Articulo original

a. Grupo de Trabajo de
Gastroenterologfa y
Nutricién Pedidtrica.

b. Laboratorio de
Endocrinologfa.
Hospital de Agudos
Dr. L. Pirovano,
Ciudad Auténoma
de Buenos Aires.

Correspondencia:

Dra. Anouk L. Fastman:
anoukfastman@gmail.
com

Financiamiento:

Se conté con una beca
de investigacion de la
Sociedad Argentina de
Pediatria 2017 para la
Dra. Anouk Fastman.

Conflicto de intereses:
Ninguno que declarar.

Recibido: 8-4-2019
Aceptado: 5-8-2019

Publicado Primero en
Internet: 13-12-2019

Arch Argent Pediatr 2020;118(1):18-24 / 18

Determinacion de valores de referencia de cortisol
salival en lactantes sanos de 0 a 12 meses
Determination of reference values for salivary cortisol in

healthy infants aged 0-12 months

Dra. Anouk L. Fastman®, Bgca. Valeria Schmoll® y Dr. Christian Boggio Marzet®

RESUMEN

Introduccion. El cortisol salival es una
herramienta ttil como biomarcador de estrés
en pediatria, ya que la obtencién de muestras no
esinvasiva. Hay escasa informacién sobre suuso
ennifios, y nosereportaron valores dereferencia
enlactantessanosenla Argentina. Esimportante
establecerlos en cada centro como base para
realizar estudios posteriores en lactantes, en
quienes parece ser la herramienta objetiva mds
relevante en la actualidad para evaluar estrés.
Objetivo. Determinar los valores de referencia
de cortisol salival en lactantes sanos de 0 a
12 meses de edad.

Métodos. Estudio descriptivo, de corte
transversal, que evalué cortisol salival matutino
de nifios sanos de ambos sexos de 0 a 12 meses
que concurrieron a control de salud en el
Hospital Pirovano entre marzo de 2017 y
marzo de 2018. Se tomaron muestras de saliva
de 8 a 9 a. m. en ayunas y se procesaron con
electroquimioluminiscencia. Los resultados se
informaron como media y desvio estdndar.
Resultados. Se incluyeron 140 nifios, y se
obtuvieron 96 muestras. La media de cortisol
salival matutino fue 5,46 nmol/l (intervalo
de confianza del 95 %: 4,66-6,38), desvio
estandar 2,15. No se observé correlacion con
la variable edad, por lo cual el intervalo de
referencia no requirié el fraccionamiento por
grupo etario. No se observaron diferencias
significativas respecto a sexo, edad gestacional,
pesoalnacer, tipo de partoo tipo dealimentacién.
Conclusion. Seinformé el intervalo dereferencia
de cortisol salival matutino en lactantes sanos
de 0 a 12 meses.

Palabras clave: valores dereferencia, cortisol salival,
lactantes.
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INTRODUCCION

El nivel de cortisol se considera
indicador biolégico de estrés, ya que
mide la actividad del eje hipotdlamo-
hipofisoadrenal (HHA), que es uno de
sus principales sistemas de respuesta
de la biologia humana. Hasta que se
comenzo a dosar cortisol, el estrés era
evaluado, en los nifios, a través de la
observacién subjetiva de los patrones
de comportamiento y los signos
vitales y vasomotores.! El cortisol
se ha estudiado histéricamente
en su fraccién sanguinea,” y la
venopuntura ha resultado, en si
misma, capaz de elevar los valores
de modo falso.” Por lo tanto, surgié
la medicién del cortisol en saliva
como una herramienta confiable,
atil y no invasiva, particularidad
muy importante en pediatria y para
estudios a gran escala.>>¢

El dosaje de cortisol salival
se utiliza, en la actualidad, para
el diagnéstico de desérdenes
psicolégicos y psiquidtricos,
enfermedades endocrinolégicas,
trastornos del crecimiento, entre
otros.**” Ademds, se ha utilizado
ampliamente para el estudio de
la patologia funcional digestiva
(definida por los criterios de Roma
IV)? y como medida de impacto de
distintas alternativas terapéuticas:’
analgesia placebo en el dolor
abdominal funcional y orgdnico,*
probidticos en trastornos funcionales
gastrointestinales (TFGI)," masajes
para los sintomas de reflujo
gastroesofdgico en la infancia,'? entre
otras.

Llama la atencién la poca
informacién disponible sobre el uso
del cortisol salival en los nifios, sus
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valores de referencia y sus posibles aplicaciones.
Varios estudios documentan cortisol salival en
grandes poblaciones de individuos sanos; la
mayoria, en preadolescentes y adultos. Pocos
determinan los niveles normales de cortisol en
la saliva de lactantes sanos'*'® y sus resultados
no son comparables por distintos motivos. Por
el momento, existe solo un reporte de valores de
normalidad de cortisol salival en la Argentina
y es en neonatos en una terapia intensiva."
No parecen existir reportes de valores de
referencia en lactantes sanos de hasta 12 meses,
y es importante establecerlos en cada centro,
ya que la sensibilidad y la especificidad de los
ensayos, determinada por reactividad cruzada
de los anticuerpos con diferentes metabolitos
esteroides, difieren ampliamente.” Por ende, mds
alld de que las condiciones preanaliticas deben
ser estrictamente respetadas, es fundamental
que cada laboratorio establezca su performance
analitica y sus propios rangos de referencia.”

El establecimiento de valores de referencia
propios de nuestro pafis es la base sobre la cual
pueden realizarse estudios posteriores con el
dosaje de cortisol salival pre- y posintervencién,
sobre todo en lactantes, en quienes parece ser
la herramienta objetiva mds importante en la
actualidad para evaluar el estrés. Por lo tanto,
el presente estudio se propone determinar los
valores de cortisol salival normales en lactantes
sanos de 0 a 12 meses de edad.

MATERIALES Y METODOS
Disefio
Estudio descriptivo, de corte transversal.

Poblacién
Criterios de inclusion

Se incluyeron nifios de ambos sexos de 0 a
12 meses que concurrieron a control de salud en
el Consultorio de Nifio Sano del Hospital General
de Agudos Dr. Ignacio Pirovano (muestreo no
probabilistico por conveniencia) entre marzo de
2017 y marzo de 2018.

Criterios de exclusion

* Administracién exégena de corticoides
sistémicos durante el embarazo y/o posnatal.

¢ Enfermedades endocrinolégicas.

¢ Desnutricion.

e Sindrome febril en la tltimas 48 h.

* Retraso neuromadurativo.

* Uso de drogas ilicitas durante el embarazo.

* Malformaciones congénitas.

* Nacidos pretérmino y/o con bajo peso para la
edad gestacional.
¢ No firmar el consentimiento informado.

Definicion operacional de variables
- Variables independientes:

Categoricas: sexo, tipo de parto, tipo de
alimentacién.

Numéricas continuas: edad, peso al nacer.

Numérica discreta: edad gestacional.

- Variable dependiente:

Valor de cortisol salival a las 8 a. m.
(variable numérica continua). Medida por
electroquimioluminiscencia.

De todos aquellos lactantes que cumplieron
los criterios de inclusién, se tomé una muestra
de saliva en el horario de 8 a 9 a. m., sin uso de
estimulantes de la salivaciéon y con ayuno de
30 minutos.

Luego de realizar pruebas pilotos con diversos
métodos para obtener muestras de saliva, el
que resulté més sencillo, higiénico, indoloro
y confiable fue el reportado por E. Morelius
et al.,?® que consistié en dos torundas de
algodoén (hisopos) unidos, que se pasaban por
la boca del lactante durante un minuto, con
la inspeccién previa minuciosa de eventuales
restos de leche o erosiones. Las muestras fueron
enviadas inmediatamente al Laboratorio,
donde fueron centrifugadas y congeladas a
-20 °C hasta su procesamiento, mediante
electroquimioluminiscencia, equipo Roche Cobas
e601. Coeficiente de variacién interensayo del 6 %.

Analisis estadistico

Célculo de tamafio muestral: Asumiendo errores
a 0,05y B 0,8, para estimar la media aritmética
de cortisol salival en los nifios de 0 a 12 meses
y teniendo en cuenta la ecuacién 4ZQZSZ/W2,
en la que Z_= 1,96 (intervalo de confianza
—IC-del 95 %), S (desvio estdandar) = 7 nmol/],
W (precisién estimada) = 3, el tamafio muestral
minimo fue 84 individuos.? Se le sumé6 un 10 %
por aquellas muestras de volumen insuficiente.

Aplicando la prueba de Shapiro-Wilk, se
observé que los resultados de cortisol salival
no seguian una distribucién normal, por lo que
se transformé la variable en forma logaritmica,
como fue reportado en multiples trabajos,>'*!¢ y
se logré la distribucién normal (Figura 1). No se
observaron outliers.

Se utilizé el software Analyse-it para el
procesamiento de datos. Los resultados se
informaron como mediana, IC y percentilos 5
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y 95. El resultado de cortisol salival matutino y
su relacién con las variables dicotémicas sexo y
tipo de parto se analizaron mediante el test de
t; para peso al nacer y distribucién por edad, el
test de correlacién y, para tipo de alimentacién,
un andlisis de la varianza (analysis of variance;
ANOVA, por sus siglas en inglés) de un factor con
tres niveles (lactancia materna exclusiva, féormula
maternizada y mixta).

Aspectos éticos

Estudio aprobado por el Comité de Docencia e
Investigacion (actan® 15,3/11/16) y por el Comité
de Etica en Investigacién (acta n® 119, 15/12/16)
del Hospital General de Agudos Dr. I. Pirovano.
Disposicién DI-2016-978-HGAIP. Se adhiri6 a la

convencién de Ginebra y a las modificaciones
de Helsinki de 2008. Quienes trabajaron se
comprometieron a cumplir con la Ley Nacional
25326 de Proteccion de Datos Personales (Habeas
Data). Se obtuvo el consentimiento informado por
escrito para la participacién en el estudio.

RESULTADOS
Analisis poblacional

Un total de 183 nifios de 0 a 12 meses
concurrieron al Consultorio de Nifio Sano
entre marzo de 2017 y marzo de 2018. De ellos,
14 fueron excluidos por uso de corticoides; 6, por
desnutricién; 6, por sindrome febril reciente; 1,
por uso de drogas ilicitas durante el embarazo;
9, por ser pretérmino y/o tener bajo peso para

Ficura 1. Distribucién normal de los valores de cortisol salival. Histograma de frecuencia para log [CS] nmol/l
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TabLa 1. Caracteristicas demogrdficas
Caracteristicas de la poblacién
Total (n) 96
Sexo
Masculino, n (%) 57 (59)
Femenino, n (%) 39 (41)

Edad (meses), mediana; media (min.-ma&x.)
Peso al nacer (g), mediana; media (min.-méx.)
Edad gestacional (sem.), mediana; media (min.-méx.)
Tipo de alimentacién
Lactancia materna exclusiva, n (%)

Leche de férmula, n (%)

Alimentacién mixta, n (%)
Tipo de parto

Vaginal, n (%)

Cesérea, n (%)

6,07; 6,17 (0,9-12,07)
3540; 3439 (2500-4000)
39; 39,22 (37-41)

43 (44,8)
27 (28,1)
26 (27,1)

55 (57,3)
41 (42,7)
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la edad gestacional, y 7 se negaron a prestar el
consentimiento informado.

De un total de 140 lactantes sanos de 0 a
12 meses incluidos en el estudio, se consiguid
la determinacién del cortisol salival matutino
de 96 ninos. De los 44 casos restantes,
8 muestras resultaron por debajo del limite
de deteccién del método de procesamiento y
36 resultaron muestras insuficientes. De ellos,
17 (casi el 50 %) eran menores de 2 meses, en
quienes se conocia que la toma de muestra de
saliva era mds dificultosa. De hecho, no pudo
obtenerse resultado en ningdn nifio menor de
26 dias de vida. El rendimiento de la toma de
muestra, probablemente, habria aumentado si

Ficura 2. Cortisol salival y edad

se hubiera usado 4cido citrico como estimulante
de la secrecion de saliva, tal como se encuentra
reportado en la literatura. Pero, debido a que
no estd demostrada la no interferencia en las
determinaciones e incluso el inserto de Roche,
el fabricante de la electroquimioluminiscencia,
informa que no deben usarse muestras que
contengan dcido citrico, se ha decidido no
utilizarlo en pos de mayor confiabilidad de los
resultados, aun sabiendo que iba a perjudicar el
rendimiento.

En la Tabla 1, se muestran los datos de la
poblacién estudiada. La muestra se encuentra
homogéneamente distribuida en relacién con
edad, sexo, edad gestacional y tipo de parto.
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Dosaje de cortisol salival matutino

La media de cortisol salival matutino fue
5,46 nmol/1 (IC 95 %: 4,66-6,38), desvio estandar
(DE) 2,15.

Con respecto a los valores obtenidos de
cortisol salival en relacién con la edad de los
pacientes incluidos en el estudio, se observa una
distribucién homogénea de los datos (Figura 2),
con una linea de tendencia y = 0,0936 x + 6,7501,
R? = 0,0021, sin correlacién entre variables. Por
ende, la variable cortisol salival no requiere
fraccionamiento por grupo etario y se informa el
intervalo de referencia para el grupo de nifios de
entre 0 y 12 meses.

En relaciéon con las variables estudiadas, no se
observan diferencias significativas con respecto
a sexos (p = 0,16), tipo de parto (p = 0,63), tipo
de alimentacién: lactancia materna exclusiva,
leche de férmula y alimentacién mixta (p = 0,65)
(Figura 3) ni peso al nacer (linea de tendencia
y =-0,0017 x + 13,122; R? = 0,0196) (Figura 4).

DISCUSION

En el pasado, se crefa que los nifios pequefios
no experimentaban dolor, y era excepcional el
uso de analgesia durante los procedimientos en
las terapias intensivas neonatales. Hacia 1980,
comenzoé a aceptarse la idea de que sufrian
experiencias compatibles con dolor, lo que abrié
un nuevo campo de investigacién al intentar
cuantificarlo.! Se generalizé el uso de escalas que
inclufan pardmetros fisiolégicos y respuestas
comportamentales, pero implicaban como
dificultad la variabilidad entre observadores. Por
ello, no se ha adoptado una herramienta universal
para evaluar el dolor en los lactantes y persiste
como un desafio a nivel mundial.

FiGura 4. Cortisol salival en relacién con peso al nacer

Siendo el cortisol una medida objetiva para
evaluar el estrés,>* comenzd a abordarse su
estudio a través del dosaje de cortisol sanguineo.
Su desventaja es que puede conducir a niveles
falsamente elevados, debido a que la venopuntura
en sf misma puede activar el eje HHA, ademds
de ser un estudio costoso y laborioso,’® invasivo
y, por ende, no ttil para investigaciones en
pediatria.

El cortisol también se detecta en saliva, y
representa un marcador de respuesta aguda al
estrés. Las ventajas son multiples: la obtencién
de muestras es simple y no invasiva, por lo cual
es ttil para investigaciones en pediatria,® sobre
todo, en lactantes por la imposibilidad de conocer
lo que experimentan;® es ttil para mediciones
repetidas en cortos intervalos; puede hacerse
en grandes poblaciones (estudios de campo) y
es factible de realizar en el ambiente natural de
los sujetos (muestra tomada por familiares).® Su
utilidad también radica en que no estd afectado
por unién a proteinas ni por flujo de saliva y
representa la fraccién biolégicamente activa, por
lo cual resulta mads ttil como marcador de funcién
adrenocortical que el sérico.?

El cortisol salival ha sido relacionado
en miultiples estudios con el diagnéstico de
trastornos psiquidtricos,® sindrome de Cushing,
insuficiencia adrenal y otras enfermedades.*”
Varios estudios han demostrado que los nifios
con afecciones psicolégicas, obesidad y carencias
afectivas generan mayores niveles de cortisol
salival, y se ha postulado que los niveles elevados
repercutirian en su crecimiento. Ademds,
pueden producir hipertensién arterial, depresion
inmunolégica, demora en la cicatrizacion de
heridas, reduccién del efecto de anestésicos, etc.
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CS: cortisol salival.
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Sin embargo, quizds, la mayor utilidad sea
su uso en patologias en la que sea dificil la
objetivacién de la sintomatologia, como los
trastornos funcionales gastrointestinales (TFGI). A
todas las edades representan uno de los motivos
de consulta mds frecuentes.

De acuerdo con los criterios de Roma 1V, los
TFGI del lactante y del nifio pequefio incluyen una
combinacién variable de sintomas frecuentemente
dependientes de la edad, crénicos o recurrentes,
que no se explican por anomalias estructurales
o bioquimicas. La expresién clinica varia con
la edad y la etapa de desarrollo fisiolégico,
autondémico, afectivo e intelectual del nifio.
Cuando el nifio adquiere las habilidades verbales
necesarias para informar el dolor, es mas probable
diagnosticar un TFGI predominante.?

El llanto excesivo es uno de los problemas
mads estresantes del primer trimestre de la vida.
No existe evidencia cientifica que demuestre que
el llamado “célico del lactante” tenga relacién
con una patologia orgédnica y no existe ningtn
tratamiento validado. Serfa de gran utilidad
observar si alguna de las medidas comtinmente
implementadas o incluso alguna medicacién es
capaz de reducir el estrés de los lactantes y de
mejorar la calidad de vida de manera dréstica.
Otros TFGI en neonatos y nifios pequefios son
regurgitacién del lactante, sindrome de vémitos
ciclicos, de rumiacién, diarrea funcional, disquecia
del lactante y estrefiimiento funcional. Todos
ellos ocasionan deterioro en la calidad de vida,
dificultades en la vida socioadaptativa, ansiedad
en los padres y problemas en la relacién médico-
paciente, debido a las dificultades diagnésticas y
terapéuticas que implican.?

El intervalo de referencia de cortisol salival
de lactantes sanos permitird contar con una
herramienta muy qtil para la evaluacién de nifios
con posibles TFGI. Previamente, se ha resaltado
la importancia de contar con valores de referencia
propios de cada centro, correspondientes a
la técnica de procesamiento y a la forma de
recolecciéon de muestras que se utilice. 5i bien
la mayoria de los trabajos presentan resultados
similares, existen diversas publicaciones con
resultados muy disimiles. Los detalles de estas
investigaciones se encuentran en el Anexo (véase
en formato electrénico).

En relacién con la diferencia por sexos, los
resultados se encuentran en concordancia con la
bibliografia mundial,'*'*!” por lo cual se unifica el
rango de referencia a nifios y nifias.

En cuanto al tipo de alimentacién, hay pocos
estudios que evaltien el cortisol salival matutino
en relacién con esta variable. Existe un trabajo

publicado por Yang Cao et al., en 2009, que
postula que los nifios alimentados con lactancia
materna exclusiva tienen un valor de cortisol
salival matutino un 40 % mayor que aquellos
alimentados con férmula maternizada. Sin
embargo, los estudios no son comparables entre
si. A pesar de que su tamafio muestral es mayor
y realizan la toma de muestras seriadas en los
nifios para comparar cortisol salival a lo largo del
tiempo, no informan el modo de recoleccién de
muestras ni el horario de toma, y son procesadas
con distinto método (inmunoaffinity column array).
Ademds, no consideran a los nifios que reciben
alimentacién mixta, que, en el presente trabajo,
representan un 30 % del total. Hacen falta mads
estudios para esclarecer el tema.

En relacién con el tipo de parto, N.
M. Miller et al., en 2005,?° al igual que
A. Chis et al., en 2017,% informaron que los bebés
nacidos por cesdrea habrian tenido menores
niveles que los nacidos por via vaginal. Sin
embargo, los resultados no son comparables con
el presente estudio por diversos motivos. Ambos
estudios utilizaron distinto método de recoleccién
de las muestras (Salivette y SalivaBio infant’s
Swab de Salimetrics, respectivamente) y diferente
método de procesamiento (radioinmunoensayo
y enzimoinmunoensayo) que el presente trabajo.
Ademaés, la toma de muestra en dichos estudios
fue inmediatamente después del nacimiento y
durante el periodo neonatal, y el presente trabajo
se centrd en lactantes de hasta 12 meses. Es
probable que el efecto del tipo de parto no tenga
la misma influencia en el valor del cortisol salival
a medida que pasa el tiempo. Habria que disefiar
estudios prospectivos que evaluaran a los nifios
desde el nacimiento hasta, por 1o menos, el afio de
vida para elucidar esta cuestion.

Los resultados se encuentran en concordancia
con aquellos informados a nivel mundial y
pueden ser utilizados para el diagndstico y el
monitoreo del tratamiento de distintas patologias
y, sobre todo, para ampliar el campo de la
investigacion y evaluar el impacto en el estrés de
los lactantes de distintos estudios diagndsticos y
medidas terapéuticas.

CONCLUSION

Este es el primer trabajo que establece los
intervalos de referencia para cortisol salival
matutino de lactantes sanos de 0 a 12 meses en
un hospital general de agudos de la Ciudad
Auténoma de Buenos Aires. No se observan
diferencias significativas respecto a sexo, edad
gestacional, peso al nacer, tipo de parto o tipo de
alimentacién. ®
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Determinacion de valores de referencia de cortisol salival en lactantes sanos de 0 a 12 meses [ 1

ANEXO.

Investigaciones sobre valores de cortisol salival

Autor Afio y origen N Rango etario Resultado Toma de muestra Procesamiento
Kiess!® 1995 Alemania 10 0-12 m. 13,7 nmol /1 (1,4-81,3) Succién con pipeta Radioinmunoensayo
y DELFIA
Groschl™® 2003 Alemania 13 0-1 m. 34,5nmol/l, DE 8,5 Chupete Radioinmunoensayo
17 1-12 m. 24,3 nmol/1, DE 12, modificado
Silva®" 2007 Brasil 91 45d.-36 m. 557,86 nmol /1 Aspiracién de saliva  Radioinmunoensayo
(rango 76,88-1620,08 nmol /1)
Stenius®? 2008 Suecia 49 6 m. 19,9 + 23,6 nmol /1 (media + DE) Rollos de Radioinmunoensayo
algodoén trenzado
Cao® 2009 EE. UU. 120 LME 0-12m. -8,66 mcg/dl (239 nmol /1) No Inmunoaffinity
239 LF (mediana) (LME) especificada column array
-6,20 mcg/dl (171 nmol/1) (LF)
Ivars' 2015 Suecia 130 nifios 1-12m 1m.:5,1nmol/1(Q1-Q32,8-82) No Radioinmunoensayo
(8800 . informada
muestras) 12 m.: 10,9 nmol /1(Q1-Q3 5,9-14,4)
Miller* 2016 18698 Promedio: Menores de 5 afios: No No
Multicéntrico 15 estudios. 48,3 afios - mediana de nifias: 4,7 nmol /1 informada informada
Noinforman  (rango: (Pc5:1,3-Pc95:16,7)
cantidad de 0,5-98,5 - mediana de nifios: 4,8 nmol /1
nifios. afios) (Pc5:1,4-Pc95:17,2)

m.: meses; d.: dfas; Pc: percentilo; DE: desvio estdndar; DELFIA: fluorescencia de tiempo retardado. LME: lactancia materna exclusiva;
LF: leche de férmula.



