pacientes com síndrome de Cushing exibirem uma
perda do ritmo circadiano, 3 de 39 pacientes apresen-
taram cortisol salivar às 23:00h dentro dos valores de
referência normal e, destes, 2 mantiveram ritmo circa-
diano. Neste trabalho foi demonstrado não haver
diferença significativa entre os valores de cortisol sali-
var entre homens e mulheres normais, como havia sido
previamente sugerido (34). Além disto, a concen-
tração do cortisol na saliva foi estimulada pela admi-
nistração de ACTH exógeno, consistente com um
estudo precedente (32). Uma correlação positiva e sig-
nificativa entre o cortisol livre na saliva e o cortisol
total no plasma (5,6,35) tem sido observada em vários
trabalhos (figura 1).

Estudando 30 pacientes com síndrome de
Cushing, demonstramos que os níveis de cortisol sali-
var coletado às 23:00h são tão acurados (100% sensi-
bilidade com 91,4% de especificidade) quanto os testes
convencionais para a confirmação do hipercortisolismo
endógeno (6). O padrão circadiano do cortisol salivar
persistiu em 43% dos pacientes com síndrome de
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Figura 1. Correlação (r= 0,89 e p<0,0001) obtida entre os
valores de cortisol salivar (ng/dl) e plasmático (µg/dl) em
condições basais e após o teste de supressão com dife-
rentes doses de dexametasona.



Cushing de nossa casuística, porém as concentrações
absolutas de cortisol estavam elevadas (figura 2).
Avaliamos, também, a acurácia diagnóstica de uma
amostra de saliva coletada às 09:00h da manhã
seguinte, após a ingestão de dexametasona (1mg no
adulto e 20µg/kg/peso em crianças) às 23:00h. As
concentrações médias do cortisol salivar após o teste
de supressão com 1mg de dexametasona foram mais
elevadas nos pacientes com síndrome de Cushing do
que nos indivíduos normais (6) e nos pacientes com
pseudo-Cushing (5-7). A sobreposição das concen-
trações de cortisol salivar entre indivíduos normais e
pacientes com síndrome de Cushing e a persistência de
ritmo circadiano (5,6) podem ser justificadas pelo grau
de hipercortisolismo mais leve observado em alguns
pacientes, ou pela intermitência do hipercortisolismo
observada em outros.

Mais recentemente, um estudo do National
Institute of Health (NIH) dos Estados Unidos tam-
bém avaliou o cortisol salivar às 24:00h como um teste
de rastreamento para síndrome de Cushing (23). Os
autores avaliaram 139 pacientes de ambulatório e 4
internados com possível síndrome de Cushing, 16
pacientes de ambulatório e 7 internados com doença
não adrenal, e 34 indivíduos saudáveis. A concentração
de cortisol salivar às 24:00h identificou 93% dos
pacientes com síndrome de Cushing (intervalo da con-
fiança, 89-98%). Os autores concluíram, mais uma vez,
que a dosagem do cortisol salivar às 24:00h é um teste
prático e exato para o diagnóstico da síndrome de
Cushing. Com especificidade de 100%, a sensibilidade
diagnóstica do cortisol salivar às 24:00h foi equiva-
lente a de uma medida do cortisol plasmático às
24:00h e superior a todos os parâmetros restantes,
incluindo o UFC na urina de 24 horas.

Resumindo, vários trabalhos demonstram que a
dosagem do cortisol salivar em amostra coletada às
24:00h pode excluir o diagnóstico da síndrome de
Cushing ao identificar mais de 90% dos pacientes com
esta doença. Mesmo assim, em torno de 7% dos
pacientes com síndrome de Cushing apresentaram cor-
tisol salivar às 24:00h dentro da variação observada
nos estados pseudo-Cushing. De toda forma, nos
diferentes trabalhos analisados, a sensibilidade diag-
nóstica da dosagem do cortisol salivar foi superior a
todos os outros parâmetros em detectar pacientes com
síndrome de Cushing, mesmo em pacientes com hi-
percortisolismo leve. Neste caso, ou quando os testes
laboratoriais forem duvidosos, o diagnóstico diferen-
cial da síndrome de Cushing dos casos de pseudo-
Cushing pode trazer dificuldades. O fato de que todos
os testes laboratoriais apresentam falso-negativos e
falso-positivos torna essencial a associação e, às vezes,
a repetição dos testes para confirmar o hipercortisolis-
mo endógeno. Cabe salientar que, se as dúvidas diag-
nósticas persistirem, sugere-se a reavaliação do pa-
ciente após um a três meses. Nestas situações, o teste
de supressão com baixas doses (2mg) de dexametasona
(36), combinado ou não com o do oCRH, podem ser
também utilizados (37).

Diagnóstico Etiológico da Síndrome de Cushing
Na presença de um paciente com quadro clínico suges-
tivo de síndrome de Cushing e após a confirmação la-
boratorial do hipercortisolismo endógeno, os níveis
plasmáticos basais de ACTH devem ser determinados
para diferenciar as causas ACTH-dependentes das
ACTH-independentes. Os testes com altas (8mg/d) e
muito altas (16 ou 24mg/dia) doses de dexametaxona,
administradas durante 2 dias, foram muito utilizados

Cortisol Salivar na Avaliação do Eixo HHA
Castro & Moreira

362 Arq Bras Endocrinol Metab vol 47 nº 4 Agosto  2003

Figura 2. Valores individuais de cortisol salivar obtidos às 09:00h, 23:00h e às 09:00h após ingestão de 1mg de dexametasona
(Dexa) às 23:00h da noite anterior, em indivíduos controles (O), pacientes obesos (    ) ou com síndrome de Cushing (∆). Figu-
ra modificada de Castro e cols., 1999 (6).
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no diagnóstico diferencial das causas de síndrome de
Cushing (36) e hoje foram substituídos pelo teste
overnight simplificado. A supressão de 50% dos valores
de cortisol plasmático, entretanto, não é observada em
todos os pacientes com doença de Cushing, podendo
ocorrer até 12% de falso-negativos. Por outro lado, esta
supressão pode ocorrer em cerca de 20% de pacientes
com produção ectópica de ACTH e em até um terço
das hiperplasias macronodulares (38,39). O teste de
oCRH (1µg/kg/peso corporal) tem sido extensiva-
mente utilizado no diagnóstico diferencial da síndrome
de Cushing, tanto como teste periférico (40) como
durante o cateterismo de seio petroso inferior (41).
Adenomas corticotróficos liberam ACTH (incremento
de 35 a 50%) e cortisol (incremento de 20%) pós-CRH,
enquanto os tumores ectópicos produtores de ACTH e
os tumores adrenais produtores de cortisol não respon-
dem ao oCRH (24,40). Cerca de 8-10% dos pacientes
com doença de Cushing podem não responder, e em
torno de 20% de pacientes com síndrome de secreção
ectópica de ACTH podem apresentar resposta ao
oCRH. O teste de estímulo com DDAVP (10µg EV
em bolo) constitui uma alternativa ao teste de estímu-
lo com oCRH no diagnóstico diferencial da síndrome
de Cushing (24,42,43). A associação do teste com
DDAVP e CRH faz com que todos os pacientes
respondam ao teste, devido ao efeito sinérgico das dro-
gas, porém esta alta sensibilidade ocorre com uma baixa
especificidade (23,44,45). O cateterismo bilateral do
seio petroso inferior (CBSPI) é mais um instrumento
na investigação das causas de síndrome de Cushing
dependentes de ACTH, tanto em adultos (41) com em
crianças (46-48).

Recentemente (49,50) avaliamos a resistência
dos corticotrofos na doença de Cushing a diferentes
doses de dexametasona, utilizando a dosagem do cor-
tisol salivar. Comparamos, ainda, a resposta do cortisol
salivar com a do cortisol plasmático após o teste com
altas (8mg) e muito altas (24mg) doses de dexameta-
sona e após o teste com oCRH no diagnóstico difer-
encial da síndrome de Cushing. Estudamos 46
pacientes com síndrome de Cushing, incluindo 28
com doença de Cushing, 16 com doença adrenal e 2
com tumor ectópico oculto produtor de ACTH.
Observamos uma supressão dose dependente do corti-
sol salivar, do cortisol plasmático e do ACTH nos
pacientes com doença de Cushing. Entretanto, o cor-
tisol salivar apresentou uma maior supressão que o
cortisol plasmático ou o ACTH, após diferentes doses
de dexametasona. O paralelismo das três linhas identi-
ficou o critério de 65% de supressão para o cortisol
salivar correspondente a 50% da supressão do cortisol

no plasma após 8mg/dia durante 2 dias como consis-
tente com doença de Cushing (49,50). É importante
salientar que Flack e cols. (51) mostraram que um
maior grau de supressão (80%) do UFC deveria ser uti-
lizado para o diagnóstico de síndrome de Cushing. Na
nossa opinião, quando se utilizam as formas livres do
cortisol (UFC ou saliva) como indicadores do teste, o
grau de supressão deve ser maior do que quando se
utiliza o cortisol plasmático. Estas observações em
conjunto recomendam a adoção de critérios mais ri-
gorosos de supressão para interpretar a resposta do
cortisol livre aos testes com dexametasona. A razão
para a maior supressibilidade do cortisol livre pela de-
xametasona não são claras. Previamente, Cope e Black
(52) atribuíram a ligação do cortisol no plasma à CBG,
limitando, desta forma, a quantidade de cortisol livre
difundível. Portanto, o cortisol na saliva cai muito mais
intensamente que o cortisol total no plasma e pode
refletir muito melhor a supressão do eixo HHA.

Avaliamos, também, a aplicabilidade do cortisol
salivar no diagnóstico diferencial da síndrome de
Cushing. A sensibilidade e a especificidade diagnósti-
cas foram de 81%/83% usando 50% de supressão para
o cortisol plasmático e de 86%/100% usando o critério
de 65% de supressão para o cortisol salivar, no teste
com 8mg de dexametasona. Analisando a acurácia
diagnóstica, nossos dados sugerem que a medida do
cortisol salivar, mesmo utilizando critérios mais ri-
gorosos, melhora o teste de supressão com altas doses
de dexametasona comparado ao cortisol plasmático no
diagnóstico diferencial da síndrome Cushing.

Comparamos, também, o valor diagnóstico da
dosagem do cortisol salivar em relação às dosagens do
cortisol e ACTH plasmáticos em resposta ao teste
oCRH. O teste oCRH apresentou sensibilidade e
especificidade de 86%/91% para a ACTH, 100%/64%
para o cortisol plasmático e 93%/91% (20% de incre-
mento) ou 86%/100% (35% de incremento) para o
cortisol salivar. Nossos dados indicam que a dosagem
do cortisol salivar após o teste oCRH parece ser tão
boa como a do cortisol ou ACTH plasmáticos na
diferenciação das causa de Cushing ACTH-depen-
dentes. Cabe, entretanto, salientar que o teste do
oCRH é também realizado durante o CBSPI (41,48)
e, nesta condição, a dosagem de cortisol salivar não
apresenta nenhuma utilidade. Este é o primeiro tra-
balho que avaliou a dosagem de cortisol salivar no
diagnóstico das etiologias da síndrome de Cushing,
portanto, estudos posteriores, ampliando o número
de pacientes, serão necessários para a definição de
critérios de resposta frente ao teste com altas doses de
dexametasona.
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Comparação dos Métodos para Dosagem do
Cortisol Salivar
A medida do cortisol na saliva pode facilmente ser exe-
cutada com as modificações simples de um RIA
disponível para o cortisol plasmático. Este tem sido o
método empregado até recentemente (5,6,23,27,32-
35), mas estes ensaios diferem entre si. Independente
do método, os estudos demonstraram sensibilidade
com especificidade elevadas e destacaram a importân-
cia do uso do cortisol salivar como um teste de ras-
treamento para a síndrome de Cushing. Entretanto,
apesar da similaridade no desempenho diagnóstico da
síndrome de Cushing, os dados do estudo do NIH
(23) diferem dos obtidos nos estudos precedentes
(5,6), principalmente em termos dos valores de corte
observados nos indivíduos normais ou com pseudo-
Cushing. As possíveis razões para esta diferença são
variadas, a primeira delas é que os indivíduos sem sín-
drome de Cushing eram diferentes nos vários estudos.
Esta assertiva é totalmente verdadeira. Outra possibili-
dade é que o método da coleta da saliva possa ter influ-
enciado os resultados. Finalmente, é também possível
que os diferentes ensaios ou o ponto de corte da
dosagem de cortisol salivar resultem em diferenças na
interpretação dos dados.

No ensaio utilizado em laboratório (4,6),
amostras de saliva são coletadas em tubos plásticos por
salivação direta durante 15 minutos. A cavidade oral é
previamente limpa com água filtrada. As amostras de
saliva são centrifugadas a 2000rpm por 5 minutos e o
sobrenadante separado e estocado a -20°C para poste-
rior dosagem de cortisol livre por RIA. No trabalho de
Raff e cols. (5), foi usado um dispositivo para a coleta
(Salivette). É possível que o algodão do Salivette possa
reter alguma quantidade de cortisol, levando a um
resultado mais baixo daquele que seria encontrado se a
saliva fosse coletada diretamente. Entretanto, a simi-
laridade dos pontos de corte do cortisol salivar, pro-
postos para a interpretação do teste de supressão com
dexametasona, usando Salivette (103ng/dl) (5) e
coleção direta (62-112ng/dl) (6), sugere que a técni-
ca da coleta não é um fator importante.

Utilizamos, para a dosagem de cortisol salivar, o
mesmo RIA utilizado para dosagem do cortisol plas-
mático, porém sem extração (53). Após centrifugação
da saliva, 25µl são pipetados diretamente no tubo de
ensaio e [1,2, 3H(N)] Hydrocortisone (N.E.N.
Dupont - NET-185) e um anticorpo contra cortisol
produzido em coelho contra o conjugado cortisol 3-
carboxi metil oxima (CMO) – albumina bovina (BSA)
produzido pelo Prof. Dr. José Gilberto Vieira (Labo-
ratório Fleury) são adicionados. Utilizamos como

curva padrão a Hydrocortisone - ∆4 - pregnene-11β,
17α, 21triol – 3,20-dione (catálogo nº H-4001,
Sigma) e uma incubação de 15 horas. A dose mínima
detectável pelo nosso método foi de 62ng/dl
(1,7nmol/L). No trabalho de Raff e cols. (5), o corti-
sol salivar foi medido por RIA comercial (Coat-a-
Count, Diagnostic Products, Los Angeles, CA), tam-
bém após modificação do ensaio para o cortisol plas-
mático (35). Neste método, os autores aumentam o
volume do analisado (de 25 para 200µL), aumentam o
tempo de incubação de 45 para 180min, diminuem a
temperatura de incubação de 37°C para temperatura
ambiente, e diluem a curva padrão em água destilada
1:10. A dose mínima detectável do cortisol salivar
obtida pelo método de Raff e cols. (5) foi de 14ng/dl
(0,4mmol/L). O ensaio utilizado por Papanicolaou e
cols. (23) utiliza 50µl de saliva, após centrifugação,
pipetados diretamente em tubos de ensaios contendo
[1,2,6,7 3H] cortisol e um anticorpo anti-coelho con-
tra acetato de cortisona – 3 CMO- BSA, seguindo 3h
de incubação à temperatura ambiente. A dose mínima
detectável do cortisol salivar obtida por este método
foi de 80ng/dl. Todos estes três métodos utilizam,
para separação da fração livre da ligada, o carvão ativa-
do. É interessante salientar que os RIAs usados no
nosso estudo (6) e no estudo de Papanicolaou e cols.
(23) são menos sensíveis que o de Raff e cols. (5).

Outro aspecto discutível nos resultados dos
diferentes autores é o ponto de corte do cortisol sali-
var entre os indivíduos normais, obesos ou pacientes
com hipercortisolismo. Em nosso estudo, utilizamos
como ponto de corte o percentil 90 dos indivíduos
normais e de indivíduos obesos, e observamos valores
de cortisol salivar de 168 e 282ng/dl, respectiva-
mente, às 23:00h (6). Outros autores utilizaram como
ponto de corte o percentil 97 ou a média mais dois
desvios padrões dos indivíduos normais, com valores
de cortisol salivar variando nestes casos de 130-
282ng/dl (5,7). O estudo do NIH adotou valor de
corte para o cortisol salivar mais elevado (550ng/dl) e
este valor foi obtido pelo resultado mais alto do corti-
sol salivar, observado às 23:00h em um paciente com
pseudo-Cushing. Portanto, a concentração de
550ng/dl (15,2nmol/L) foi o nível de corte para que
se obtivesse uma especificidade de 100%. O uso de
percentil 97 ou média mais dois desvios padrões no
estudo do NIH renderia valores de corte de 415-
457ng/dl, ainda assim mais elevados do que os obser-
vados nos outros estudos.

Mais recentemente, laboratórios têm procurado
comparar novos métodos (54,55) como enzimaimu-
noensaio (EIA) com RIAs (Coat-a-Count, Diagnostic
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Products Corporation, Los Angeles, CA) previamente
descritos (5). Para o EIA comercial (Diagnostic System
Laboratories, produto n° 10-67100) foram utilizados
25µl de saliva, um tempo de incubação de 45 minutos
e calibradores que variaram de 2,8 a 273nmol/L
(100-10000ng/dl). A dose mínima detectável foi de
0,4nmol/L (14ng/dl). Utilizando os 2 métodos,
foram construídas curvas de regressão dos dados obti-
dos nos três grupos de pacientes estudados: normais,
obesos e pacientes com síndrome de Cushing. As con-
centrações de cortisol salivar nas amostras estudadas
obtidas pelo EIA mostraram-se consistentemente mais
elevadas que as obtidas pelo RIA (54,55). Para se
determinar qual dos métodos apresentava valores mais
acurados, um padrão de cortisol (Hydrocortisone
H4001, Sigma) foi adequadamente pesado e soluções
padrões contendo diferentes concentrações de cortisol
foram preparadas. Estas soluções padrões foram
dosadas por ambos os métodos. As concentrações
observadas pelo RIA foram mais próximas dos resulta-
dos previstos do que as dosadas pelo EIA, que supe-
restimavam as concentrações de cortisol na saliva.
Similarmente ao observado por Raff e cols. (54,55),
Papanicolaou e cols. (23) compararam dois métodos
de RIA e demonstraram que o método (5) utilizado
por Raff e cols., (Coat-a-Count, Diagnostic Products,
Los Angeles, CA) apresentavam valores de cortisol
salivar em torno da metade dos observados pela
dosagem utilizando um RIA disponível comercial-
mente nos EUA (Covance Laboratories, Inc. Vienna,
VA) e modificado pelos autores (23). Esta alteração
metodológica pode justificar o valor mais elevado de
corte do cortisol salivar encontrado no trabalho do
NIH (550ng/dl) quando comparado aos trabalhos
previamente publicados (5,6).

Mais recentemente, outro grupo independente
de investigadores (56) avaliou o ritmo circadiano em
indivíduos normais utilizando a dosagem do cortisol
salivar por um método de eletro-quimioluminescência
(Elecsys 1010/1020 analyzers, Roche Diagnostic,
Laval, Quebec). Este ensaio é realizado em 18 minu-
tos, utiliza 20µl de saliva e a curva de calibração varia
de 1 a 1750nmol/L (40 a 63000ng/dl). Os coefi-
cientes de variação intra e interensaios foram
metodologicamente adequados e não houve diferença
estatística entre valores observados em homens e mu-
lheres. Os autores concluem que o cortisol salivar pode
ser quantificado adequadamente utilizando métodos
automatizados. Entretanto, este trabalho é um estudo
piloto e algumas limitações ocorreram, como, por
exemplo, um número pequeno de lotes de kits comer-
ciais que foram testados e a ausência de estudo de

replicabilidade do método. Neste estudo, os autores
também compararam as dosagens de cortisol salivar
utilizando o método automatizado Elecsys com o
método RIA comercial da DPC utilizado previamente
por Raff e cols., (5) e um outro ensaio comercial, uti-
lizando dois sítios de um anticorpo monoclonal, tam-
bém disponível nos EUA (Salimetrics LLC, State Col-
lege, Pennsylvania). Os autores demonstraram que,
enquanto as correlações dos calibradores foram de
0.986 (Elecsys vs. DPC) e de 0.926 (Elecsys vs. Sali-
metrics), as correlações entre os métodos, utilizando
saliva de 18 crianças, foram de 0.6446 e de 0.594,
respectivamente. As amostras quantificadas foram,
portanto, em torno de 40% mais elevadas quando ana-
lisadas pelo Elecsys.

Portanto, todos os trabalhos da literatura que
descrevem o uso do cortisol salivar às 23:00-24:00h,
com ou sem associação com o teste de supressão com
dexametasona, confirmam a eficácia deste como um
teste simples e acurado no rastreamento de pacientes
com hipercortisolismo endógeno. Pela facilidade de
coleta, a dosagem do cortisol salivar pode, ainda, au-
xiliar na avaliação de alguns pacientes com hipercorti-
solismo intermitente (5) e principalmente no diagnós-
tico de hipercortisolismo na criança (7,23). Vale
ressaltar que o teste de cortisol salivar às 24:00h pode
também ser útil em facilitar o rastreamento de hiper-
cortisolismo em populações de alto risco (por exem-
plo, pacientes com diabetes mellitus, hipertensão arte-
rial ou síndrome metabólica).

A dosagem do cortisol salivar tem se tornado
cada vez mais popular nos EUA e mesmo no Brasil. É
importante que o pesquisador ou o clínico estejam
cientes das possíveis diferenças geradas pelos diferentes
ensaios para interpretarem adequadamente os interva-
los de referências. Os ensaios para o cortisol salivar
devem ser padronizados e interpretados com base em
valores de corte obtidos em cada laboratório utilizan-
do amostras de controles normais da população, de
obesos, e outros pacientes com pseudo-Cushing e de
pacientes com síndrome de Cushing comprovada. Os
laboratórios de pesquisa ou laboratórios comerciais
devem, desta forma, realizar a validação de seus ensaios
para dosagem de cortisol salivar, tornando-os
disponíveis à prática clínica.
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