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1. Imagenes de Resonancia Magnética (MRI)

La Resonancia Magnética (MR) es un conjunto de técnicas no invasivas, que
permiten obtener diferentes tipos de imagen para proporcionar informacion in vivo, tanto
estructural (de volumen y forma, entre otros), asi como funcional, con el fin de establecer
indicadores neurofisiologicos y detectar asi las alteraciones patologicas en diversos

contextos clinicos.

1.1 Analisis de la sustancia blanca: Imagenes con Tensor de Difusion (DTI)

Las Imagenes con Tensor de Difusion (DTI) son una de las técnicas funcionales de
MRI. Esta detecta y dibuja los tractos o fibras de Sustancia Blanca (SB), llamada asi por
su particularidad de estar constituida fundamentalmente por compuestos de mielina, que
son lipidos de membrana que recubren los axones neuronales. La SB cerebral constituye
el entramado de conexiones axonales, por el cual las neuronas se intercomunican. La
técnica DTl muestra dichas conexiones regionales, representando mapas estructurales y

dando asi un valor a su funcionalidad conectiva (Figuras 1y 2).
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Figura 1. Diagrama basico de una neurona (adaptado

http://training.seer.cancer.gov/anatomy/nervous/tissue.html).
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Figura 2. Imagenes de los trabajos de Ramén y Cajal de neuronas tefiidas con material argiréfilo

donde se aprecian las primeras estructuras y conexiones neuronales (extraido de

http://www.portalesmedicos.com/publicaciones/articles/2398/1/Una-breve-historia-de-la-

Sinapsis.html).

de

Asi, la técnica de DTI (Basser et al., 1994) permite obtener imagenes de las estructuras

cerebrales mediante la deteccién del movimiento de las moléculas de agua que circulan

dentro de los tejidos biolégicos, haciendo posible una reconstruccion del estado de las

fibras del sistema nervioso y definiendo su integridad celular o su patologia (Johansen-

Berg & Rushworth, 2009; Le Bihan et al., 1986).

16


http://training.seer.cancer.gov/anatomy/nervous/tissue.html

1.2 Difusion isotropica versus anisotropica

Las moléculas de agua se difunden libremente y en las todas direcciones del espacio
cerebral cuando no existen restricciones; a esta dispersion se llama difusion isotrépica, tal
como ocurre en los ventriculos que contienen liquido cefalorraquideo. Sin embargo,
dependiendo del tejido, por ejemplo, en el caso de existir barreras biolégicas como
sucede en las fibras nerviosas mielinicas del Sistema Nervioso Central (SNC), dichas
moléculas de agua se moveran en una direccion preferente a través del axon, lo que se
llama difusion anisotrépica (Le Bihan, 2003). El valor de la difusién se detecta a partir de
la facilidad o no del movimiento del agua en una direccion determinada, mostrando asi,

anisotropia o isotropia, respectivamente (Figura 3).

Difusion Difusion
Isotropica Anisotropica

). a 0‘@0

Desplazamiento Mayor desplazamiento
molecular similar en molecular a lo largo de
todas direcciones los cilindros

Figura 3. Muestra de dos tipos diferentes de difusion; difusion isotropica, donde las moléculas se
desplazan de manera similar en todas direcciones y difusion anisotrépica, mostrando una
preferencia direccional debido a la presencia de barreras estructurales, como ocurre en la difusion

preferente a través de los axones (Tomada de Beaulieu, 2002).

Los valores de la difusion van de 0 a 1, siendo el 0 un valor muy isotropico (sin restriccion
en la difusion) y 1 un valor muy anisotropico, es decir con mucha preferencia en una

direccion determinada.
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La técnica de DTI, constituye un modelo teorico, representado en forma de elipsoide,
que corresponde a la posibilidad de las moléculas de agua a moverse a lo largo de las
tres posibles direcciones/ejes del espacio (3D). De esta manera, el elipsoide, constituye la
informacion de tres vectores (llamados eigenvectors) correspondientes al espacio de
difusion, que podra representar preferencia de difusividad a través de la direccion de
movimiento principal (A1) y paralelo a las fibras (/) o bien a través de las direcciones
secundarias (A2 y A3) perpendiculares (1) con respecto a la direccion principal (i.e.

perpendicular a la fibra). (Figura 4).

ADC(//)

Figura 4: Izquierda: Tejido biologico por el que transcurren las moléculas de agua. Derecha: El
elipsoide representa la posibilidad de movimiento en los tres ejes principales: Difusividad principal
(A1) representando un coeficiente de difusién aparente (ADC) paralelo a las fibras (ADC//); y dos
direcciones secundarias (A2 y A3), representando el coeficiente de difusion aparente
perpendicular (ADCL), con referencia a la direccion de difusion principal (Tomada de Beaulieu, 6

June 2010. 16th Annual Meeting of the Organization for Human Brain Mapping. Barcelona).
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1.3 Mapas de difusién

La técnica de DTI permite la reconstruccion anatémica microestructural a través de
diferentes mapas, que resultan de la informacion extraida de las caracteristicas de

difusion (Acosta-Cabronero et al., 2010).

La microestructura celular de la que se compone el tejido cerebral esta constituida por
diferentes espacios (intracelular, extracelular), de neuronas, células gliales y de axones,
por donde las moléculas de agua transcurren. Los mapas de difusidén representaran
imagenes cerebrales que proporcionaran informacion de la forma, el estado y la
integridad de sus estructuras (Beaulieu, 2002). Existen varios tipos de mapas de difusion,

que incluyen:

El mapa de Anisotropia Fraccional (FA) ha sido el mas usado en la mayoria de
estudios. Representa los valores de cada voxel que irA desde un valor de 1
correspondiente a una alta anisotropia hasta 0 que representara baja anisotropia (i.e.
isotropia). La naturaleza de difusién en la SB producira una difusibn méas rapida a lo largo
de los tractos antes que perpendicularmente, porque lo coherente es que la difusion
transcurra a lo largo de los axones. Valores altos de FA indican una microestructura
neuronal preservada, mientras que el descenso en dichos valores, representard una
cierta desorganizacion tisular, y/o alteraciones neuronales referentes al diametro o
densidad axonal, al volumen de la mielina y, sobre todo, alteraciones en la integridad de

membrana axonal (Beaulieu et al., 2002).
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El mapa de Difusion Media (MD), describe el movimiento de las moléculas cuando
interactan con las estructuras celulares en un tiempo de difusion dado. El mapa de MD
viene marcado por tiempos de difusion cortos y muestra viscosidad intrinseca regional,
sefalando posibles procesos activos que pueden estar sucediendo en el tejido (e.g. en
traumatismo craneoencefélico). Este mapa, como su propio nombre indica, sefala la
difusividad media y se puede inferir a partir de la conjuncion de las dimensiones de

difusion a través del elipsoide (A1+A2+A3 / 3).

El mapa de Difusividad Axial (AD) proporciona un mapa con la informacion de difusion
del eigenvector principal (A1), es decir, sobre la difusidon principal (en el caso de la SB

cerebral representa la direccion preferente sobre el eje paralelo a las fibras nerviosas).

Los valores de los eigenvectors secundarios al promediarse (A2+A3 / 2) representaran la
Difusividad Radial (RD), que aporta informacién sobre los valores de difusion
perpendicular a las fibras nerviosas. Los mapas AD i RD, al representar los vectores
propios, proporcionan mayor sensibilidad a la hora de interpretar los valores de FA, cuyo
valor viene dado por la extraccion de una ratio de los valores AD, y los valores RD.
Cuando disminuye el valor de la FA, puede deberse a cambios en los componentes de
AD, que disminuiran (observable por ejemplo, en colapso axonal) o aumento de RD (lo

que sucederia en caso de pérdida de mielina o permeabilidad de membrana) (Figura 5).
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FA Reductions Could Be Eigenvalue Hypothesis
Interpreted Differently 4 ADC (1)

| Apc (i -
1 ;@_\JJM

- e
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I ADC (1) — =,
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Figura 5. Izquierda: Un descenso en los valores de FA podria interpretarse como un descenso de
los valores en la direccion de difusion principal (AD) y/o por un aumento en la difusién
pependicular (RD). Derecha: Ejemplos de descenso de AD en casos de colapso axonal y
aumento de RD en casos de pérdida de mielina o permeabilidad de membrana (Tomadas de
Beaulieu, 6 June 2010. 16th Annual Meeting of the Organization for Human Brain Mapping.

Barcelona).

Dichas interpretaciones, debido a su base teérica, deben ser hechas con precaucion. Es
imprescindible una vision de los mapas en conjunto, sin extraer conclusiones sobre los
valores de los mapas de difusion de manera aislada, ya que debe tenerse en cuenta que
se trata de medidas indirectas acerca de la microestructura cerebral, de la cual se hacen
inferencias (Figura 6). Para una correcta interpretacion hay que valorar dichos mapas con
una vision global, lo cual permite una mejor comprension de la situacion (Acosta-

Cabronero et al., 2010, Wheeler-Kingshott & Cercignani, 2009; Jones et al., 2013).
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microtubule

neurofilament

Figura 6. Representacién de una fibra axonal compuesta por varias regiones microestructurales,
mediante la cual la técnica de DTI realiza inferencias sobre su estado y estructura (extraida de

Beaulieu, 2002).

Existen diferentes patologias en las que la SB cerebral puede estar dafiada y los mapas

de DTI son una herramienta Gtil para analizar in vivo el estado de dicha microestructura.
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2. El Sindrome de Cushing (SC)

2.1 Definicién, epidemiologia y cuadro clinico

El Sindrome de Cushing (SC) es una enfermedad endocrina, causada por una larga
exposicion a niveles excesivamente altos de la hormona cortisol, produciendo

alteraciones fisicas y sintomatologia psiquiatrica.

El exceso de glucocorticoides (GC) en el SC puede tener una procedencia exégena o
endogena. El SC exdgeno puede ocurrir de manera secundaria tras tratar afecciones
como el asma, la artritis reumatoidea, lupus y otras patologias inflamatorias que requieren

tratamientos con base a GC.

El SC de procedencia enddgena, es mucho mas raro, mas prevalente en el género
femenino y se produce por un tumor, usualmente benigno. Esta catalogada como una
enfermedad rara, al ser de muy baja prevalencia. Algunos estudios sitian la incidencia
anual entre el 0.7 y 2.4 por millon de habitantes (Newell-Price et al., 2008). Sin embargo,
estas cifras son una probable infraestimacién de la prevalencia e incidencias reales por la
dificultad de establecer su diagnostico al asociarse a comorbilidad comin como por
ejemplo, obesidad de predominio central, diabetes o hipertension arterial (Guaraldi &
Salvatori, 2012). Ademas, se asocia con osteoporosis, estrias de color parpura, aparicion
de equimosis en la piel tras un minimo golpe, miopatia proximal, irritabilidad y
sintomatologia psiquiatrica, sobretodo depresién y ansiedad.

(http://www.endocrine.niddk.nih.gov/pubs/cushings/Cushings_Syndrome_508.pdf).
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2.2 Etiologia y tratamiento

La presencia de un adenoma en el SC enddgeno, altera el funcionamiento del eje

hipotadlamo-hipofisiario-adrenal (HHA) en 3 condiciones distintas:

La aparicion de un adenoma en la hipofisis. Es la condicion mas comun de
SC, prevalente en el 70% de los casos (Nieman & llias, 2005) y denominada
particularmente como Enfermedad de Cushing (EC). En este caso, el tumor
hipofisiario secreta un exceso de de la Hormona Adenocorticotropa (ACTH)
gue estimula a las glandulas suprarrenales que liberan un exceso de cortisol,

gue determina directamente la aparicion de la enfermedad (Figura 7).

La aparicion de un adenoma en las glandulas suprarrenales (bilateralmente o
tan solo en una de ellas), hace aumentar los niveles de cortisol causando
supresion de los niveles de ACTH. EIl porcentaje de este tipo de Cushing,
denominado ACTH-independiente, se calcula entre un 15% y un 20% de los

pacientes con SC (Figura 8).

Algunos tumores benignos (carcinomas) o no malignos (de pulmén, mama,
pancreas, etc.) secretan de forma ectépica ACTH que determina un cuadro
clinico similar al de la EC hipofisiaria, con hipersecrecién de las glandulas
suprarrenales. Esta es la forma menos comuin de SC, responsable de menos

de un 10% de los pacientes (Figura 9).
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Figura 7. Enfermedad de Cushing (EC): la aparicion de
un adenoma en la hipéfisis hace aumentar los niveles
de ACTH que a su vez afectara las glandulas
suprarrenales, aumentando los niveles de cortisol

(tomada de Guaraldi and Salvatori, 2012).

Figura 8. Sindrome de Cushing ACTH-
independiente: el adenoma aparece en las

glandulas suprarrenales y aumentan los niveles
<]

de cortisol (tomada de Guaraldi and Salvatori, ““
2012).

Figura 9. Sindrome de Cushing ectépico, ACTH-
dependiente (no pituitario): el adenoma aparece en otro
FACTH <] organo del cuerpo, libera grandes cantidades de

ACTH que a su vez hara aumentar la liberacion de
cortisol en las glandulas suprarrenales (tomada de

Guaraldi and Salvatori, 2012).
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El tratamiento mas habitual, para la EC (forma predominante de manifestarse el SC) es la
extirpacion del adenoma mediante microcirugia o endoscopia transfenoidal, buscando
disminuir los niveles de cortisol. El éxito de la intervencion dependera tanto de las
habilidades quirdrgicas como del tamafio y localizacién del tumor (Hammer et al., 2004),
(Rees et al., 2002); sin embargo, en algunos casos puede haber recurrencia (entre un 5-
10% en los primeros 5 afios y entre un 10-20% 10 afios después de la intervencion en el
caso de los microadenomas con un porcentaje de remision entre el 65-95%; y <65% en
los pacientes con macroadenomas, cuya recurrencia suele avanzarse a los primeros 16-
49 meses). En casos de recurrencia es necesario repetir la intervencion o someter al
paciente a radioterapia, tratamiento médico o adrenalectomia bilateral. Las intervenciones
repetidas de cirugia transfenoidal en pacientes recurrentes tienen peor prondstico en

cuanto a eficacia curativa (50-70%) (Mancini et al., 2010).

El hipercortisolismo no tratado, determina mayor morbilidad y mortalidad principalmente
por problemas cardiovasculares (Mancini et al., 2004; Arnaldi et al.,, 2004) y por
osteoporosis (Mazziotti et al., 2006; Canalis et al., 2007). Estas complicaciones pueden
persistir incluso en pacientes tratados y después de controlar el hipercortisolismo (Arnaldi
et al., 2012; Aulinas et al., 2014). El exceso de cortisol también puede producir anomalias
cerebrales, psicopatologia y alteraciones cognitivas (Herbert et al, 2006; Aulinas et al.,

2014).
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2.3 Anomalias cerebrales en el Sindrome de Cushing

La exposicion cronica a un exceso de GC afecta de forma importante en la funcion y
estructura del SNC (De Kloet et al., 2005). La alta exposicion a GC que se da en el SC
proporciona un modelo natural para observar los cambios morfolégicos que se producen
en el cerebro de dichos pacientes, asi como las consecuencias psiquiatricas y cognitivas

a largo plazo.

A pesar de que los estudios sobre cambios morfol6gicos cerebrales ocurridos en el SC
son limitados, las primeras investigaciones basadas en autopsias, hablan, de cierta
pérdida de volumen cerebral y de un alargamiento ventricular en algunos pacientes, que
se relacionan con la pérdida de peso cerebral (Trethowan & Cobb, 1952; Cope & Raker,
1955). Las primeras técnicas de neuroimagen, mediante neumoencefalografia,
describieron una alta incidencia de atrofia cerebral y cerebelar en la EC (Momose et al.,
1971). El hipocampo es una estructura especialmente vulnerable al exceso de cortisol por
su riqueza en receptores de GC. Mediante otras técnicas de neuroimagen, como es la
suma digital, se ha descrito asi también, una disminucion del volumen hipocampal
asociado a disfuncion de la memoria y elevados niveles de cortisol en pacientes con SC

(Starkman et al,1992).

Estudios mas recientes han descrito atrofia cerebral mediante observaciones subjetivas
de MRI y tomografia axial computarizada (TAC) en pacientes con EC en comparacion a
una muestra apareada de controles sanos (Simmons et al.,, 2000). Otros autores han
encontrado valores subjetivos de pérdida de volumen cerebral e incrementos del

diametro del tercer ventriculo y bicaudado usando MRI y TAC en pacientes con SC, lo
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que aporta una nueva evidencia acerca de la existencia de una pérdida del volumen
cerebral en SC (Bourdeau et al.,, 2002). No obstante, dichos autores no encontraron
correlaciones entre la pérdida del volumen cerebral y la concentracion de cortisol en orina
24 horas. Estas alteraciones parecian revertir tras la normalizacion del cortisol, aunque

sin llegar a los valores del grupo control sano.

Otros estudios con pacientes con SC describen una pérdida de volumen cerebral, que
refleja atrofia o pérdida celular (Bourdeau et al., 2005). Starkman y colaboradores (1999),
relata un incremento de los volumenes del hipocampo en pacientes con SC tratados, que
se correlaciona con la reduccién de la concentracion de cortisol en orina. Estos mismos
autores hallaron una tendencia en la reversibilidad de estas alteraciones en el nudcleo

caudado, aun sin llegar a normalizarse.

También se han hallado alteraciones en los niveles de metabolitos en un estudio con
espectroscopia, que revel6 decrementos en los ratios de colina/creatina (Cho/Cr), un
marcador de la integridad de las membranas celulares, en areas frontales y taldmicas, sin
hallar variaciones en areas temporales, ni otras alteraciones en el resto de los
metabolitos (Khiat et al.,1999). Los niveles de Cho, posteriormente, revirtieron en las
areas frontales y talamicas después de la correccién del hipercortisolismo (Khiat et al.,

2000).

Estudios recientes usando una metodologia de neuroimagen mas avanzada y llevados a
cabo por nuestro grupo, hallé6 una disminucién de los volimenes hipocampales medidos

con MRI 3-Tesla en aquellos pacientes con SC que tenian un peor rendimiento en tareas
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cognitivas de memoria verbal y visual (Resmini et al., 2012). En un estudio mas reciente,
hallamos alteraciones en los niveles de metabolitos localizados en las areas
hipocampales de pacientes con SC curado, concretamente una disminucion del N-acetil-
aspartato (NAA), lo que sugiere una disfuncion/pérdida neuronal, asi como aumentos de
Glutamato + Glutamina (GIx), que indican una posible proliferacion glial como mecanismo

de reparacién neuronal (Resmini et al., 2013).

En contraste con la evidencia de hallazgos estructurales en MRI en el cerebro de
pacientes con EC, no se han descrito apenas, hasta el momento, alteraciones funcionales
en MRI en el SC (Andela et al., 2015). No tenemos constancia hasta el momento mas
que de un Unico estudio de DTI, coetaneo al nuestro, en el que se hallaron algunas
anomalias en la integridad de la SB con disminucion de la FA. También se describian en
este Unico estudio, correlaciones entre la severidad de la sintomatologia depresiva y la
integridad de la SB en el fasciculo uncinado (UF). Dicho estudio evalué pacientes con EC
en remision a largo plazo de hipercortisolismo (van der Werff 2014), por lo que los efectos
nocivos en la SB en otras condiciones clinicas del SC (como hipercortisolismo activo)

son, hasta ahora, desconocidos (Andela et al., 2015).

2.4 Afectacion psiquiatrica y cognitiva en el Sindrome de Cushing

Ademas de las alteraciones previamente descritas, una exposicion prolongada a niveles
altos de GC puede acarrear en el SC otras complicaciones de tipo cognitivo y psiquiatrico

(Hatipoglu et al., 2012; Bourdeau et al., 2005).
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La presencia de psicopatologia en el SC fue originalmente descrita por el Dr. Cushing en
1932 (Starr, 1952). Posteriormente, otros estudios lo han corroborado, siendo la
depresion el trastorno psiquiatrico de mayor incidencia (Starkman et al., 1981; Sonino et
al., 1998). Los sintomas propios de un Trastorno Depresivo Mayor (TDM) son habituales
en mas del 50% de los pacientes con SC (Kelly, 1996; Sonino et al.,1993), llegando en

algunos casos a ser severo (Whitlock, 1982; Haskett, 1985).

Curiosamente, los inhibidores de la produccion de corticosteroides como el Ketoconazol
(Ktz) y la Metopirona (Mtp), mas que los farmacos antidepresivos, son Utiles para aliviar la
sintomatologia depresiva en el SC (Pereira et al., 2010; Sonino & Fava, 2001), de lo que
se infiere que los niveles de cortisol elevado juegan un papel importante en estas
consecuencias de la enfermedad. Otros trastornos psicopatolégicos, aunque menos
incidentes que el TDM, coexisten en el SC, como es el caso del trastorno de ansiedad y
en menor proporcibn la mania. De esta manera, depresion y ansiedad son las
psicopatologias mas comunes (Sonino & Fava, 2001) y algunos autores describen un
sindrome ansioso-depresivo en pacientes con SC (Loosen et al., 1992). Hallan criterios
de ansiedad generalizada en un 79% de los casos y de trastorno de panico en un 53%.
Sin embargo, la comorbilidad del trastorno de ansiedad es habitual en pacientes
depresivos que no tienen alteraciones endocrinas (Fava et al., 2000), por lo que es dificil
establecer si la ansiedad de los pacientes con SC, es propia de la enfermedad o como

consecuencia de la depresion.

Tal y como sucede en los estudios de morfologia cerebral, en los que se encuentra tan

solo una recuperacion parcial después de la correccidén del hipercortisolismo sin llegar a
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normalizarse, la sintomatologia psiquiatrica también perdura en pacientes con SC curado
(Sonino et al.,, 2004; Sonino & Fava, 2001; Sonino et al., 2007; Dorn et al., 1997),
posiblemente como consecuencia de la larga exposicion a altos niveles de GC a lo largo

de la enfermedad.

Se han encontrado, ademds, correlaciones entre la sintomatologia afectiva y dafios
cognitivos en el SC (Starkman et al., 1986). En los ultimos afios han surgido estudios que
han relacionado dafios cognitivos con los efectos de los GC; sin embargo, estos estudios

cognitivos en el SC, son escasos (Bourdeau et al., 2005).

Starkman y colaboradores (1992) encontraron correlaciones significativas entre la
severidad del hipercortisolismo, el grado de atrofia hipocampal y déficits en aprendizaje
verbal y de memoria en pacientes con SC. Los resultados de un estudio posterior,
mostraron que los volimenes hipocampales aumentados en los pacientes con SC curado
se relacionaban con la mejora cognitiva referente al aprendizaje verbal (Starkman et al.,

2003).

A pesar de que la memoria es la funcibn mas estudiada en el SC debido a la gran
cantidad de receptores de GC localizados en el hipocampo, también existe una amplia
distribucion de receptores de GC en otras areas del encéfalo como el cortex cerebral, lo
que implicaria a otras funciones cognitivas (Bourdeau et al., 2005). Se han encontrado
déficits de la informacion visual y espacial, razonamiento y formacion de conceptos, asi
como en el rendimiento verbal y el lenguaje, después de la exposicion cronica a niveles

de GC elevados en pacientes con SC, en comparacidén con controles sanos y apareados
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(Forget et al., 2000). Estos resultados coinciden con los hallazgos de Starkman et al.,
2001) que encontraron que los altos niveles de hipercortisolemia cronica causada por el
SC, afectaban diferentes dominios de la funcién cognitiva, incluyendo las competencias
verbales, visuoespaciales, aprendizaje y memoria. Otro estudio confirmé un moderado
dafio cognitivo en pacientes con EC en comparacion con sus controles; con déficits en el
test del Symbol Digit Modalities Test (SDMT, extraido de Wechsler Adult Inteligence
Scales [WAIS]), que puede indicar un dafio en atencién y funciones visuomotoras (Mauri
et al., 1993). Dichas alteraciones podrian representar algin problema subyacente en la
estructura de la SB cerebral, al ser el principal medio de comunicacién interneuronal. En
este sentido, Whelan et al. (1980) ya sugirié que los pacientes con SC presentaban un
mayor patrén de déficits neuropsicoldgicos en funciones de la memoria visual-ideacional
y visuales no verbales en comparacion con los controles. Los autores, asociaron este
patron de déficits cognitivos en el SC al de los pacientes con patologia bilateral difusa
como ocurre en neurotoxicidad, anoxia, y trastornos neurol6gicos infecciosos.

Algunos estudios que examinaron el estado cognitivo de los pacientes con SC una vez
tratados, no mostraban reversibilidad (Dorn & Cerrone, 2000) o mostraban cierta
reversibilidad aunque no en todas las areas cognitivas (Mauri et al., 1993; Martignoni et
al., 1992; Forget et al., 2002). Utilizando un enfoque cualitativo, un 66% de los pacientes
tratados con SC aun presentaba déficits de las éareas fisicas, cognitivas y afectivas

(Gotch, 1994).
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1. Hipétesis:

El SC es una enfermedad que permite estudiar el efecto toxico del hipercortisolismo
cronico endogeno, ya sea por efecto directo del exceso de cortisol o por los efectos

secundarios que éste determina.

Hay estudios previos que muestran alteraciones cerebrales en el SC, pero la mayoria se
han centrado en la pérdida de volumen, y principalmente en la estructura del hipocampo.
Algunas de estas investigaciones muestran cierta reversibilidad después de la correccion
del hipercortisolismo, pero sin llegar a normalizarse. Las recientes técnicas de
neuroimagen han mostrado alteraciones metabdlicas en pacientes con SC curado,
relevantes en la funcionalidad de los compartimentos celulares neuronal y glial, sefialando
asi la posibilidad de que existan alteraciones microestructurales en la SB de pacientes
con SC. Por lo tanto, la SB cerebral en el SC, podria estar dafiada y a su vez, esto podria

relacionarse con las alteraciones cognitivas y psiquiatricas presentes en estos pacientes.

Las hipotesis que nos planteamos son las siguientes:

Hipotesis |

Los pacientes con SC presentan alteraciones en la SB cerebral en comparacion con los

controles sanos, que podrian detectarse en los mapas de DTI.
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Hipotesis Il
Las alteraciones en la SB cerebral estan presentes en pacientes con SC activo pero
podrian persistir tras revertir el hipercortisolismo, sea tras tratamiento médico o cirugia

curativa.

Hipotesis I
Las alteraciones en la SB podrian estar relacionadas con la duracion de la enfermedad
(tiempo de exposicion al hipercortisolismo), mas que con el cortisol en un momento

puntual (cortisol en orina 24 horas).

Hipétesis IV
Los pacientes con SC presentardn mayor sintomatologia psiquiatrica (depresion vy
ansiedad) y menor rendimiento cognitivo (velocidad de procesamiento de la informacion)

con respecto a los controles.

Hipétesis V

Las puntuaciones de las pruebas psiquiatricas y cognitivas estarian relacionadas con el

estado de la SB cerebral.
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2. Objetivos:

El objetivo general de esta tesis es investigar el estado de la SB cerebral en el SC en
comparacion con sujetos sanos, su relacién con el hipercortisolismo enddgeno y su
implicaciéon en la sintomatologia psiquiatrica (principalmente, depresion y ansiedad) y en el

rendimiento cognitivo.

Especificamente se plantean los siguientes objetivos:

1) Investigar el estado microestructural de la SB mediante DTl (mapas FA, MD, AD y RD)
en pacientes con SC (tanto con hipercortisolismo activo, como en pacientes
con hipercortisolismo controlado por medicacion y en pacientes curados tras cirugia),

comparando los 3 grupos entre si'y con un grupo control de sujetos sanos apareados.

2) Evaluar si los factores de riesgo cardiovascular presentes en cada grupo se
correlacionan con los resultados de DTl y los diferentes mapas estudiados (FA, MD, AD y

RD).

3) Investigar si el estado de la microestructura de la SB (evaluado con mapas FA, MD, AD
y RD) se relaciona con la duracién de exposicién al hipercortisolismo (duracién de la
enfermedad) y con el cortisol en el momento puntual del estudio (evaluado mediante

el cortisol en orina de 24 horas), tanto en pacientes con SC como en el grupo control.
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4) Evaluar si el estado de la microestructura de la SB (evaluado con mapas FA, MD, AD y
RD) se relaciona con la evaluacion neuropsiquiatrica (depresion y ansiedad), en pacientes

con SCy en el grupo control.

5) Investigar si el estado de la microestructura de la SB (evaluado con mapas FA, MD, AD

y RD) se relaciona con el rendimiento cognitivo evaluado mediante una prueba de

velocidad de procesamiento de la informacion, en pacientes con SC y en el grupo control.
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1. Sujetos

La muestra del estudio esta formada por pacientes procedentes del Hospital de Sant Pau
en la provincia de Barcelona. Todos los participantes, tanto pacientes como controles,
realizaron voluntariamente el estudio y firmaron un consentimiento informado aprobado

por el Comité Etico del Hospital.

La muestra se compuso por 35 pacientes con SC y 35 controles sanos apareados por

edad, sexo y nivel educativo (3 afios).

Se incluyeron pacientes diagnosticados de SC de los cuales 8 tenian un SC activo, con
hipercortisolismo (definido por concentracion elevada en orina de 24 horas) en el
momento del analisis. Siete de los pacientes con SC activo eran de nuevo diagnéstico
mientras que 1 era recurrente tras cirugia previa. Dos de ellos estaban tratdndose con

Mtp, 1 con Ktz, 1 con cabergolina y 4 de ellos no estaban tratados.

Siete pacientes pertenecian al grupo de pacientes con SC controlado al estar medicados y
presentar niveles normalizados de cortisol (en orina de 24 horas): 3 sujetos mediante Ktz,
2 con Mtp, 1 con Mtp y Ktz y 1 con cabergolina. Seis de los controlados eran de nuevo

diagndstico mientras que 1 habia sufrido una recurrencia tras cirugia previa.

El tercer grupo se componia de 20 pacientes con SC tratado tras cirugia, después de

haber sido sometidos a cirugia estaban eucortisolémicos: 13 presentaban concentracion
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normalizada en orina de 24 horas y los otros 7 tenian insuficiencia adrenal tras cirugia, 5
de los cuales requerian terapia de sustitucion con hidrocortisona.

El SC se consider6 en remisién si los pacientes estaban en insuficiencia adrenal o tenian
una supresion de cortisol matinal (<50 nmol/l; <1.8 pg/dl) tras 1mg de dexametasona a las
23h, ylo concentracion de cortisol en orina de 24 horas (medido con un RIA comercial
después de una extraccion previa con un disolvente orgénico; normal <280 nmol/24

horas).

Se recogieron los datos de edad, género, afios de educacion, tabaquismo, orina 24 horas,
duracion de la enfermedad y etiologia, asi como otras variables clinicas relacionadas con
factores de riesgo cardiovascular: hipertension, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia,

obesidad e indice de masa corporal (IMC).

El tiempo de duracién de la enfermedad se consider6 desde la aparicion de los sintomas
segun referia el paciente hasta la remision del hipercortisolismo después del tratamiento y
fue evaluado por el endocrin6logo a cargo. En el momento del diagndstico, la duracion del
hipercortisolismo se estimé tras una entrevista personal y detallada, mediante la revision
de la historia clinica y fotografias proporcionadas por los pacientes. Toda la informacion
fue recogida en registros clinicos junto con los datos relativos a los parametros
bioquimicos. Los sujetos con diabetes miellitus fueron excluidos de la muestra al ser una
enfermedad que de por si presenta alteraciones en la microestructura de la SB (Hsu et al.,
2012). Todos los sujetos eran diestros. Ninguno habia sufrido una lesion cerebral ni
cerebrovascular. Los controles sanos no padecian ni presentaban antecedentes de

enfermedad psiquiétrica.
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2. Adguisicion y procesamiento de las imagenes

2.1 Adquisiciéon de las imagenes MRI

Las MRI se adquirieron en un aparato de 3T (Philips Achieva, v. 2.1.3.2) en el Servicio de
Radiodiagnostico del Hospital de Sant Pau, utilizando el mismo protocolo de adquisicion
dedicado, que incluye secuencias de DTI, T1, FLAIR y espectroscopia para todos los
participantes. Las secuencias de DTI utlizadas para los andlisis fueron adquiridas
utilizando los siguientes parametros: adquisicibon SENSE de disparo Unico en imagenes
eco-planar (EPI) TE=60 ms, TR=8166 ms, grosor del corte=2 mm, dimensiones del
voxel=1.75x1.75x2 mm, field of view (FOV)=100 mm, dimensiones de
imagen=128x128x60, matriz de adquisicion=112, numero de cortes=1.020, 15
orientaciones (eigenvectors) de gradiente y valores (eigenvalues) de 0 s/mmz2 (BO) para el

primer volumen sin difusion ponderada y de 800 s/mm2 para el resto de volimenes.

2.2 Procesamiento de las imagenes de DTI

Los archivos correspondientes a los cortes adquiridos de DTI, que originariamente se
adquirieron en formato Digital Imaging and Communications in Medicine (DICOM), fueron
convertidos a formato Neuroimaging Informatics Technology Initiative (NIfTl) mediante el
programa mricro creado por Chris Roden (http://www.mccauslandcenter.sc.edu/mricro/)

para poder ser posteriormente procesadas.

El procesamiento de las imagenes de DTI se realizé en el grupo de Neurorradiologia del

[IB-SantPau/Imagen Médica del Port d'Informacié Cientifica (PIC) en Barcelona, a traves
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del llamado portal web PICNIC (https://neuroweb.pic.es) en el que se incorporan las

principales herramientas utilizadas del software FSL v4.1.4 (FMRIB Software Library)
desarrollado por Smith et al., 2004. Las imagenes de difusién en formato 4D se alinearon
por posibles movimientos de cabeza por parte del sujeto y para corregir las corrientes de

Foucault, mediante un registro afin, con la herramienta Eddy Current Correction.

El primer volumen con los pardmetros BO se extrajo como imagen de referencia utilizando
la herramienta BET (Brain Extraction Tool) (Smith, 2002) para la creacion de una méscara

binaria, adaptada al tamafio cerebral de cada sujeto.

Posteriormente, se utiliz6 el volumen 4D corregido de cada sujeto, la imagen de la
maéscara cerebral y los valores de las direcciones e intensidad de gradiente para generar
los mapas las imagenes de FA, MD, AD y RD. Dichos mapas se procesaron mediante la
herramienta DTIFIT del paquete FMRIB Diffusion Toolbox (FDT), ajustando los tensores

de difusion apropiados para cada voxel.

A continuacion, se utilizé el paquete Tract-based Spatial Statistics (TBSS) (Smith et al.,
2006) que genera un registro no lineal (FNIRT) de las imagenes FA con el fin de ajustarlas
a un espacio estandar: la imagen FMRIB58-FA. Posteriormente se generé una media de
todas las imagenes FA registradas para crear una imagen del esqueleto con los
principales tractos de SB. A continuacion se generd una imagen media de los esqueletos y
se excluyeron los valores de voxel inferiores a 0.2, aumentando asi

la consistencia del andlisis.
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El resto de los mapas de difusion (MD, AD y RD) siguieron el mismo protocolo TBSS

mediante la estimacién de sus propios vectores.

3. Exploracién psiquiéatrica y cognitiva

Los participantes fueron examinados de los siguientes dominios neuropsiquiatricos y

cognitivos:

3.1 Sintomatologia Depresiva

Se evalué mediante el Beck Depression Inventory (BDI-Il) (Beck et al., 1961), un
cuestionario autoadministrado compuesto por 21 items para medir las actitudes, los
sintomas y los sentimientos de depresion de las ultimas dos semanas. Los items se
refieren a caracteristicas depresivas como la pérdida de energia, cambios en los patrones
de suefio, irritabilidad, cambios en el apetito, dificultades de concentracion, cansancio y/o
fatiga y pérdida de interés en el sexo. Cada pregunta contiene cuatro alternativas de
respuesta, dispuestas de menor a mayor gravedad de los sintomas depresivos. La
puntuacion total se clasifica en 4 niveles de depresion que van desde un estado
considerado como normal (0-13), pasando por una alteracion leve del estado de animo
(14-19), depresion moderada (20-28), hasta llegar a puntuaciones de depresion extrema

(> 40).
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3.2 Sintomatologia Ansiosa

Se evalu6 mediante The State-Trait Anxiety Inventory (STAI), una prueba
autoadministrada que mide la presencia y la gravedad de la ansiedad. Se compone de 2
subescalas: la Escala de Ansiedad Estado (E-Ansiedad) con 20 items que evalian la
presencia y la intensidad de los sintomas de ansiedad actuales (en el mismo momento de
la administracion del test) y la Escala de Ansiedad Rasgo (R- Ansiedad), que incluye 20
items relacionados con la presencia de la ansiedad como rasgo general de la persona.
Los resultados indican si existe presencia de ansiedad y con qué frecuencia se presenta.
Las puntuaciones totales van de 0 a 60, distribuyendo cada pregunta en una escala de 0 a
3 puntos que varian desde ausencia de ansiedad, pasando por leve, moderada hasta
llegar al estado de maxima ansiedad. Las puntuaciones totales mas altas se relacionan

con mayor ansiedad.

3.3 Velocidad de Procesamiento de la Informacion

Se analiz6 con The Symbol Digit Modalities Test (SDMT), una prueba de atencion
sostenida que ademas evallua la velocidad de procesamiento de la informacién. Consiste
en sustituir una serie de numeros en lugar de sus simbolos correspondientes
respondiendo tan rapidamente como sea posible en un rango de 90 segundos (Figura 10).
Se evalla el total de los simbolos sustituidos correctamente en estos 90 segundos,
tomando este valor como una medida de la velocidad de procesamiento de la informacion
de cada sujeto. La forma oral (0SDMT) llevada a cabo en el presente estudio, permite
eliminar el efecto motor implicado en la version escrita (€eSDMT). Todos los participantes

fueron examinados por la misma neuropsicéloga entrenada.
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Figure 1 - Key sequence and first line of the Symbol Digit
Modalities Test.

Sample material from the SDMT copyright @ 1973 by VWestern Psy-
chological Services. Reprinted by permission of the publisher, West
ern Psychological Services, 12031 Wilshire Boulevard, Los Angeles,
Calffornia, 80025, USA, www.wipspublish.com. Not to be reprinted in
whole or in part for any additional purpose without the expressed,
whtten permission of the publisher. Al nights reserved.

Figura 10. Secuencia de simbolos con sus correspondientes nimeros y primera linea de la
prueba Symbol Dyqgit Modalities Test (SDMT). Extraida de

http://www.functionalneurology.com/materiale _cic/131_XXI_2/1181 The%20Symbol/index.html

4. Andlisis estadistico

4.1 Analisis estadistico de las variables demogréficas, clinicas,
neuropsiquiatricas y cognitivas

Se utilizé el paquete estadistico Statistical Package for the Social Sciences (SPSS v.20)
para realizar el analisis estadistico de las variables demogréficas, clinicas,
neuropsiquiatricas y cognitivas. Se aplicé al andlisis de las variables cuantitativas, una
prueba t de Student para muestras independientes (pacientes con SC versus controles
sanos) o ANOVA para el analisis multigrupal (pacientes con SC activo versus SC

controlado versus SC curado versus sujetos controles sanos) utilizando una prueba post-
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hoc de Tukey. Se aplico la prueba x? para el analisis de variables categoricas. El nivel de

significacion estadistica fue establecido en un valor de p<0.05.

Para las correlaciones gréficas entre los valores significativos de los mapas de DTI con
respecto a los resultados de la prueba de depresion Beck y los de la prueba SDMT, se

aplicaron regresiones lineales.

4.2 Analisis estadistico de los datos de DTI

Se realizé6 un analisis voxel a voxel en todo el cerebro con la herramienta randomise
(incluida en FSL 4.1.4) (Nichols & Holmes, 2002) y se utiliz6 un Modelo General Lineal

(GLM).

Especificamente para el andlisis pacientes con SC versus controles, se aplico un
disefio de 2 grupos y se compararon los valores superiores ( > ) e inferiores ( <) en cada

uno de los mapas de DTI (FA, MD, AD y RD) bajo 2 contrastes:

1- Controles sanos > Pacientes con SC
2- Controles sanos < Pacientes con SC
En el siguiente analisis, se aplic un disefio con 4 grupos (SC activo, SC controlado, SC
curado y controles sanos) y se compararon los valores superiores ( > ) e inferiores ( <)

en cada uno de los mapas de DTI (FA, MD, AD y RD) bajo 12 contrastes:
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1- Controles sanos > SC controlado
2- Controles sanos < SC controlado
3- Controles sanos > SC activo

4- Controles sanos < SC activo

5- Controles sanos > SC curado

6- Controles sanos < SC curado

7- SC controlado > SC activo

8- SC controlado < SC activo

9- SC controlado > SC curado

10- SC controlado < SC curado

11- SC activo > SC curado

12- SC activo < SC curado

Para ambos andlisis, las variables clinicas que difirieron significativamente entre los
grupos (hipertensioén, hipertrigliceridemia, obesidad central e indice de masa corporal) se

incluyeron como covariables eliminando asi el impacto de dichas variables sobre la SB.

Las imagenes con los tractos de FA esqueletonizadas de cada sujeto se proyectaron en la
imagen media esqueletonizada realizando 5000 permutaciones. La diferencia entre
resultados se establecié con un nivel de significacién p<0.05, corregido mediante Family
Wise Error (FWE) utilizando la metodologia Threshold-Free Cluster Enhancement (TFCE),
meétodo de alta sensibilidad (Smith & Nichols, 2009). Para todos los mapas de DTI, se

siguié la misma metodologia estadistica.
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Para los andlisis de las correlaciones se utilizaron los mapas de DTI (FA, MD, AD y RD)
en relacion con la concentracion de cortisol en orina 24 horas, duracion de la enfermedad,
los resultados de la prueba de depresion Beck, los de la prueba de ansiedad STAI (rasgo
y estado) y los de la prueba SDMT de velocidad de procesamiento de la informacion. La
diferencia entre los resultados se identific6 por un valor p<0.05, corregido por FWE y

metodologia TFCE.
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1. Andlisis 1. Diferencias en el conjunto de pacientes con SC y controles

1.1 Diferencias demograficas y clinicas

Los resultados del andlisis de las variables demogréficas muestran que no hay diferencias
significativas entre los grupos, al tratarse de una muestra apareada respecto a la edad,
género y afios de educacion (3 afios). Por lo tanto, los dos grupos son homogéneos

respecto a dichas variables.

Las variables clinicas entre grupos difieren en hipertension arterial (O controles frente a 15
pacientes con SC; p<0.001), hipertrigliceridemia (6 controles frente a 17 pacientes con
SC; p=0.004), obesidad central (10 controles frente a 24 pacientes con SC; p<0.001) y el
indice de masa corporal (controles: 22 normal, 11 con sobrepeso y 2 obesos frente a
pacientes con SC: 11 normal, 17 con sobrepeso y 7 obesos; p=0.019). Estas variables
gue diferian significativamente, se utilizaron como covariables en el andlisis comparativo
de DTI. En cuanto a la condicién de fumador, no se encontraron diferencias entre grupos
(controles: 12 no fumadores, 12 fumadores y 11 ex fumadores frente a pacientes con SC:
18 fumadores, 10 fumadores y 7 ex fumadores; p=0.319). Tampoco se encontraron
diferencias significativas en hipercolesterolemia (4 controles con hipercolesterolemia

frente a 4 pacientes con SC con hipercolesterolemia; p=1).

1.2 Diferencias en los mapas de DTI

Los resultados de los analisis de DTl mostraron que el grupo de pacientes con SC
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presentaba una reduccion (<) en los valores de FAy un aumento (>) de MD, AD y RD con
respecto al grupo control, aun incluyendo en el andlisis las covariables hipertension,

hipertrigliceridemia, obesidad central e indice de masa corporal (Figura 11).

FA: pacientes con SC < controles: Los valores de FA de todos los pacientes con SC
fueron menores en comparacion con los controles, con una diferencia méaxima localizada
en el lado derecho del férceps menor, tanto en el Iébulo frontal, como también
extendiéndose sobre otras areas del cerebro localizadas en los I6bulos frontal, parietal,
temporal, occipital y en el cerebelo (Figura 11A).

No se encontraron resultados significativos de los valores de FA en el contraste inverso

(pacientes con SC > controles).

MD: pacientes con SC > controles: Los valores de MD de todos los pacientes con SC

fueron mayores en comparacion con los controles, con una diferencia méaxima localizada
en el fasciculo longitudinal inferior (ILF) izquierdo del I6bulo parietal. El aumento de los
valores de MD en los pacientes con SC, también se extendian sobre los l6bulos
parietales, temporales, frontales, occipitales y cerebelo (Figura 11B).

No se encontraron resultados significativos de los valores de MD en el contraste inverso

(pacientes con SC < controles).

AD: pacientes con SC > controles: Los valores de AD de todos los pacientes con SC

fueron mayores en comparacion con los controles sanos, con una diferencia maxima
localizada en el fasciculo longitudinal superior (SLF) izquierdo, pero también sobre la

circunvolucion cingulada posterior derecha, el cingulo posterior derecho del hipocampo, el

54



forceps mayor (localizado en el I6bulo occipital), el fasciculo fronto-occipital inferior (IFOF)
izquierdo, el ILF izquierdo y el SLF derecho (Figura 11C).
No se encontraron resultados significativos de los valores de AD en el contraste inverso

(pacientes con SC < controles).

RD: pacientes con SC > controles: Los valores de RD de todos los pacientes con SC

fueron mayores que en los controles, con una diferencia maxima localizada en el cértex
medial frontal derecho, zona adyacente al férceps menor, pero también mostrando un
aumento en otras areas de los Iébulos frontal, temporal, parietal y occipital y en el cerebro
(Figura 11D).

No se encontraron resultados significativos de los valores de RD en el contraste inverso

(pacientes con SC < controles).
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A) FA: healthy controls > all CS

y=40

B) MD: healthy controls < all CS

Figura 11. Diferencias de los mapas DTI comparando todos los pacientes con SC frente a controles incluyendo como
covariables la hipertension, hipertrigliceridemia, obesidad central e indice de masa corporal. Los voxels resaltados con
colores rojo y amarillo representan las regiones en las que la FA fue menor (A), los voxels resaltados con colores azul y
azul claro representan los valores de MD aumentados (B), los voxels representados con color verde y verde claro
representan aumentos de AD (C) y los voxels representado por colores marrén y marrén claro muestran los aumentos
de RD (D) en todos los pacientes con SC respecto a los controles. Las imagenes de izquierda a derecha muestran los
cortes de planos coronal, sagital y axial en las coordenadas de maxima diferencia sobre una imagen estandar MNI152 a
un nivel de significacién p<0.05 sobre el atlas JHU white-matter tractography, incluido en el programa FSL. R: derecha.

L: izquierdo. A: anterior. P: posterior.
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2. Analisis 2. Diferencias entre SC activo, SC controlado, SC curado y
controles

2.1 Diferencias demogréaficas y clinicas

Los resultados del andlisis de las variables demogréficas muestran que no hay diferencias
significativas entre los grupos respecto a la edad, género y afios de educacion. De esta

manera, los 4 grupos son homogéneos respecto a estas variables.

En cuanto a las variables clinicas, la concentracion de cortisol en orina de 24 horas de los
pacientes con SC activo fueron efectivamente superiores a los otros 3 grupos. Los datos
sobre hipertension, hipertrigliceridemia, obesidad central e indice de masa corporal
diferian entre grupos. No se encontraron diferencias entre grupos en la condicion de
fumador ni en presencia de hipercolesterolemia. En los grupos de pacientes con SC no se
encontraron diferencias en la duracion de la enfermedad ni en la etiologia. Todos estos

resultados se recogen en la Tabla 1.
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Tabla 1. Resultados de las comparaciones entre grupos respecto a las variables demogréficas y clinicas.

Controles|SC Activo [SC Controlado|SC Curado| F/x? |Valor de p
Edad 42.3+10.441.9+8.7| 47.1+10.0 (41.4+10.0| 5.9 NS
Género (H/M) 6/29 1/7 1/6 4/16 0.3 NS
Afios de educacion 135+3.4(144+30| 12923 13.4+3.1| 0.3 NS
Cortisol Orina 24 horas (nmol/d) 133 £ 52 [543 + 307 152 £ 74 122 +75 | 26.3 | <0.001 |(1)
Condicion de fumador (no/si/ex-fumador) 12/12/11 7/1/0 2/4]/1 9/5/6 10.4 NS
Duracion de la enfermedad (meses) NA 77.6+77.4 446+21.9 [64.6+34.0] 0.99 NS
Etiologia (Hipofisiaria/Suprarrenal/Ectopico/AIMAH) NA 5/3/0/0 3/2/1/1 17/2/0/0 | 10.8 NS
Hipertensién (no/si) 35/0 4/4 3/4 13/7 20.9 | <0.001 ((2)
Hipercolesterolemia (no/sf) 31/4 7/1 710 17/3 1.2 NS
Hipertrigliceridemia (no/sf) 29/6 6/2 3/4 9/11 10.5| 0.015 |(3)
Obesidad Central (no/si) 25/10 216 0/7 9/11 15.6| 0.001 |(4)
indice de Masa Corporal (no/sobrepeso/obesidad) 22/11/2 2/5/1 1/3/3 8/9/3 12.6 | 0.049 |(5)

(1) Controles vs SC Activo (<0.001); SC Activo vs SC Controlado CS (<0.001); SC Activo vs SC Curado (<0.001); Controles vs SC
Controlado (NS); Controles vs SC Curado (NS); SC Controlado vs SC Curado (NS).

(2) Controles vs SC Activos (<0.001); SC Activos vs SC Controlado (NS); SC Activo vs SC Curado (NS); Controles vs SC Controlado
(<0.001); Controles vs SC Curado (<0.001); SC Controlado vs SC Curado (NS).

(3) Controles vs SC Activo (NS); SC Activo vs SC Controlado (NS); SC Activo vs SC Curado (NS); Controles vs SC Controlado (0.043);
Controles vs SC Curado (0.006); SC Controlado vs SC Curado (NS).

(4) Controles vs SC Activo (p=0.015); SC Activo vs SC Controlado (NS); SC Activo vs SC Curado (NS); Controles vs SC Controlados
(0.001); Controles vs SC Curados (NS); SC Controlados vs SC Curados (NS).

(5) Controles vs SC Activo (NS); SC Activo vs SC Controlado (NS); SC Activo vs SC Curado (NS); Controles vs SC Controlado (0.015);
Controles vs SC Curado (NS); SC Controlados vs SC Curado (NS).

Los valores estan expresados en Media + Desviacion Tipica (DT)

NS: No Significativo

AIMAH: ACTH-independent macronodular adrenal hyperplasia

indice de Masa Corporal: normal < 25, sobrepeso 25-30, obesidad > 30
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2.2 Diferencias en los mapas de DTI

2.2.1 SC Activo versus Controles

Como se muestra en la figura 12, existen diferencias entre los grupos de SC activo y
controles con respecto a los mapas de DTI, aun incluyendo en el analisis las covariables

hipertension, hipertrigliceridemia, obesidad central e indice de masa corporal:

FA: SC activo < controles: Los valores de FA fueron menores en los pacientes con SC

activo que en los controles, con una diferencia maxima localizada en el férceps menor del
I6bulo frontal izquierdo. También hubo diferencias en algunos voéxels del tracto
corticoespinal (CST) izquierdo, cuerpo calloso, IFOF bilateral en las regiones frontales,
férceps menor y férceps mayor del hemisferio derecho (Figura 12A).

No se encontraron resultados significativos de los valores de FA en el contraste inverso

(SC activo > controles).

MD: SC activo > controles: Los valores de MD fueron mayores en los pacientes con SC

activo que en los controles, con una diferencia maxima localizada en el férceps mayor del
I6bulo occipital derecho y ampliamente distribuido a través de otras regiones de los
I6bulos frontal, parietal, occipital, temporal y cerebelo (Figura 12B).

No se encontraron resultados significativos de los valores de MD en el contraste inverso

(SC activo < controles).

AD: SC activo > controles: Los valores de AD fueron mayores en los pacientes con SC

activo que en los controles, con un punto de maximo aumento en la parte posterior
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derecha de la radiacion talamica anterior (ATR) pero también sobre otras regiones de la
ATR izquierda, CST bilateral, areas bilaterales del cingulo posterior (circunvolucién del
cingulo e hipocampos), férceps mayor, areas de la IFOF izquierda, ILF y SLF asi como en
regiones especificas del SLF derecho y cerebelo (Figura 12C).

No se encontraron resultados significativos de los valores de AD en el contraste inverso

(SC activo < controles).

RD: SC activo > controles: Los valores de RD en los pacientes con SC activo fueron

mayores que los controles, con un aumento maximo localizado en el forceps menor del
I6bulo frontal derecho pero también sobre otras regiones del l6bulo frontal, temporal,
parietal, occipital y el cerebelo (Figura 12D).

No se encontraron resultados significativos de los valores de RD en el contraste inverso

(SC activo < controles).
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A) FA: healthy controls > active CS

B) MD: healthy controls < active CS

Figura 12. Diferencias de los mapas DTl comparando los pacientes con SC activo frente a controles incluyendo como
covariables la hipertension, hipertrigliceridemia, obesidad central e indice de masa corporal. Los voxels resaltados con
colores rojo y amarillo representan las regiones en las que la FA fue menor (A), los voxels resaltados con colores azul y
azul claro representan los valores de MD aumentados (B), los voxels representados con color verde y verde claro
representan aumentos de AD (C) y los voxels representado por colores marrén y marrén claro muestran los aumentos
de RD (D) en pacientes con SC activo respecto a los controles. Las imagenes de izquierda a derecha muestran los
cortes de planos coronal, sagital y axial en las coordenadas de maxima diferencia sobre una imagen estandar MNI152 a
un nivel de significacién p<0.05 sobre el atlas JHU white-matter tractography, incluido en el programa FSL. R: derecha.

L: izquierdo. A: anterior. P: posterior.

61



2.2.2 SC Controlado versus Controles

Los resultados de los andlisis de DTl mostraron que el grupo de pacientes con SC
controlado presentaba valores reducidos de FA y aumentados de MD y RD con respecto
al grupo control, aun incluyendo en el andlisis las covariables hipertension,

hipertrigliceridemia, obesidad central e indice de masa corporal (Figura 13).

Los resultados en cada uno de los mapas fueron los siguientes:

FA: SC controlado < controles: Los valores de FA fueron menores en los pacientes con SC

controlado que en los controles, con una diferencia maxima localizada en la ATR
izquierda. Otros puntos de disminucién de la FA fueron la CST izquierda, circunvolucion
del cingulo izquierdo, férceps menor y algunos voxels en vias del IFOF y ILF
bilateralmente (Figura 13A).

No se encontraron resultados significativos de los valores de FA en el contraste inverso

(SC controlado > controles).

MD: SC controlado > controles: Los valores de MD fueron mayores en los pacientes con

SC controlado que en los controles, con una diferencia méaxima localizada en el IFOF
izquierdo pero también extendido sobre los lI6bulos frontal, temporal, occipital y el cerebelo
del hemisferio izquierdo. En cuanto al hemisferio derecho los aumentos de MD del grupo
SC controlado los encontramos en el CST, areas posteriores de la circunvolucion del
cingulo y el hipocampo, férceps mayor, forceps menor, IFOF, ILF y SLF (Figura 13B).

No se encontraron resultados significativos de los valores de MD en el contraste inverso

(SC controlado < controles).
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AD: No hubo diferencias significativas en los valores de AD entre los pacientes con SC
controlado en comparacién con los controles para ninguno de los dos contrastes (SC

controlado > controles y SC controlado < controles).

RD: SC controlado > controles: Los valores de RD fueron mayores en los pacientes con

SC controlado que en los controles, con una diferencia maxima localizada en el cuerpo
calloso pero también sobre otras areas de los I6bulos frontal, temporal, parietal, occipital y
cerebelo (Figura 13C).

No se encontraron resultados significativos de los valores de RD en el contraste inverso

(SC controlado < controles).
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A)FA: healthy controls > remitted CS

B) MD: healthy controls < remitted CS

Figura 13. Diferencias de los mapas DTl comparando los pacientes con SC controlado frente a controles incluyendo
como covariables la hipertension, hipertrigliceridemia, obesidad central e indice de masa corporal. Los voxels resaltados
con colores rojo y amarillo representan las regiones en las que la FA fue menor (A), los voxels resaltados con colores
azul y azul claro representan los valores de MD mayores (B) y los voxels representado por colores marrén y marron
claro muestran los aumentos de RD (C) en pacientes con SC controlado respecto a los controles. Las imagenes de
izquierda a derecha muestran los cortes de planos coronal, sagital y axial en las coordenadas de maxima diferencia
sobre una imagen estandar MNI152 a un nivel de significacién p<0.05 sobre el atlas JHU white-matter tractography,

incluido en el programa FSL. R: derecha. L: izquierdo. A: anterior. P: posterior.

64



2.2.3 SC Curado versus Controles

Los resultados de los andlisis de DTl mostraron que el grupo de pacientes con SC curado
presentaba valores disminuidos de FA y aumentados de MD, AD y RD con respecto al
grupo control, adn incluyendo en el analisis las covariables hipertension,

hipertrigliceridemia, obesidad central e indice de masa corporal (Figura 14).

Los resultados en cada uno de los mapas fueron los siguientes:

FA: SC curado < controles: Los valores de FA fueron menores en los pacientes con SC

curado que en los controles, con una diferencia maxima localizada en el ILF derecho pero
también sobre el hemisferio derecho de los l6bulos frontal, parietal, temporal y occipital.
Los valores de FA en el grupo SC curado también se redujeron en areas del hemisferio
izquierdo sobre la ATR, CST, circunvolucién del cingulo, férceps menor, IFOF, ILF y SLF
(Figura 14A).

No se encontraron resultados significativos de los valores de FA en el contraste inverso

(SC curado > controles).

MD: SC curado > controles: Los valores de MD fueron mayores en los pacientes con SC

curado que en los controles, con una diferencia maxima localizada en el ILF izquierdo y
también ampliamente distribuido sobre los lobulos frontal, parietal, temporal y occipital
bilateralmente (Figura 14B).

No se encontraron resultados significativos de los valores de MD en el contraste inverso

(SC curado < controles).
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AD: SC curado > controles: Los valores de AD fueron mayores en los pacientes con SC

curado que en los controles, con una diferencia maxima localizada en el SLF izquierdo
pero también sobre la ATR y CST del hemisferio izquierdo, areas posteriores de la
circunvolucion del cingulo bilateralmente, el hipocampo izquierdo, férceps mayor, el IFOF
bilateralmente, ILF izquierdo, y SLF derecho (Figura 14C).

No se encontraron resultados significativos de los valores de AD en el contraste inverso

(SC curado < controles).

RD: SC curado > controles: Los valores de RD fueron mayores en los pacientes con SC

curado que en los controles con una diferencia maxima localizada en el IFOF derecho
pero también sobre los l6bulos frontal, temporal, parietal y occipital (Figura 14D).
No se encontraron resultados significativos de los valores de RD en el contraste inverso

(SC curado < controles).
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A)FA: healthy controls > cured CS

B) MD: healthy controis < cured CS

Figura 14. Diferencias de los mapas DTI comparando los pacientes con SC curado frente a controles incluyendo como
covariables la hipertension, hipertrigliceridemia, obesidad central e indice de masa corporal. Los véxels resaltados con
colores rojo y amarillo representan las regiones en las que el valor de la FA fue menor (A), los vOxels resaltados con
colores azul y azul claro representan los valores de MD aumentados (B), los voxels representados con color verde y
verde claro representan aumentos de AD (C) y los voxels representado por colores marrén y marrén claro muestran los
aumentos de RD (D) en pacientes con SC curado respecto a los controles. Las imagenes de izquierda a derecha
muestran los cortes de planos coronal, sagital y axial en las coordenadas de maxima diferencia sobre una imagen
estandar MNI152 a un nivel de significacién p<0.05 sobre el atlas JHU white-matter tractography, incluido en el

programa FSL. R: derecha. L: izquierdo. A: anterior. P: posterior.
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2.3.4 SC activo versus SC controlado versus SC curado

No se encontraron diferencias al comparar los 3 grupos de pacientes con SC entre si (en
ninguna de las comparaciones entre SC activo > SC controlado, SC activo < SC
controlado, SC activo > SC curado, SC activo < SC curado, SC controlado > SC curado ni

SC controlado < SC curado) para ninguno de los mapas de DTI (FA, MD, AD o RD).

3. Andlisis 3. Relacion entre valores de la sustancia blanca (FA, MD, AD
y RD) y la exposicion a cortisol (cortisol en orina de 24 horas y duraciéon
de la enfermedad en meses).

No se encontraron correlaciones entre ninguno de los mapas de DTI (FA, MD, AD y RD) y
la concentracion de cortisol en orina 24 de horas, ni con la duracion de la enfermedad

medida en meses.

4. Analisis 4. Evaluaciéon neuropsiquiatrica (depresion y ansiedad) y
cognitiva (velocidad de procesamiento de la informacién)

Evaluacién de la sintomatologia depresiva

Los resultados mostraron diferencias en cuanto a la sintomatologia depresiva en los 3
grupos de pacientes: SC activo, SC controlado y SC curado con respecto a los controles.

No se apreciaron diferencias en las comparaciones entre el resto de los grupos (Tabla 2).
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Evaluacién de la sintomatologia ansiosa:

Las puntuaciones totales del inventario de ansiedad STAI estado difirieron de las del
grupo control, que fueron mas bajas que en los grupos de pacientes: SC activo y SC
curado. No se apreciaron diferencias en las comparaciones entre el resto de los grupos

(Tabla 2).

El inventario de ansiedad STAI rasgo, fue mas bajo en el grupo control, que en todos los

grupos de pacientes: SC activo, SC controlado y SC curado. No se aprecian diferencias

en las comparaciones entre el resto de los grupos (Tabla 2).

Evaluacién del rendimiento de la velocidad de procesamiento de la informacién

Los resultados de las puntuaciones del SDMT no mostraron diferencias entre ninguno de

los grupos (Tabla 2).
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Tabla 2. Resultado de las comparaciones entre grupos respecto a los datos neuropsicolégicos y cognitivos

Controles SC Activo SC Controlado SC Curado F/x? Valorde p

BDI-II 3.20+£34 10.38 £2.9 8.86 +5.3 10.50 +6.9 12.36 <0.001
STAI Estado 11.40 7.2 22.75 +10.2 17.43 £10.5 18.95 +11.8 4.77 0.005
STAI Rasgo 13.23+7.2 25.75 7.8 24.00 +12.4 24.35 +£10.5 9.6 <0.001
SDMT 61.74 £+8.84 61.46 £9.55 55.43 £10.56  63.60 +10.028 1.34 0.267

Los valores estan expresados en Media = Desviacion Tipica (DT)
NS: No Significativo

(1) Controles — SC Activo p=0.002; Controles — SC Controlado p=0.030; Controles — SC Curado p=0.001; SC Activo — SC
Controlado p=NS; SC Activo — SC Curado p=NS; SC Controlado —SC Curado p=NS.

(2) Controles — SC Activo p=0.016; Controles — SC Controlado p=NS; Controles — SC Curado p=0.028; SC Activo — SC
Controlado p=NS; SC Activo — SC Curado p=NS; SC Controlado — SC Curado p=NS

(3) Controles - SC Activo p=0.003; Controles — SC Controlado p=0.023; Controles — SC Curado p=0.001; SC Activo — SC
Controlado p=NS; SC Activo — SC Curado p=NS; SC Controlado — SC Curado p=NS

Post-hoc

1)
)
®)
NS

5. Andlisis 5. Relacion entre los valores de sustancia blanca (FA, MD, AD

y RD) y la sintomatologia depresiva, ansiosa y rendimiento cognitivo

Mapas DTI y sintomatologia depresiva

Las puntuaciones del inventario de depresién de Beck correlacionaron negativamente con

los valores de FA, especificamente sobre las areas del CST derecho, férceps mayor,

forceps menor, IFOF izquierdo (parte frontal), IFOF derecho, ILF derecho, SLF izquierdo

(parte anterior) y SLF derecho (Figura 15A). La media de los valores de FA de cada sujeto

con respecto a sus puntuaciones en el inventario de depresion de Beck mostraron una

distribucién lineal con resultados significativos p<0.01; r = -0.572 (Figura 16).

Las puntuaciones del inventario de depresion de Beck correlacionaron positivamente con

los valores de RD, especificamente en las regiones frontales del forceps menor y areas

frontales bilaterales del IFOF (Figura 15B). Los valores medios de RD de cada sujeto

70



respecto a sus puntuaciones en el inventario de depresion de Beck, mostraron una

distribucion lineal con resultados significativos p<0.01; r = 0.468 (Figue 17).

No hubo diferencias en las correlaciones inversas (i.e. positivas en FA ni negativas de RD
con respecto al inventario de depresion de Beck). Tampoco hubo correlaciones (positivas
ni negativas) al comparar los mapas MD y AD con las puntuaciones del inventario de

depresion de Beck.

A) Negative correlation between Beck and FA

Figura 15. Correlacion entre los valores de los mapas de DTI y la sintomatologia depresiva. La figura 15A muestra
correlaciones negativas (color rojo-amarillo) entre los valores de FA y las puntuaciones en el inventario de depresién de
Beck. La figura 15B muestra correlaciones positivas (color marron-marrén claro) entre los valores de RD vy las
puntuaciones en el inventario de depresion de Beck. Las imagenes de izquierda a derecha muestran los cortes de
planos sagital, coronal y axial en las coordenadas de méaxima diferencia sobre una imagen estandar MNI152 a un nivel
de significacion p<0.05 sobre el atlas JHU white-matter tractography, incluido en el programa FSL. R: derecha. L:

izquierdo. A: anterior. P: posterior.
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Mapas DTI y sintomatologia ansiosa

No hubo correlaciones de los mapas de DTI (FA, MD, AD ni RD) con las puntuaciones en

el inventario STAI en las escalas de ansiedad estado ni rasgo.

Mapas DTI vy velocidad de procesamiento de la informacion

Las puntuaciones en la prueba SDMT de velocidad de procesamiento de la informacion,
correlacionaron positivamente con los valores de FA, concretamente en regiones
bilaterales de la ATR, CST bilateralmente, circunvolucion del cingulo izquierda, cingulo
derecho del hipocampo, férceps mayor, férceps menor, IFOF bilateral, ILF derecho, SLF
bilateral y UF bilateral (Figura 18A). Los valores de FA de cada sujeto relacionado con sus
puntuaciones en SDMT mostraron una distribucion lineal con resultados significativos

p<0.01; r = 0.587 (Figura 19).

Las puntuaciones en la prueba SDMT de velocidad de procesamiento de la informacién,
se correlacionaron positivamente con los valores de AD en el CST derecho (Figura 18B).
Los valores de AD de cada sujeto correlacionaron con las puntuaciones del SDMT

mostraron una distribucion lineal significativa p <0.01; r = 0.486 (Figura 20).
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A) Positive comelation between SDMT and FA

Figura 18. Correlacion entre los valores de los mapas DTl y rendimiento en SDMT. La figura 18A muestra las
correlaciones positivas (color rojo y amarillo) entre los valores de FA y las puntuaciones de rendimiento en SDMT. La
figura 18B muestra correlaciones positivas (color azul y azul claro) entre los valores de AD y las puntuaciones de
rendimiento en SDMT. Las imagenes de izquierda a derecha muestran los cortes de planos sagital, coronal y axial en las
coordenadas de maxima diferencia sobre una imagen estdndar MNI152 a un nivel de significacion p<0.05 sobre el atlas

JHU white-matter tractography, incluido en el programa FSL. R: derecha. L: izquierdo. A: anterior. P: posterior.
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Los resultados de esta tesis demuestran la presencia de anomalias en la microestructura
de la SB en pacientes con SC. Dichos valores de DTI se correlacionan con sintomatologia

depresiva y rendimiento cognitivo (menor velocidad de procesamiento de la informacion).

Para estudiar la existencia de alteraciones de la SB en el SC, realizamos dos analisis de
DTI. En primer lugar, todos los pacientes con SC se compararon con sus controles
apareados por edad, género y nivel educativo. El grupo de pacientes con SC mostro
alteraciones de la SB en comparacién con el grupo control, de acuerdo con nuestra
hipotesis inicial. Se observaron multiples alteraciones de la SB, concretamente, una
disminucién de los valores de FA y un aumento de los de MD y RD, ampliamente
distribuidos en el cerebro, asi como valores de AD aumentados en areas centrales. En el
segundo analisis de DTI, se evalué el estado de la SB comparando los grupos: SC activo,
SC controlado, SC curado y controles, con el fin de establecer las caracteristicas
especificas de la SB en funcion de la situacion clinica de los pacientes con SC. Los
grupos SC activo y SC curado, mostraron el mismo patrén de anomalias de la SB en
comparacion con los controles, concretamente una reduccion muy extendida en el cerebro
de los valores de FA y un aumento de los valores MD, RD y parcialmente también de AD.
El grupo de SC controlado, mostré una disminucién de los valores de FA y un aumento en
los valores MD y RD en comparacion con los controles, sin mostrar diferencias en los

valores AD.

Cada mapa de DTI proporciona informacion especifica sobre los diferentes aspectos de la
microestructura de la SB cerebral. FA'y MD son mapas que describen las caracteristicas

generales de la difusién de la SB; FA refleja la coherencia de las fibras, mientras que MD
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refleja la magnitud local de difusion general. AD se extrae de la difusion paralela a las
vias, que proporciona informacién axonal y RD de la difusion perpendicular, que

proporciona informacion sobre la mielina (Beaulieu, 2002).

Aungue en la mayoria de estudios de DTI los valores de FA han sido los mas utilizados,
es importante visualizar el patron completo de los diferentes mapas de DTI para una
comprension mas profunda y global del escenario en el que se encuentra el estado de la
SB. Puesto que las caracteristicas microestructurales de la SB se valora con los
resultados de difusion, medidas indirectas tomadas de la estructura biologica real, deben
ser interpretadas con precaucion (Wheeler-Kingshott y Cercignani, 2009; Jones et al.,
2013). La combinacion de disminucion de la FA y aumento de MD se ha visto en el
proceso de envejecimiento normal con deterioro de la microestructura de la SB (Minati et
al., 2007). En este sentido, es frecuente observar en los pacientes con SC problemas que
son comunes en personas mayores, y es posible que el exceso de los niveles de GC
pueda contribuir al envejecimiento cerebral (Goossens y Sapolsky, 2007). Nuestros
resultados de DTI incluyen disminuciones de FA y aumentos de MD y RD en areas
extensas del cerebro, y aumentos localizados de AD en pacientes SC activo y SC curado.
Este patrén fue descrito como un escenario de degeneracion crénica de la SB, prevalente
en el envejecimiento normal, que podria reflejar un aumento del volumen extracelular y
una menor densidad de la membrana como consecuencia de pérdida axonal y de mielina,
mayor espacio interaxonal y reduccion de la tortuosidad extracelular (Burzynska et al.,
2010). Este deterioro de la SB a consecuencia del envejecimiento normal, podria ser
analogo al de los pacientes con SC (Goossens y Sapolsky, 2007). Dado que se han

observado alteraciones de la SB ampliamente distribuidas en el cerebro de pacientes con
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SC activo y SC curado, pareceria indicar que los dafios de la microestructura de la SB son
extensos y, que ademas no son completamente reversibles incluso después de la

curacion de la enfermedad.

Algunos estudios de seguimiento y evolucién del estado cerebral en pacientes con SC,
reportaron cierto grado de reversibilidad del volumen cerebral (Bourdeau et al., 2005) y de
la atrofia hipocampal (Starkman et al., 1999) después de la correccion del
hipercortisolismo, pero sin llegar a normalizarse. En un estudio reciente, encontramos
anomalias en las concentraciones de metabolitos localizadas en el hipocampo de
pacientes con SC curado, que sugerian disfuncién y/o pérdida neuronal, asi como
proliferacion glial como mecanismo reparador (Resmini et al., 2013). Estas alteraciones
podrian estar vinculadas a las alteraciones microestructurales de la SB observadas en la
DTI de los pacientes con SC curado que hemos hallado. Por otro lado, todas estas
alteraciones de la microestructura cerebral, podrian estar reflejando fenémenos
inflamatorios observadas tras la exposicién cronica a cortisol sobre del SNC (Sorrells y

Sapolsky, 2007).

El patrén de los mapas de DTI de los pacientes con SC controlado frente a los controles,
mostro en los primeros una disminucion de los valores de FA, aumento de los valores de
MD y RD y mantenimiento de los valores de AD, un patron que se ha vinculado a
procesos de desmielinizacion y pérdida axonal (Acosta-Cabronero et al., 2010; Burzynska
et al., 2010). Las alteraciones en la SB en los pacientes con SC controlado indicarian, una
vez mas, la persistencia del dafio microestructural de la SB a pesar de haber controlado el

hipercortisolismo con medicacion.
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Por otra parte, los niveles elevados de cortisol se asocian a complicaciones vasculares en
pacientes con SC (Miljic et al., 2012; Fallo y Sonino, 2009), que podrian determinar una
afectacion microestructural en el cerebro de los pacientes con SC. Se ha confirmado que
las variables que determinan mayor riesgo vascular diferian entre grupos (hipertension,
hipertrigliceridemia, obesidad central e indice de masa corporal), por lo que fueron
incluidas en los andlisis de DTl como covariables. Puesto que los mapas de DTI
mostraron extensas alteraciones de la SB en los pacientes con SC a pesar de controlar
los factores de riesgo vascular, creemos que la exposicion a hipercortisolismo ha jugado
un papel importante en dichas alteraciones. Sin embargo, a pesar de que existen estudios
qgue relacionan directamente el exceso de cortisol con dafio en el SNC (Herbert et al.,
2006), las correlaciones realizadas no revelaron una relacion entre los mapas de DTl y la
concentracion de cortisol en orina de 24 horas, ni con la duracion de la enfermedad. De
todas maneras, no puede descartarse un efecto directo del hipercortisolismo en las
alteraciones de la SB, pues la estimacion de la duracién de la enfermedad es subjetiva y
retrospectiva, y la concentracion de cortisol en orina de 24 horas es actual y no
corresponde al momento de maxima actividad de la enfermedad.

No puede descartarse tampoco que las alteraciones de la SB puedan en parte también
ser al estado inflamatorio presente en pacientes con SC (Sorrells y Sapolsky, 2007),

persistente en los pacientes con SC curado (Barahona et al., 2009).

Los valores en los mapas de DTl no mostraron diferencias comparando los diferentes
grupos de SC entre si, es decir, SC activo, SC controlado y SC curado; sin embargo cada
uno de ellos habia mostrado diferencias frente al grupo control. Este hecho parece indicar

la presencia de dafos similares de la microestructura de la SB en todos los grupos de
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pacientes con SC, independientemente de los niveles actuales de cortisol. Ademas, estas
alteraciones cerebrales, presumiblemente ocurridas durante las primeras fases de
hipercortisolismo, no son completamente reversibles una vez que el cortisol se normaliza
después de la terapia. Asi lo confirma también el estudio de DTI de van der Werff et al.,
2014 en pacientes con EC con hipercortisolismo en remision, donde se describen
hallazgos similares a los nuestros, que muestran una extensa disminucién de la integridad
de la SB a través de practicamente todas las fibras cerebrales. Al analizar mediante el
resto de mapas de DTl y mas concretamente en regiones de interés (cuerpo calloso,
circunvolucion del cingulo bilateral y UF bilateral) hallaron un patron muy similar al que

obtuvimos en nuestros resultados con un aumento de MD, RD y mantenimiento de AD.

Los resultados de nuestro estudio al evaluar la sintomatologia psiquiatrica revelaron
diferencias en el inventario de depresion de Beck, presentando méas sintomatologia
depresiva los pacientes con SC activo, SC controlado y SC curado comparativamente con
los controles sanos. Estos resultados refuerzan los hallazgos previos que muestran una
vulnerabilidad al estrés (Sonino et al., 1998) y presencia de sintomatologia psiquiatrica en
el SC (Sonino et al.,, 2001), siendo el trastorno depresivo la principal comorbilidad
psiquiatrica (Sonino et al, 2010; Starkman et al., 1981). Ademas, el hecho de que exista
mayor sintomatologia psiquiatrica en los pacientes con SC curado con respecto a los
controles, refuerza los hallazgos sobre el deterioro de la calidad de vida en los estudios de
seguimiento de los pacientes con SC (van der Klaauw et al.,, 2008) y la presencia
persistente de sintomatologia psiquiatrica (Sonino et al., 2004; Sobrinho, 2004; Pereira et
al., 2010), aunque otros estudios describen una mejoria tanto de la depresion como la

ansiedad, después de la normalizacion de los niveles de cortisol (Kelly et al, 1996).
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En el andlisis caso-control, se encontré que los sintomas depresivos estaban relacionados
con la calidad del estado de la SB, mostrando mayores puntuaciones de sintomatologia
depresiva en relacién a mayores patrones de deterioro en el estado microestructural de la
SB (i.e, disminucién de valores de FA y aumento de los valores de RD). Van der Werff y
colaboradores (2014) hallaron en su estudio resultados muy similares a los nuestros con
correlaciones negativas entre FA y puntuaciones de sintomatologia depresiva en sus
pacientes con EC en remision. Los valores bajos de FA indican irregularidades de la
coherencia en la estructura del estado de las fibras, que junto a los valores altos de RD,
indican un patron relacionado con la pérdida de mielina (Song et al., 2002). En este
sentido, algunos estudios han relacionado cambios en la estructura de la SB cerebral y en
la expresion de genes de mielina con factores contribuyentes al estado de animo y la
cognicién en varios trastornos psiquiatricos (Fields, 2008). Nuestro andlisis ha confirmado
una mayor sintomatologia depresiva en este patrén de dismielinizacién localizado
principalmente en el I6bulo frontal, area que con frecuencia se ha implicado en trastornos
afectivos. Las alteraciones de la SB se han documentado en depresion de manera
consistente, principalmente mostrando disminuciones de FA en zonas fronto-limbicas
(Sexton et al., 2009), sobre todo cuando se trata de depresién de aparicion tardia (Sexton
et al, 2012). En otro estudio realizado recientemente con pacientes depresivos, se ha
evidenciado reducciones en los valores de FA en regiones fronto-limbicas en aquellos
pacientes depresivos resistentes al tratamiento (Diego-Adelifio et al., 2013). Estos
estudios en pacientes depresivos respaldan que, al menos en parte, los estados de animo
estan relacionados con la calidad de la SB. De igual manera, las alteraciones de la SB

podrian influir en la mayor sintomatologia depresiva de nuestros pacientes con SC.
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Por otra parte, la literatura previa ha demostrado que los pacientes con SC presentan con
frecuencia un sindrome depresivo-ansioso comorbido (Loosen et al., 1992). Mazet et al.
(1981) encontraron manifestaciones psiquiatricas de ansiedad y depresion en pacientes
con SC suprarrenal e hipofisario. Nuestros resultados mostraron mas sintomas de
ansiedad rasgo en los pacientes con SC activo, SC controlado y SC curado, en
comparacion con los controles sanos. Por otro lado, s6lo se evidencié mas ansiedad
estado en pacientes con SC activo y SC curado en comparacion con los controles sanos,
pero sin diferencias entre SC controlado y controles. Este hecho podria indicar que la
medicacion prescrita en SC podria mejorar el estado de ansiedad, ademas de los
sintomas endocrinos generales. Respecto a los valores de DTI, no se encontraron
relaciones con la sintomatologia ansiosa (estado ni rasgo). No tenemos constancia de que
existan estudios previos que relacionen la sintomatologia ansiosa y la SB en el SC.
Literatura previa correlaciond negativamente los niveles de ansiedad rasgo y los valores
de FA en vias entre la amigdala y las areas prefrontales, usando una muestra de sujetos
sanos (Kim and Whalen, 2009); sin embargo, los estudios de este tipo son pequeiios e
inconsistentes en los trastornos de ansiedad (Ayling et al., 2012). Por ejemplo, Modi y
cols. (2013) encontraron correlaciones positivas entre las puntuaciones de ansiedad rasgo

y valores de FA en el fornix y el UF.

Por otra parte, se han descrito déficits cognitivos en el SC (Sonino et al.,, 2001),
concretamente en funciones verbales de pacientes con EC en funcion del grado de
hipercortisolismo (Starkman et al., 2001). Nuestro estudio no mostro diferencias en
velocidad de procesamiento de la informaciéon, medida con la prueba oral SDMT, entre los

grupos de pacientes con SC y los controles. Esta es una funcién altamente relacionada
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con la estructura de la SB (Fields et al., 2008). Las anomalias microestructurales de la SB
se han visto previamente asociadas a un pobre rendimiento en la prueba, mostrando
correlaciones negativas entre los valores de FA y el tiempo de reaccion en poblacion
geriatrica general (Kerchner et al., 2012). Sin embargo, no tenemos constancia de que
existan estudios analizando el estado microestructural de la SB en relacion con la
velocidad de procesamiento de la informacién en el SC. Nuestros resultados mostraron
gue los valores altos de FA, dispersos en todo el cerebro y valores altos de AD,
localizados en el extremo derecho del CST, correlacionaban positivamente con el
rendimiento del SDMT. Esto pareceria indicar que la buena calidad de la SB determinaria
una mejor ejecuciéon en el procesamiento de la informacién. Se ha encontrado valores
bajos de FA relacionado con menor velocidad de procesamiento en la depresion tardia
(Sexton et al., 2012). Es posible, por lo tanto que haya una relacion entre la calidad de la
SB, tendencias depresivas y la funcion de la velocidad de procesamiento de la

informacion.

Estos estudios tienen algunas limitaciones. Al tratarse de una enfermedad rara los
estudios se han realizado en una muestra relativamente pequefa. Este hecho ha podido
tener influencia en el patrén de mapas de DTl en SC controlado en comparacion con los
controles, que mostro una disminucién de FA y aumento de MD y RD pero sin incremento
de AD como ocurria en SC activo y SC curado respecto a los controles. Tampoco se
observaron diferencias de sintomatologia ansiosa en la escala estado del inventario de
ansiedad STAI entre el SC controlado y controles, aunque ello podria deberse al efecto
positivo del tratamiento endocrino. Los analisis de DTI, aunque robustos debido a la

fuerza del método estadistico, son de caracter transversal y no longitudinal, por lo que no
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evallian el estado de la microestructura de la SB a lo largo del proceso de la enfermedad.
Por lo tanto, no se puede asegurar una relacion causa-efecto entre las diferentes etapas
de la enfermedad y el cortisol. En lo relativo a la cognicion, no se encontraron, diferencias
en la velocidad de procesamiento entre los grupos de SC y controles. Tampoco se
detectaron correlaciones entre la duracion de la enfermedad ni concentracion de cortisol
en orina de 24 horas y los mapas de DTI, si bien la duracién estimada del
hipercortisolismo puede no reflejar la duracion real y la concentracion actual de cortisol en

orina de 24 horas solo informa de la situacion puntual.
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1.- Los pacientes con SC presentan extensas anomalias en la microestructura de la SB

cerebral en comparacion con controles sanos apareados por sexo, edad y nivel educativo.

2.- Dichas alteraciones en los pacientes con SC son compatibles con degeneracion
cronica de la SB (disminucion de FA y aumento de valores de MD, RD y parcialmente en

AD) similar a lo descrito en el envejecimiento normal.

3.- Las alteraciones de la SB en el SC se mantienen tras ajustar por las variables de
riesgo cardiovascular (hipertension, hipertrigliceridemia, obesidad central e indice de

masa corporal) y difieren entre los grupos.

4.- Las alteraciones en la SB cerebral en el SC se observan independientemente de la
situacién clinica de los pacientes (SC activo, SC controlado y SC curado). Esto podria
indicar que el efecto glucotéxico producido en la fase de hipercortisolismo no es

totalmente reversible.

5.- No se han hallado correlaciones entre la concentracion actual de cortisol en orina de
24 horas o la duracion estimada del hipercortisolismo con los mapas de DTI, lo que
sugiere que las alteraciones de la SB tras hipercortisolismo, una vez producidas se
perpetuan, lo que podria estar determinado por fenébmenos de inflamacion crénica de bajo

grado.

6.- Los pacientes (SC activo, SC controlado y SC curado) muestran mayor sintomatologia

depresiva en comparacion al grupo control.
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7.- Se observa una correlacion entre el patron de DTI ligado a desmielinizacion
(disminucion de la FA'y aumento de RD) y la sintomatologia depresiva, principalmente en

el I6bulo frontal, area implicada en la depresion.

8.- Los grupos de SC activo y SC curado mostraron peores puntuaciones que el grupo
control con respecto a la sintomatologia ansiosa, tanto en estado como en rasgo. El grupo
de SC controlado mostré peores puntuaciones en rasgo, pero no en la escala de ansiedad

estado.

9.- No se encontraron correlaciones entre las alteraciones en DTI y la sintomatologia

ansiosa (estado ni rasgo).

10.- Las puntuaciones de la velocidad de procesamiento de la informacion evaluadas con
la prueba SDMT, no diferian entre grupos (pacientes con SC activo, SC controlado y SC

curado y controles).

11.- Se hallaron correlaciones positivas entre mejor puntuacién en el rendimiento de

velocidad de procesamiento de la informacion e integridad de la SB (aumento de FA 'y

AD).
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White Matter Alterations in the Brains of Patients with Active,
Remitted, and Cured Cushing Syndrome: A DTI Study

P. Pires, A. Santos, Y. Vives-Gilabert, S.M. Webb, A. Sainz-Ruiz, E. Resmini, I. Crespo, M. de Juan-Delago, and B. Gémez-Anson

“EH@A

ABSTRACT

BACKGROUND AND PURPOSE: Cushing syndrome appears after chronic exposure to elevated glucocorticoid levels. Cortisol excess may
alter white matter microstructure. Our purpose was to study WM changes in patients with Cushing syndrome compared with controls by
using DTI and the influence of hypercortisolism.

MATERIALS AND METHODS: Thirty-five patients with Cushing syndrome and 35 healthy controls, matched for age, education, and sex,
were analyzed through DTI (tract-based spatial statistics) for fractional anisotropy, mean diffusivity, axial diffusivity, and radial diffusivity
(general linear model, family-wise error, and threshold-free cluster enhancement corrections, P < .05). Furthermore, the influence of
hypercortisolism on WM DTI changes was studied by comparing 4 subgroups: 8 patients with Cushing syndrome with active hypercorti-
solism, 7 with Cushing syndrome with medication-remitted cortisol, 20 surgically cured, and 35 controls. Cardiovascular risk factors were
used as covariates. In addition, correlations were analyzed among DTl values, concomitant 24-hour urinary free cortisol levels, and disease
duration.

RESULTS: There were widespread alterations (reduced fractional anisotropy, and increased mean diffusivity, axial diffusivity, and radial
diffusivity values; P < .05) in patients with Cushing syndrome compared with controls, independent of the cardiovascular risk factors
present. Both active and cured Cushing syndrome subgroups showed similar changes compared with controls. Patients with medically
remitted Cushing syndrome also had reduced fractional anisotropy and increased mean diffusivity and radial diffusivity values, compared
with controls. No correlations were found between DTI maps and 24-hour urinary free cortisol levels or with disease duration.

CONCLUSIONS: Diffuse WM alterations in patients with Cushing syndrome suggest underlying loss of WM integrity and demyelination.
Once present, they seem to be independent of concomitant hypercortisolism, persisting after remission/cure.

ABBREVIATIONS: AD = axial diffusivity; CS = Cushing syndrome; FA = fractional anisotropy; MD = mean diffusivity; RD = radial diffusivity; UFC = urinary free

cortisol

C ushing syndrome (CS) is a rare endocrine disease with a prev-
alence of approximately 40 cases per million inhabitants," in
which diagnosis and, therefore, treatment are often delayed for
months or years. It is caused by excessive cortisol exposure due to
an adrenocorticotropin-secreting pituitary adenoma (Cushing
disease), an adrenal adenoma, or an ectopic secretion of adreno-
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corticotropin by tumors in other organs.” It causes a range of
physical and psychological symptoms, including depression and
apathy.” The so-called glucocorticoid cascade hypothesis, based
on animal models, associates the harmful effects of glucocorticoid
excess on the structure, function, and vitality of brain cells.* Ex-
cessive exposure to glucocorticoid leads to changes in plasticity,
reduced neurogenesis, and cell loss in the hippocampus.” Besides,
cortisol induces myelin loss around axons in postnatal rats,® and
more recent evidence indicates that prolonged exposure to ele-
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Demographic and clinical characteristics of healthy controls and patients with active, remitted, and cured CS*

Healthy Patients with  Patients with  Patients with

Controls Active CS Remitted CS Cured CS F/X* P Value
Age (yr) 423 *+104 41987 471%10.0 414 +10.0 59 NS
Sex (M/F) 6:29 17 1:6 416 0.3 NS
Years of education 135*34 144 =30 129 =23 134+ 31 0.3 NS
24-Hour urinary free cortisol 133 =52 543 = 307 152 £74 122+75 263 <.001°
Smoking status (nonsmoker/smoker/ex-smoker) 12/12/1 7/1/0 2/4/1 9/5/6 10.4 NS
Disease duration (mo) NA 77.6 =774 44.6 = 219 64.6 = 34.0 0.99 NS
Origin (pituitary/adrenal/ectopic/AIMAH) NA 5/3/0/0 3/2/1/1 17/2/0/0 10.8 NS
Hypertension (no/yes) 35/0 4/4 3/4 13/7 20.9 <.001°
Hypercholesterolemia (no/yes) 31/4 N1 7/0 17/3 12 NS
Hypertriglyceridemia (no/yes) 29/6 6/2 3/4 /M 10.5 .015¢
Central obesity (no/yes) 25/10 2/6 0/7 9/M 15.6 .001¢
Body mass index® (no/overweight/obesity) 22/1/2 2/5/1 1/3/3 8/9/3 12.6 049f

Note:—NS indicates not significant; AIMAH, ACTH-independent macronodular adrenal hyperplasia.

“Data are expressed as mean * SD.

® Healthy controls vs active CS (<.001); active CS vs remitted CS (<.001); active CS vs cured CS (<.001).
€ Healthy controls vs active CS (<.001); healthy controls vs remitted CS (<.001); healthy controls vs cured CS (<.001).

9 Healthy controls vs remitted CS (.043); healthy controls vs cured CS (.006).
€ Healthy controls vs active CS (.015); healthy controls vs remitted CS (.001).
Healthy controls vs remitted CS (.015).

& Body mass index: normal, =25; overweight, 25-30; obesity, >30.

vated glucocorticoid may alter oligodendrocyte-mediated remy-
elination.”® Thus, cortisol excess most likely alters the micro-
structure of cerebral white matter, targeting the myelinated
axonal tracts in the brains of patients with CS. Moreover, hypercor-
tisolism frequently determines diabetes mellitus, central obesity, and
thrombophilia, which increase cardiovascular disease,” the main
cause of mortality in CS, even after biochemical cure.'® These comor-
bidities may also affect cerebral WM microstructure in CS.""

A few imaging studies have investigated brain structures in
patients with CS.'*'? Starkman et al,'* using MR imaging, found
a relationship among hippocampal volume reduction, memory
dysfunction, and elevated cortisol levels in CS. More recent stud-
ies, including CT and MR imaging, have described loss of brain
volume in CS.'> With MR imaging and automated volumetry,
hippocampal volume reductions were found in patients with CS
with severe memory deficits.'® A more recent study investigated
WM with DTT in patients in long-term remission of Cushing dis-
ease and observed widespread abnormalities. The authors also
observed a loss of integrity of the uncinate fasciculus, which was
related to the severity of depression.'” They concluded that struc-
tural changes in WM integrity in the brain persisted after hyper-
cortisolism cure'”; but patients with active disease were not in-
cluded, and cardiovascular risk factors were not reported.

DTI is an MR imaging technique that allows noninvasive, in
vivo study of the brain by assessing the motion of water molecules
along and across neural axons.'®'® Different DTI maps show the
WM architecture®® and can depict microstructural WM abnormali-
ties. Fractional anisotropy (FA) reflects WM integrity, while increases
in mean diffusivity (MD) may be caused by demyelination or
edema.®' Decreases in axial diffusivity (AD) indicate axonal loss,*
while increased radial diffusivity (RD) is related to demyelination.*'

The aim of this study was to investigate cerebral WM micro-
structure in patients with CS compared with healthy controls by
using DTI. It was hypothesized that WM integrity in the brain of
patients with CS was altered, reflecting microstructural changes,
and that these alterations persisted after remission or cure of
hypercortisolism.

2 Pires @ 2015 www.ajnr.org

A first DTI analysis was performed comparing patients with
CS with healthy controls, followed by a second analysis in which
patients were separated into active CS, remitted CS, and cured CS.
Comorbidities known to increase cardiovascular risk were inves-
tigated as covariates. Correlations of WM changes with 24-hour
urinary free cortisol (UFC) values and the duration of hypercor-
tisolism were also investigated.

MATERIALS AND METHODS
Participants
Thirty-five patients with CS and 35 healthy control volunteers
matched for sex, age (£3 years), and years of education (*3
years) were included. Eight patients had active hypercortisolism, 7
had remitted hypercortisolism on medical therapy, and 20 were
cured after surgery (Table). Remission of hypercortisolism was
considered when patients achieved adrenal insufficiency or
morning cortisol suppression (<50 nmol/L, <1.8/ug/dL) after 1
mg dexamethasone overnight and had repeatedly normal 24-hour
UFC levels (<280 nmol/24 hours). Disease duration, 24-hour
UFC levels, and clinical variables related to cardiovascular risk
(smoking, hypertension, dyslipidemia, central obesity, and in-
creased body mass index) were collected (Table). Disease dura-
tion was defined by the endocrinologist in charge as the time from
symptom onset until remission of hypercortisolism after treatment.
At diagnosis, duration of hypercortisolism was estimated by personal
interview and detailed review of medical records and photographs of
patients. All information was written or kept in clinical records, to-
gether with biochemical data. Patients with diabetes mellitus were
excluded because it is known to affect WM.>

All subjects were right-handed and signed an informed consent
after approval of the study by the ethics committee of the hospital. No
subject had brain injury or clinical cerebrovascular disease.

Image Processing

DTI processing was performed at the computing of Port
d’Informaci6 Cientifica in Barcelona through a designed, portal-
based platform, including fMRI of the Brain Software Library



(FSL; Version 4.1.4; http://www.fmrib.ox.ac.uk/fsl).** Images
were first corrected for head motion and eddy currents by an
affine registration. The first 3D volume was extracted as the image
reference by using the Brain Extraction Tool (http://fsl.fmrib.ox.
ac.uk/fsl/fslwiki/BET).>> Voxelwise images of FA, MD, AD, and
RD maps were generated by using the fMRI of the Brain Diffusion
Toolbox (http://www.fmrib.ox.ac.uk/fsl/fdt/index.html) by fit-
ting diffusion tensors at each voxel. Next, the tract-based spatial
statistics package (http://fsl.fmrib.ox.ac.uk/fsl/fslwiki/TBSS)>*
was applied for a voxelwise statistical analysis. First, the fMRI of
the Brain Linear Image Registration Tool (FLIRT; http://www.
fmrib.ox.ac.uk/) was used to align all FA images into a standard
space (fMRI of the Brain 58-FA). Then, a mean skeleton of all FA
images was built by selecting the main WM tracts, thinned with a
0.2 threshold value (excluding all FA voxels of <0.2) to increase
consistency. MD, AD, and RD maps followed the same Tract-
Based Spatial Statistics procedure of nonlinear warps and skeleton
projection to obtain estimated vectors for each.

MR imaging acquisition and statistical analysis are detailed in
the On-line Appendix.

RESULTS
Analysis 1: Comparison between Patients
with CS and Controls

Demographic and Clinical Variables. Because of the matched
study design, no differences in age, sex, or years of education
between patients with CS and controls were present. Differences
were found for comorbidities: hypertension (0 controls/15 pa-
tients with CS; P < .001), hypertriglyceridemia (6 controls/17
patients with CS; P = .004), central obesity (10 controls/24 pa-
tients with CS; P < .001), and body mass index (22, healthy, <25;
11 overweight, between 25 and 30; and 2 obese, >30 controls
versus 11 healthy, 17 overweight, and 7 obese patients with CS;
P = .019). To correct for these differences, we included these
comorbidities as covariates in the DTI analysis. No differences in
smoking (12 nonsmokers, 12 smokers, and 11 ex-smokers among
controls versus 18 nonsmokers, 10 smokers, and 7 ex-smokers in
patients with CS) or in the prevalence of hypercholesterolemia (4
healthy controls versus 4 patients with CS) were observed between
groups.

DTI Analysis

The Figure shows widespread FA decreases (A) and MD (B), AD
(C), and RD (D) increases in all patients with CS compared with
controls (P < .05). No differences were found in the reverse com-
parisons (ie, controls had neither lower FAs nor higher MD, AD,
or RDs than patients with CS).

Analysis 2: Comparison between Patients with Active,
Remitted, and Cured CS and Controls

Demographic and Clinical Characteristics. No differences were
found in age, sex, or years of education between controls and any
of the CS subgroups. Twenty-four-hour UFC levels in patients
with active CS were higher than in those in the other 3 groups. The
prevalence of hypertension, hypertriglyceridemia, central obesity,
and increased body mass index differed among groups, so they

were analyzed as covariates in DTI analysis (Table). Smoking and
hypercholesterolemia did not differ among groups. No differ-
ences in disease duration or etiology among the CS groups were
found.

DTI Analysis

On-line Fig 1 shows voxels/regions having decreased FA (A) and
increased MD (B), AD (C), and RD (D) values in patients with
active CS compared with controls (P < .05). No differences were
found in the reverse contrasts (ie, controls had neither lower FA
nor higher MD, AD, or RD values than patients with active CS).

On-line Fig 2 shows voxels/regions having decreased FA (A)
and increased MD (B) and RD (C) values (P < .05) in patients
with remitted CS compared with controls. No differences were
found in the reverse contrasts (ie, controls had neither lower FA
nor higher MD or RD values than patients with active CS). No
differences in AD values among groups were seen.

On-line Fig 3 shows voxels/regions having decreased FA (A)
and higher MD (B), AD (C), and RD (D) values (P < .05) in
patients with cured CS compared with controls. No differences
were found in the reverse contrasts (ie, controls had neither lower
FA nor higher MD, AD, or RD values than patients with cured
CS).

No differences were found in any DTI maps/values (FA, MD,
AD, or RD) among the 3 subgroups of patients with CS (active,
remitted, and cured).

Correlation Analysis
No correlations were found for any DTI maps (FA, MD, AD, and

RD) with the 24-hour UFC levels of healthy controls (n = 28) or
patients with CS (n = 34) or with disease duration in patients with
CS.

DISCUSSION

This study demonstrates widespread WM alterations on DTI in
the brains of patients with CS compared with healthy controls,
which persist after controlling for cardiovascular risk factors (hy-
pertension, dyslipidemia, and obesity). The pattern of WM in-
volvement, with decreased FA and increased MD, AD, and RD,
suggests an underlying loss of WM integrity and predominant
demyelination. The subgroup analysis demonstrates this same
pattern of WM involvement in patients with active, remitted, and
cured CS, without any correlation among DTI values, concomi-
tant 24-hour UFC levels, or disease duration. These results imply
that WM damage does not depend on current hypercortisolism
because it persists after remission/cure of CS. These findings sup-
port the recent concept that once WM damage has occurred after
early exposure to hypercortisolism, it is not completely reversible,
despite successful treatment with surgery or medical therapy. It
adds to the growing body of evidence that residual morbidity
persists after endocrine control of CS."”

Although most DTT studies refer to FA values, the other DTI
maps/parameters provide additional information on WM micro-
structure that expands the understanding of WM integrity. Re-
duced FA values indicate loss of fiber coherence and therefore of
WM integrity. An increase in overall water diffusion in all direc-
tions (MD) may reflect demyelination*” or edema®'; more specif-
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FA: healthy controls > all CS

FIGURE. Differences (P < .05) in DTl maps among all patients with CS and controls by using
hypertension, hypertriglyceridemia, central obesity, and body mass index as covariates.

ically, radial diffusivity measures diffusion perpendicular to the
tract and relates to myelin sheath integrity,”® so it is increased in
demyelination.>"** The overall local magnitude of diffusion par-
allel to the tract (axial diffusivity) provides information on axonal
integrity, so reduced AD values indicate axonal loss.>* Neverthe-
less, any microstructural features of WM inferred from DTT maps
are indirect measures of the real biologic structure and should be
interpreted with caution.’®!

Our study demonstrates widespread WM damage throughout
the brains of patients with CS, with reduced FA and increased
diffusivities, including RD, which persist after controlling for car-
diovascular risk factors and clinical variables that may also alter
WM (including hypertension, dyslipidemia, and obesity). These
microstructural changes in the WM of patients with CS reflect loss
of integrity mainly due to demyelination but not to axonal loss.
Our results are similar to those obtained in a recent DTI study of
22 patients with CS in long-term remission (11 years) after sur-
gery, by using a similar DTI methodology.'” These authors re-
ported findings similar to ours, with patients with CS having
widespread reduced FA values in WM, including the corpus cal-
losum, bilateral cingulate gyrus, and bilateral uncinate fasciculus.
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They also found increased RD values,
similar to our results, indicating pre-
dominant underlying demyelination in
altered WM tracts. The observed in-
creases in RD should, nevertheless, be
interpreted with caution, especially in
regions containing white matter tract
crossings, as has been previously re-
ported.” Our results expand the find-
ings not only to patients in long-term
remission but also in those with active
hypercortisolism and those with remit-
ted CS on medical therapy. Further-
more, risk factors,
which may also damage the brain WM,

cardiovascular

were controlled for in our study. Evi-
dence indicates that glucocorticoid may
contribute to brain aging” and produce
WM changes on DTI? similar to those
found in CS. The pattern of WM in-
volvement in aging has been termed
“chronic WM degeneration” and in-
cludes increased extracellular volume
(edema) and lower membrane attenua-
tion as a consequence of myelin loss,
smaller axonal ratio volume, higher ax-
onal interspace, and reductions in extra-
cellular tortuosity.’® These microstruc-
tural WM changes are similar to the DTI
changes observed in patients with CS in
our study.

Some studies have reported a certain
degree of reversibility of brain®* and
hippocampal volume loss™ after hyper-
cortisolism correction. However, meta-
bolic abnormalities in the hippocampi
of patients with cured CS, namely per-
sistent neuronal dysfunction/loss and glial proliferation, have re-
cently been observed,”® which agree with the DTI alterations we
have now observed in patients with remitted and cured CS. Most
interesting, it has been suggested that chronic exposure to gluco-
corticoid in the central nervous system could cause inflamma-
tion,”” which may trigger WM microstructure damage in patients
with CS, as found in the present study. Moreover, high cortisol
levels are known to increase the prevalence of cardiovascular risk
factors™'! such as hypertension, dyslipidemia, and obesity, which
could also affect WM microstructure. Therefore, we corrected for
these cardiovascular risk factors, which differed among groups of
patients with CS; but WM damage was observed independent of
the existence or absence of these comorbidities. We excluded pa-
tients and controls with diabetes, another disease known to dam-
age brain WM. Our results lead us to hypothesize that exposure to
hypercortisolism plays the major role, possibly mediated by in-
flammation,?” and is responsible for the persistence of WM dam-
age in remitted/cured patients with CS.”®

Our study has some limitations: first, the small sample of sub-
jects included, which is difficult to overcome in a rare endocrine



disease like CS. Compared with controls, patients with remitted
CS showed decreased FA and increased MD and RD only, with no
changes in AD, these results being different from those observed
in patients with active and cured CS; this lack of change in AD may
be due to the small sample size. Second, the DTI study, although
methodologically robust, is cross-sectional and includes patients
with CS in different stages of the disease (active, remitted, and
cured). To clearly define the influence of hypercortisolism on
WM alterations, larger longitudinal studies are desirable. Finally,
our study did not address the functional significance of WM al-
terations and whether they relate to psychology.

CONCLUSIONS

WM damage on DTI in the brains of patients with CS suggests
widespread integrity loss and predominant demyelination. These
alterations seem to be independent of concomitant hypercortiso-
lism and the presence or absence of other cardiovascular risk fac-
tors like hypertension, dyslipidemia, and obesity, and they persist
despite remission/cure. When they occur and the mechanisms
and the potential modifiers involved remain unclear.

ACKNOWLEDGMENTS
We thank patients and healthy volunteers who participated in the
current study for their kind cooperation.

Disclosures: Patricia Pires—RELATED: Grant: Spanish Ministry of Science and Inno-
vation (FIS080302, FIS 070770).* Alicia Santos—RELATED: Grant: Ministerio de Cien-
cia y educacién,* Comments: Public Spanish grant FIS080302. Susan M. Webb—
RELATED: Grant: Instituto de Salud Carlos Ill, Ministry of Economy and
Competitivity, and Ministry of Health, Spain,* Comments: This was a public compet-
itive grant for which | am the principal investigator. Eugenia Resmini—RELATED:
Grant: Ministerio de Ciencia e Innovacion (FIS 080302).* Iris Crespo—RELATED:
Grant: FIS 080302 “Neuroradiological, Neuropsychological and Clinical Study in En-
dogenous Hypercortisolism: Comparison between Cushing’s Syndrome and Chronic
Major Depressive Disorder”; funding agency: Instituto de Salud Carlos IIl; duration of
the project: from 2009 to 2011, Principal Investigator: Susan M. Webb. *Money paid to
the institution.

REFERENCES

1. Newell-Price J. Cushing’s syndrome. Clin Med 2008;8:204—08

2. Hatipoglu BA. Cushing’s syndrome. ] Surg Oncol 2012;106:
565-71

3. Guaraldi F, Salvatori R. Cushing syndrome: maybe not so un-
common of an endocrine disease. ] Am Board Fam Med 2012;25:
199-208

4. Sapolsky RM, Krey LC, McEwen BS. The neuroendocrinology of
stress and aging: the glucocorticoid cascade hypothesis. Endocr Rev
1986;7:284-301

5. Goosens KA, Sapolsky RM. Stress and glucocorticoid contributions
to normal and pathological aging. In Riddle DR, ed. Brain Aging:
Models, Methods, and Mechanisms. Boca Raton: CRC Press; 2007:
305-22

6. Bohn MC, Friedrich VL Jr. Recovery of myelination in rat optic
nerve after developmental retardation by cortisol. ] Neurosci 1982;
2:1292-98

7. Alonso G. Prolonged corticosterone treatment of adult rats in-
hibits the proliferation of oligodendrocyte progenitors present
throughout white and gray matter regions of the brain. Glia
2000;31:219-31

8. Miyata S, Koyama Y, Takemoto K, et al. Plasma corticosterone acti-
vates SGK1 and induces morphological changes in oligodendro-
cytes in corpus callosum. PLoS One 2011;6:¢19859

10.

11.

12.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

. Fallo F, Sonino N. Should we evaluate for cardiovascular disease

in patients with Cushing’s syndrome? Clin Endocrinol 2009;71:
76871

Aulinas A, Valassi E, Webb SM. Prognosis of patients treated for
Cushing syndrome. Endocrinol Nutr 2014;61:52—-61

Miljic P, Miljic D, Cain JW, et al. Pathogenesis of vascular com-
plications in Cushing’s syndrome. Hormones (Athens) 2012;11:
21-30

Trethowan WH, Cobb S. Neuropsychiatric aspects of Cushing’s
syndrome. AMA Arch Neurol Psychiatry 1952;67:283-309

. Cope O, Raker JW. Cushing’s disease: the surgical experience in the

care of 46 cases. N Engl ] Med 1955;253:119-27

. Starkman MN, Gebarski SS, Berent S, et al. Hippocampal formation

volume, memory dysfunction, and cortisol levels in patients with
Cushing’s syndrome. Biol Psychiatry 1992;32:756—65

. Simmons NE, Do HM, Lipper MH, et al. Cerebral atrophy in Cush-

ing’s disease. Surg Neurol 2000;53:72-76

Resmini E, Santos A, Gdmez-Anson B, et al. Verbal and visual mem-
ory performance and hippocampal volumes, measured by 3-Tesla
magnetic resonance imaging, in patients with Cushing’s syndrome.
J Clin Endocrinol Metab 2012;97:663-71

van der Werff SJ, Andela CD, Nienke Pannekoek J, et al. Widespread
reductions of white matter integrity in patients with long-term re-
missions of Cushing’s disease. Neuroimage Clin 2014;4:659—67
Johansen-Berg H, Rushworth MF. Using diffusion imaging to
study human connectional anatomy. Annu Rev Neurosci 2009;32:
75-94

Le Bihan D, Breton E, Lallemand D, et al. MR imaging of intravoxel
incoherent motions: application to diffusion and perfusion in neu-
rologic disorders. Radiology 1986;161:401-07

Le Bihan D. Looking into the functional architecture of the brain
with diffusion MRI. Nat Rev Neurosci 2003;4:469—80

Alexander AL, Lee JE, Lazar M, et al. Diffusion tensor imaging of the
brain. Neurotherapeutics 2007;4:316-29

Budde MD, Xie M, Cross AH, et al. Axial diffusivity is the primary
correlate of axonal injury in the experimental autoimmune enceph-
alomyelitis spinal cord: a quantitative pixelwise analysis. ] Neurosci
2009;29:2805-13

HsuJL, Chen YL, Leu JG, et al. Microstructural white matter abnor-
malities in type 2 diabetes mellitus: a diffusion tensor imaging
study. Neuroimage 2012;59:1098-105

Smith SM, Jenkinson M, Woolrich MW, et al. Advances in functional
and structural MR image analysis and implementation as FSL. Neu-
roimage 2004;23(suppl 1):5208-19

Smith SM. Fast robust automated brain extraction. Hum Brain
Mapp 2002;17:143-55

Smith SM, Jenkinson M, Johansen-Berg H, et al. Tract-based spatial
statistics: voxelwise analysis of multi-subject diffusion data. Neuro-
image 2006;31:1487-505

Horsfield MA, Jones DK. Applications of diffusion-weighted and
diffusion tensor MRI to white matter diseases: a review. NMR
Biomed 2002;15:570-77

Beaulieu C. The basis of anisotropic water diffusion in the nervous
system: a technical review. NMR Biomed 2002;15:435-55

Song SK, Yoshino J, Le TQ, et al. Demyelination increases radial
diffusivity in corpus callosum of mouse brain. Neuroimage 2005;26:
132-40

Wheeler-Kingshott CA, Cercignani M. About “axial” and “radial”
diffusivities. Magn Res Med 2009;61:1255-60

Jones DK, Kndsche TR, Turner R. White matter integrity, fiber
count, and other fallacies: the do’s and don’ts of diffusion MRI.
Neuroimage 2013;73:239-54

Minati L, Grisoli M, Bruzzone MG. MR spectroscopy, functional
MRI, and diffusion-tensor imaging in the aging brain: a conceptual
review. ] Geriatr Psychiatry Neurol 2007;20:3-21

Burzynska AZ, Preuschhof C, Bickman L, et al. Age-related differ-
ences in white matter microstructure: region-specific patterns of
diffusivity. Neuroimage 2010;49:2104-12

AINR Am J Neuroradiol @@ @ 2015 www.ajnr.org 5



34.

35.

36.

6

Bourdeau I, Bard C, Noél B, et al. Loss of brain volume in endoge-
nous Cushing’s syndrome and its reversibility after correction of
hypercortisolism. ] Clin Endocrinol Metab 2002;87:1949 54
Starkman MN, Giordani B, Gebarski SS, et al. Decrease in cortisol
reverses human hippocampal atrophy following treatment of
Cushing’s disease. Biol Psychiatry 1999;46:1595—602

Resmini E, Santos A, Gémez-Anson B, et al. Hippocampal dysfunc-

Pires @2015 www.ajnr.org

37.

38.

tion in cured Cushing’s syndrome patients, detected by (1) H-MR-
spectroscopy. Clin Endocrinol (Oxf) 2013;79:700—07

Sorrells, Sapolsky RM. An inflammatory review of glucocorticoid
actions in the CNS. Brain Behav Immun 2007;21:259-72

Barahona MJ, Sucunza N, Resmini E, et al. Persistent body fat mass
and inflammatory marker increases after long-term cure of Cush-
ing’s syndrome. ] Clin Endocrinol Metab 2009;94:3365-71



Pituitary (2017) 20:340-348
DOI 10.1007/s11102-017-0793-y

@ CrossMark

White matter involvement on DTI-MRI in Cushing’s syndrome
relates to mood disturbances and processing speed: a case-control

study

Patricia Pires! - Alicia Santos®’ - Yolanda Vives-Gilabert'* - Susan M. Webb?>?
Aitor Sainz-Ruiz*® - Eugenia Resmini>* - Iris Crespo®® - Manel de Juan-Delago® -

Beatriz Gomez-Anson®

Published online: 22 March 2017
© Springer Science+Business Media New York 2017

Abstract

Purpose Cushing’s syndrome (CS) is an endocrine dis-
order due to prolonged exposure to cortisol. Recently,
microstructural white matter (WM) alterations detected by
diffusion tensor imaging (DTI) have been reported in CS
patients, and related to depression, but other functional sig-
nificances. remain otherwise unclear. We aimed at inves-
tigating in more depth mood symptoms in CS patients,
and how these relate to cognition (information processing
speed), and to WM alterations on DTI.

Methods The sample comprised 35 CS patients and 35
healthy controls. Beck Depression Inventory-II (BDI-II)
was used to measure depressive symptoms, State-Trait
Anxiety Inventory (STAI) to assess anxiety, and process-
ing speed was measured by the Symbol Digit Modalities
Test (SDMT). DTI studies were acquired using a 3-Tesla
Philips-Achieva MR-facility. Voxelwise statistical analy-
sis of fractional anisotropy (FA), mean, axial and radial
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diffusivities (MD, AD, RD) data were performed using
FMRIB Software Library. Correlation analysis were
obtained between mood and processing speed variables,
and FA, MD, AD and RD values, taking both CS patients
and healthy controls.

Results  Active, controlled and cured CS patients showed
greater depression (F=12.4, p<0.001), anxious state
(F=4.8, p=0.005) and anxious trait (F=9.6, p<0.001)
scores, than controls. Using the entire sample, depression
scores correlated negatively to FA and positively to RD
values. Although there were no differences in processing
speed between groups, SDMT scores correlated positively
to both FA and AD values.

Conclusions There were greater depressive and anxious
symptoms in CS patients than in healthy controls, but no
difference in processing speed. However, DTI is related to
depression and information processing speed in CS.

Keywords Cushing syndrome - Depression - Anxiety -
DTTI - Brain white matter

Background

Cushing’s syndrome (CS) is a rare endocrine disease char-
acterized by hypercortisolism caused by a pituitary or an
adrenal adenoma or less frequently by ectopic ACTH secre-
tion from a variety of tumors [1]. This endogenous hyper-
cortisolism determines endocrine, cognitive and psychiatric
symptoms [2].

CS has long been related to neuropsychological and
mood disturbances [3]. More recent studies evidenced
major depression in at least half of the patients with CS
[4]. Loosen and colleagues [5] described an anxious-
depressive syndrome in patients with active pituitary


http://orcid.org/0000-0001-7052-6436
http://orcid.org/0000-0001-7900-938X
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1007/s11102-017-0793-y&domain=pdf

Pituitary (2017) 20:340-348

341

Cushing’s disease. Neurocognitive impairment has been
also described in CS, together with brain abnormalities on
imaging, mainly cerebral atrophy [6]. A recent systematic
review reported structural brain abnormalities, neurochem-
ical and functional disturbances in patients with CS, even
after long term remission [7].

Diffusion tensor imaging (DTI) is a magnetic resonance
imaging (MRI) technique, which allows mapping brain
regions/components on MRI by the motion of circulating
water molecules. Due to the diversity of components in the
brain, the molecules do not diffuse equally and collide with
obstacles as membranes and myelinated axons, and help in
defining their shape, size and microstructural state. Low
fractional anisotropy (FA) reflects loss of WM integrity
due to decreases in axial diffusivity (AD), which indicates
axonal loss [8], and/or increases in radial diffusivity (RD),
is more related to demyelination. Mean diffusivity (MD),
another DTI value, increases in demyelination or edema
[9].

In a recent DTI study, we reported a widespread pat-
tern of WM alterations with FA reductions, MD and RD
increases and partial AD increases, in the brain of CS
patients compared to healthy controls, which seemed to
be independent from cardiovascular risk factors and clini-
cal variables such as hypertension, dyslipidemia or obesity
[10]. This pattern of WM involvement in the brain of CS
patients suggested underlying loss of WM integrity and
demyelination, and seemed to persist despite endocrine
remission/cure. Another recent study also reported altered
FA values in the uncinate fasciculus of CS patients, which
were related to depression [11]. Apart from this limited evi-
dence, the functional (psychiatric/cognitive) significance of
WM alterations on DTT in the brain of CS patients remains
otherwise unknown.

Our aim was to further investigate mood disturbances
in CS patients, and their relationship to WM alterations
on DTI. We hypothesized that mood disturbances in CS
patients would be greater than in controls, and related to
widespread WM alterations on DTI. As WM is composed
of myelinated axons, the thickness and sheath of which are
related to nerve conduction velocity and thus to processing
speed [12], we additionally hypothesized that there may
be abnormalities in information processing speed in CS
patients, also possibly related to mood and WM alterations.

Methods
Subjects
The study included 35 patients with CS and 35 healthy con-

trols matched for sex, age (+3years) and years of educa-
tion (+ 3years). CS patients were divided into three groups:

Group 1 =8 with hypercortisolism (active CS) having cur-
rently elevated 24-h UFC levels, group 2=7 controlled CS
patients on medical therapy having normal 24-h UFC levels
and group 3=20 cured (previous successful surgery) CS
patients with either normal (16 patients) or low (4 patients)
24-h UFC levels. In this cured group, the study was per-
formed 72.8 +83 months after surgery. One patient with
TSH deficiency was on substitution treatment with L-thy-
roxine; there were no other pituitary deficiencies. Interval
between surgery and MRI in the patients cured after sur-
gery was 72.8 + 83 months.

One patient in the active CS group and one in the con-
trolled CS group relapsed after initially successful surgery.
Two CS patients with active hypercortisolism were on
medical therapy with metyrapone (Mtp), one with ketocon-
azone (Ktz), one with cabergoline and four were untreated.
Among the controlled CS patients, three were on Ktz, two
on Mtp, one on both Ktz and Mtp and one on cabergoline.
Five cured CS patients with adrenal insufficiency and low
24-h UFC levels were treated with hydrocortisone.

CS was considered cured when patients achieved adre-
nal insufficiency or showed a morning cortisol suppression
(<50 nmol/l; <1.8 pg/dl) after 1 mg dexamethasone over-
night and repeatedly normal 24-h UFC (measured with a
commercial RIA after a previous urine extraction with an
organic solvent; normal <280 nmol/24 h). We excluded all
subjects with previous head injury, cerebrovascular disease,
diabetes mellitus and growth hormone deficiency, known to
interfere with DTI results [13]. Previous psychiatric illness
was an exclusion criterion for healthy controls. All subjects
were right-handed and signed an informed consent after
approval of the study by the Hospital’s Ethics Committee.

Neuropsychiatric/neuropsychological examination

The following tests were used:

Beck Depression Inventory II (BDI-II) is a self-admin-
istered questionnaire composed of 21 items to measure
attitudes, symptoms, and feelings of depression in the
past 2 weeks [14]. Items refer to depressive characteris-
tics as loss of energy, change in sleep patterns, irritability,
change in appetite, concentration difficulties, tiredness and/
or fatigue, and loss of interest in sex. Each item contains
four alternative responses arranged from lowest to high-
est severity of depressive symptoms. The total score is
classified in six levels of depression, ranging from a state
considered as minimal depression (0-13), through mild
depression (14—19), moderate depression (20-28), to severe
depression (29-63).

State-Trait Anxiety Inventory (STAI) is a self-admin-
istered test, which evaluates the presence and severity of
anxiety. It comprises two subscales: the State-anxiety scale
with 20 items, which assesses the presence and intensity
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of current anxiety symptoms, and the Trait-anxiety scale,
which includes 20 items relating to the propensity of anxi-
ety as a general trait. Results indicate the presence of anxi-
ety and its type of prevalence: state/trait. Total scores range
from O to 60, describing the presence or absence of anxi-
ety on a three point scale (0-3) from none through mild,
and moderate, to the most extreme state, and trait. Higher
scores are indicative of greater anxiety.

Symbol Digit Modalities Test (SDMT) is a sustained
attention test which assesses information processing speed
[15], and consists on replacing a series of numbers instead
of their corresponding symbols by responding as quickly as
possible within 90 s. It evaluates the total replaced items
in these 90 s, this value representing a measurement of the
speed each subject needs for processing information. The
oral form carried out in this study allows removing those
motor effects involved in the written version. All partici-
pants were examined by a trained neuropsychologist (A.S.).

MRI and DTI acquisition

MRI and DTT studies were acquired using a 3 T Philips-
Achieva MR facility (software version 2.1.3.2) at Hos-
pital Sant Pau in Barcelona. Seventy sensitivity-encoded
(SENSE) single-shot echo-planar images (EPI) were
obtained with the following parameters: echo time
(TE)=60 ms, repetition time (TR)=8166 ms, slice thick-
ness=2 mm, voxel dimensions=1.75%x1.75X2 mm,
field of view (FOV)=100 mm, image dimen-
sions =128 X 128 X 60, acquisition matrix =112, number of
slices=1020. A 4D study with 15 diffusion direction vol-
umes at 800 s/mm? b-values and a first reference volume
without diffusion weighting at 0 s/mm?, were thus obtained
in each subject.

Image processing
DTI processing was carried out with the FMRIB Software

Library (FSL v 4.1.4) [16] using the PICNIC web portal
[17] at the cluster of Port d’Informacié Cientifica (PIC)

Table 1 Demographic variables

in Barcelona. The FMRIB Diffusion Toolbox (FDT) was
used for each the scanner of each subject, applying eddy
current correction, which corrects for distortions from the
gradient field and head motion. Non-diffusion weighted
volume (b=0) was extracted by using the brain extrac-
tion tool (BET) [18] in order to apply dtifit and construct
voxel-wise images through local fitting of diffusion ten-
sors. Thereafter, the tract-based spatial statistics (TBSS)
package [19] was applied by using the FSL Non-Linear
Image Registration Tool (FNIRT) which aligned all FA
images in a standard space (FMRIB58-FA) and then
a mean of all FA was constructed. Main fibers of WM
were selected from the mean FA, drawing a skeletonized
map thinned to 0.2 (voxels with lower FA intensity val-
ues were removed). Finally, all FA maps were also skel-
etonized for further analysis and comparisons. The same
procedure was performed with non-FA maps (MD, AD
and RD) on their own estimated vectors.

Statistical analysis

Differences in neuropsychiatry/neuropsychology, clini-
cal, and demographic variables between active, con-
trolled and cured CS patients, and healthy controls, were
searched for using the IBM SPSS 20 software (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) and an ANOVA with Tukey post-hoc
method for quantitative variables, and y2 for categorical
variables.

Voxel-wise statistical analysis was performed through
a general lineal model (GLM) design and non-parametric
statistics for correlations. A family wise error (FWE) cor-
rection for multiple comparisons and the Threshold-free
cluster-enhanced corrected (TFCE) were also used, and
significance was defined at p <0.05 [20].

Correlation analyses were also performed between the
mean of the significant voxels observed on DTI maps and
neuropsychiatric/cognitive tests using Pearson’s correla-
tion coefficient and SPSS.

Healthy controls Active CS patients Controlled CS patients Cured CS Fly? p value
patients
Age 42.3+104 41.9+8.7 47.1£10.0 41.4+10.0 5.9 NS
Gender (M/F) 6/29 1/7 1/6 4/16 0.3 NS
Years of education 13.5+34 144+3.0 129+2.3 13.4+3.1 0.3 NS
Disease duration (months) - 77.6+77.4 44.6+21.9 66.6 + 34 0.99 NS

Data are expressed as mean +SD
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Results

There were no differences between groups in age, gender,
years of education or disease duration (Table 1). Neuropsy-
chiatry showed higher BDI-II scores in controlled, active
and cured CS patients than in healthy controls, indicating
that CS had more depressive symptoms (p<0.001). The
STAI-State was also higher in all CS groups (active, con-
trolled and cured) compared to healthy controls, this indi-
cating more anxiety in CS patients. Likewise, the STAI-
Trait also showed greater anxiety scores in active and cured
CS patients compared to healthy controls. On the contrary,
there were no differences in SDMT performances between

Table 2 Neuropsychiatry/neuropsychological testing

any of the CS patients and controls, which indicated no sta-
tistically significant difference in processing speed in this
cohort of CS patients (Table 2).

Correlations neuropsychiatry/neuropsychological
evaluations and DTI

BDI-II scores correlated negatively with FA values in the
following brain regions: right corticospinal tract (CST),
forceps major, forceps minor, left inferior fronto-occipital
fasciculus (IFOF) (frontal part), right IFOF, right inferior
longitudinal fasciculus (ILF), left superior longitudinal
fasciculus (SLF) (anterior part) and right SLF (Fig. 1a),

Healthy controls Active CS patients Controlled CS patients Cured CS patients Fly? p value Post-hoc®
BDI-II 32+34 104+29 8.9+5.3 10.50£6.9 12.4 <0.001
STAI-State 11.4+£72 22.7+10.2 17.4+10.5 189+11.8 4.8 0.005
STAI-Trait 132472 25.7+7.8 24.0+12.4 243+10.5 9.6 <0.001 3
Symbol Digit 61.7+8.8 61.5+9.6 55.4+10.6 63.6+10.0 1.3 0.267
Modalities Test

Data are expressed as mean +SD
BDI-II Beck Depression Inventory 11
STAI State-Trait Anxiety Inventory

*Differences between groups in the post-hoc analysis:

1 healthy controls—active CS patients p=0.002; healthy controls—controlled CS patients p=0.030; healthy controls—cured CS patients p=0.001,
2 healthy controls—active CS patients p=0.016; healthy controls—cured CS patients p=0.028, 3 healthy controls—active CS patients p=0.003;
healthy controls—controlled CS patients p=0.023; healthy controls—cured CS patients p=0.001

Fig. 1 Correlations between
Beck Depression Inventory 11
(BDI-II) and diffusion tensor
imaging (DTI) maps. a Nega-
tive correlations (highlighted)
between and Beck scores and
fractional anisotrophy (FA). b
Positive correlations (high-
lighted) between BDI-II scores
and radial diffusivity (RD)
values, Rows show selected
corona; sagital and axial slices
with a MNI152 brain template
images (MNI coordinates;
p<0.05, TFCE corrected).

R right, L left, A anterior, P
posterior

(A} Negative correlation between BDI-ll and FA
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Fig. 2 a Fractional anisotrophy (FA) values and Beck Depression
Inventory II (BDI-II) scores for healthy controls, active Cushing’s
syndrome (CS), controlled CS and cuted CS patients. Y axis mean FA
values of significant areas. X axis BDI-II scores. b Radial diffusiv-
ity (RD) values and Beck Depression Inventory II (BDI-II) scores for
healthy controls, active Cushing’s Syndrome (CS), controlled CS and
cured CS patients. Y axis mean RD values of significant ares. X axis
BDI-II scores

following a linear distribution (p<0.01 and r=-0.572)
(Fig. 2a). Positive correlations were found between the
BDI-II and RD values in the frontal regions of the for-
ceps minor and frontal areas of bilateral IFOFs (Fig. 1b),
also following a linear distribution (p<0.01, r=0.468)
(Fig. 2b). No correlations were found between the State
or Trait STAI scores and DTI values (FA, MD, AD or
RD).

SDMT correlated positively to FA values in the both
anterior thalamic radiation (ATR), CSTs, left cingu-
lum of the cingulate gyrus, right cingulum of the hip-
pocampus, forceps major, forceps minor, bilateral IFOF,
right ILF, bilateral SLF and bilateral uncinate fasciculus
(UF) (Fig. 3a), following a linear distribution (p<0.01,
r=0.587) (Fig. 4a). SDMT also correlated positively with

@ Springer

AD values in the right CST (Fig. 3b), also following a lin-
ear distribution (p <0.01, r=0.486) (Fig. 4b).

Discussion

This case-control study shows greater mood disturbances
(depression and anxiety symptoms), but no differences in
information processing speed, in CS patients compared to
healthy controls. Moreover, FA correlated negatively with
depressive symptoms and positively with information pro-
cessing speed, a reflection of the functional significance
that microstructural loss of WM integrity may have in CS
patients.

BDI-II results showed that all CS groups were more
depressed than healthy controls, in agreement with previ-
ous evidence showing that CS is associated with greater
distress vulnerability [21], and psychiatric symptoms [22],
mainly depression [23, 24]. Additionally, our results indi-
cate that psychiatric morbidity persists in cured CS com-
pared to healthy controls, both for depressive and anxiety
symptoms. Along this line, hypercortisolism appears to
interfere with both depression and anxiety symptoms, with
improvement after cortisol normalization [25], although
recovery may not be complete [26]. These psychiatric/
mood disturbances may contribute to impaired quality of
life of CS patients during long term follow-up, as has been
suggested [27-32].

In agreement with our hypothesis, we also found that
depressive symptoms were related with WM loss of
integrity on MRI. Therefore, there was a greater severity
of depression when WM was more affected, namely hav-
ing further decreased FA and increased RD values, a pat-
tern which is linked to loss of myelin and axonal integrity
[33]. Previous studies have suggested that changes in cer-
ebral WM microstructure and in myelin gene expression
may contribute to mood and cognition in various psychi-
atric disorders [34]. WM demyelination was observed on
DTI throughout the frontal lobes, an area frequently asso-
ciated to affective disorders and where WM abnormalities
(decreased FAs) have been systematically reported in major
depression [35], especially when dealing with late-life
depression [36]. Interestingly, a recent study demonstrated
decreased FA in the uncinate fasciculus in CS patients
related to depressive symptoms [11], but no further DTI
maps were examined. All these data together suggest that,
at least partly, the observed greater mood disturbances in
CS seem to be related to WM involvement/loss of integrity
in these brain regions.

Additionally, our results showed higher trait anxiety in
all CS patients, and higher state anxiety in active and cured
CS patients compared to healthy controls, this supporting
the comorbid depressive-anxious syndrome theory in CS
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Fig. 3 Correlation between
Symbol Digit Modalities Test
(SDMT) performance and (DTI)
maps. a Positive correlations
(highlighted) between SDMT
performance and fractional
anisotropy (FA) values, b posi-
tive correlations (highlighted)
between SDMT performances
and axial diffusivity (AD)
values, Rows show selected
coronal, sagital and axial slices
with a MNI152 brain templated
image (MNI coordinates;
p<0.05, TECE corrected).

R right, L left, A anterior, P
posterior

[5, 37]. However, although all CS patient groups had higher
scores of depressive and anxious symptoms compared with
healthy controls, most of the patients remained within nor-
mal ranges according to BDI-II and STAL

To the best of our knowledge, this is the first study
regarding WM state and anxious symptomatology in CS.
Previous research in healthy subjects has found negative
correlations between trait anxiety levels and FA values in
the amygdala and prefrontal areas [38]. Other areas of the
brain circuit have also been related to anxiety [39], and for
example, Modi and colleagues [40] found positive correla-
tions between trait anxiety scores and FA values in the for-
nix and uncinate fasciculus (UF).

Cognition—particularly information processing
speed-, and mood seem to be related to each other, and to
integrity of the WM. Processing speed performance has
been traditionally related to WM state because of its con-
nectivity function [41-43]. In particular, FA decreases
related to information processing speed deficits have
been found in late-life depression [35]. Also, cognitive
dysfunction and brain structural abnormalities have been
previously described in CS [22, 26, 27, 44—-47]. How-
ever, our results did not show any differences in informa-
tion processing speed between CS and healthy controls,
something that may be related to the small sample size,
and/or to these alterations being subtle. It is known that
information-processing speed is related to WM integ-
rity [33], being negatively correlated with FA in older
adult populations [48]. To the best of our knowledge,
no previous studies have analyzed microstructural WM

lation between SOMT and FA

ean SOMT and AD

state related to information processing speed in CS. Our
results showed positive correlations between SDMT and
widespread, whole-brain FA and AD values in the right
CST. This seems to imply that WM state/integrity deter-
mine an improved execution of information processing in
CS patients and controls.

Our study has some limitations. The sample size of
patients included was small, since CS is a rare disease.
We only demonstrated differences of anxiety state in
active and cured CS patients compared to healthy con-
trols, but not between healthy controls and controlled CS
patients However, this may be due to a type II error, given
the small size of these two latter groups. Additionally,
more selective vulnerability of precise WM regions/tracts
involved in speed processing, that may be less shown on
DTI-maps, can not be excluded.

In conclusion, we found that CS patients showed
higher scores of anxiety and depressive symptoms than
healthy controls. Moreover, there were significant corre-
lations between loss of WM integrity and depression, and
a DTI pattern linked to demyelination (low FA and high
RD), especially in frontal brain areas. We also found sig-
nificant positive correlations between WM integrity (high
FA and AD) and information processing speed perfor-
mance scores. These findings highlight the importance of
avoiding delays in final diagnosis of CS, with the aim of
preventing further WM damage and more profound psy-
chiatric and cognitive dysfunctions.
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