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Sindrome de Cushing Endégeno

Endocrine system:
. |LH, FSH release
"~ |TSH release

Brain/CNS: — } GH secretion
Depression
Psychosis
Eye:
Glaucoma

Carbohydrate/lipid metabolism:
1t Hepatic glycogen deposition
1 Peripheral insulin resistance
1 Gluconeogenesis
1 Free fatty acid production
Overall diabetogenic effect

Salt and water retention

Hypertension
Adipose tissue distribution: - \

Promotes visceral obesity

Bone and calcium metabolism: _
| Bone formation R
| Bone mass and osteoporosis

Growth and development:
Skin/muscle/connective tissue: | Linear growth
Protein catabolism/collagen breakdown
Skin thinning

Muscular atrophy Immune system:

Anti-inflammatory action
Immunosuppression

Enfermedad cardiovascular:

*Eventos aterotrombdticos
*Disfuncion endotelial

Hipertension

Dislipidemia

Obesidad central, insulinorresistencia
DM/10G

Osteoporosis

Trastornos neuroldgicos y psiquiatricos
*Depresion

*Déficits cognitivos

Miopatia proximal

Inmunosupresion: Infecciones

Mortalidad del 50% a los 5 anos (sin tto)

Nieman, JCEM, 2008; European Register on Cushing Syndrome, 2012



Caracteristicas del Sindrome de Cushing Curado

Sindrome Metabdlico
HTA
Dislipidemia

Aterotrombosis
Disfuncion endotelial

DM/IOG
o / Obesidad
e .

/ % Hipertrofia del VI
Estado protromboético [ \ Disfuncion diastodlica

Patron patolégico de : SC CU RADO

adipoquinas
\ Enfermedades

Autoinmunes

Alteracion de la
funcidn cognitiva
Incremento de
psicopatologia

Persistencia de la
enfermedad dsea

Colao 1999, Pivonello, 2010, Kristo 2006, Baranhona 2009, Forget 2002,
van Aken 2005, Vestergaard 2002, Di Somma 2003, Resmini 2011



Aterotrombosis en el SC

Mecanismos implicados en las complicaciones
tromboembdlicas — Triada de Virchow

Alves Coelho M, et al. EJE (2015) 173, M11-M21



Aterotrombosis en el SC

Disfuncion Hipercoagulab
endotelial ilidad

e |CAM/VCAM e Recuento de ¢ |[ncremento

gran plaguetas — de factores

variabilidad gran coagulacion

antesy variabilidad (VIII, IX, Von

después de en estudios. Willebrand)

la curacion e Alteracion de
la fibrindlisis
(T PAIT)

Alves Coelho M, et al. EJE (2015), Ermetici F, et al. J. Endocrinol. Invest (2008) .



Objetivo

Investigar en el Sindrome de Cushing Curado (SCC)
la enfermedad cardiovascular clinica y subclinica in
vivo e in vitro en un modelo de daho endotelial

aterotrombotico establecido.



Metodologia

Estudio transversal en pacientes con SC Curado (n:10) con un tiempo
minimo de curacion de 2 aifos, sin déficits hormonales, del mismo perfil
hormonal sexual (solo mujeres pre-menopausicas), SC Activo (n:10) vy
controles (n:10) apareados por edad, sexo e IMC.

Estudio In Vivo

 Datos antropométricos

* Biomarcadores de riesgo
cardiovascular y metabdlicos

* Composicidn corporal
mediante DEXA.

* Disfuncién endotelial
mediante FMD y marcadores
séricos (VCAM, ICAM, PCRus) +
factores trombodticos (VWEF, Fb)
* GIMC mediante ecografia
carotidea

Estudio In Vitro — Modelo de
dano endotelial
aterotromboético

(en células endoteliales de
corddén umbilical, HUVEC)

* Respuesta endotelial
inflamatoria (ICAM, VCAM)
inducida- Estudio en tripletes
individuales.

* Trombogenicidad endotelial
(FVW) y subendotelial
(perfusidon y adhesion
plaquetaria subendotelial)




Modelo de Disfuncion Endotelial in vitro

Suero SCA, SCC, CTR
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Trombogenicidad:
Adhesion Plaquetaria a la Matriz Subendotelial

Perfusion Morfometria

—\ .

Cushing Activo  Cushing Curado Controles




Resultados — Estudio in vivo

Caracteristicas basales y datos antropométricos

Variables

SC Activo

SC Curado

Control

P value

Edad
(afos)

Sexo
(V/M)

IMC
(Kg/m2)
PC (cm)
Ratio CC
DM2 (%)
HTA (%)
DLP (%)

(n:10)
37,8%5,7

2/8

26,5%2,1

91,5+13,8
0,9+0,1
2(6,6)
4(13,3)
1(3,3)

(n:10)
37,316,7

2/8

26,7%3,5

87,1+13,9
0,8+0,1
0%
2(6,6)
1(3,3)

(n:10)
38,316,4

2/8

25,6%3,7

81,6+12,3
0,710,1
0%
1%
0%

0,947

0,761

0,390
0,447
0,159
0,289
0,501




Resultados — Estudio in vivo

Parametros metabdlicos e inflamatorios

Variables SC Activo SC Curado Control P value

(n:10)

(n:10)

(n:10)

Glucosa
(mg/dI)

HbA1C
(DCCT)

CT (mg/dl)
LDL (mg/dl)
HDL (mg/dl )
TG (mg/dI)

PCRus
(mg/dl)

Leucos (mm3)

Neutros
(mm3)

103,0£22,5

6,210,8

182,1+31,8
105,1+24,1
54,4+11,6
102,3%51,7
0,22+0,09

8590,0+£1475,
3

5880,0+1448,
9

88,3t7,6

4,9+0,1

189,4+26,1
117,0+£23,0
55,8+13,4
92,5+£36,8
0,11+0,04

6857,1+1407,
0

3928,5+116,1

96,0+11,6

5,4+0,3

176,0+18,5
98,5+23,9
70,6%25,8
86,0£53,7
0,08+0,07

5922,8+1497,
5

3300,0+1170,
4

0,220

0,009

0,653
0,370
0,169
0,788

0,001

0,004

0,001




Resultados — Estudio in vivo: Composicion corporal

% Masa Grasa del tronco entre SC activos,

n:10/grupo
curados y controles
50
40
30
p=0,167 20
10
0
SCA SCC CTL
| Series1 45,2 44,8 35,6
Distribucion Androide de la grasa corporal
100
90
80
70
60
50
40
30
20 p=0,616
10
0
SCA SCC CTL
M Seriesl 93,4 52,4 40,5




Resultados — Estudio in vivo: Composicion corporal

1,05

0,95

0,9

0,85

0,8

Cociente Androide/Ginoide

SCA

SCC

H Series1

0,9

1,03

0,95

p=0,327

p=0,106

44

n:10/grupo

Masa grasa total

43
42
41
40
39
38
37
36
35
34

SCA

SCC

CTL

M Series1

43,4

42,3

37,5




Resultados — Estudio in vivo

Disfuncion Endotelial e Hipercoagulabilidad

Variables SC Activo SC Curado Control P value
(n:10) (n:10) (n:10)

Plaquetas (mm3) 296.500+77.518 244.428+31.962  232.571456.829 0,094
PFACE (seg) 145,9+57,7 163,57+50,5 133,8+£33,8 0,547
PFACA (seg) 97,7+18,7 124,1+43,7 100,1+19,8 0,161
Fibrindgeno (g/1) 4,1+0,7 3,4+0,6 2,940,2 0,007
F Von 99,9+44,7 66,5+41,2 63,1+25,4 0,133
Willebrand (%)

VCAMs (ng/ml) 587,7+87,6 579,3%45,9 619,8+111,8 0,663
ICAMs (ng/ml) 257,8485,3 240,2+44,7 210,31+58,5 0,720
BBAD (mm) 3,410,4 3,210,6 2,810,3 0,366
FMD(%) 5,1+2,2 10,9+4,2 11,9+2,7 0,016

PFA-100 (PFACE/PFACA), BBAD: Diametro basal del vaso. FMD: Flow mediated dilation



Estudio In vitro - Activacion endotelial: moléculas de adhesion
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Estudio In Vitro -Trombogenicidad: factor von Willebrand

FVW
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Estudio In Vitro - Trombogenicidad:
Adhesion Plaquetaria a la matriz subendotelial

Thrombogeneicity
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Correlaciones in vivo-in vitro

CLU 24hs r P value

FMD -0,567 0,028

VCAM Tisular 0,564 0,008

Leucocitos 0,521 0,009

Fibrindgeno 0,491 0,038

Regresion lineal Exponente B IC95% P value
-Variables

VCAM Tisular 0,859 55-10,23 0,000
Fibrindgeno -0,181 -58,7-11,14 0,140
Leucocitos 0,200 -0,005-0,033 0,122
FMD -0,327 -16,2--1,2 0,031




Correlaciones in vivo-in vitro

Leucocitos r P value

IMC 0,439 0,046

CLU24hs 0,521 0,009

VCAM Tisular 0,519 0,016

ICAM Tisular 0,667 0,001
Regresion lineal Exponente B IC 95% P value

- Variables

IMC -0,124 -333,86-179,8 0,528
CLU24 0,103 -4,44-7,4 0,596
VCAM Tisular 0,366 -5,58 — 88,57 0,079
ICAM Tisular 0,664 49,73 -202,63 0,003




Conclusiones

En el estudio de enfermedad subclinica cardiovascular objetivamos
- una menor respuesta en la disfuncion endotelial mediante FMD en los pacientes con SC
activo con una correlacion negativa con los niveles de CLU24hs.

En el estudio ex vivo de los marcadores de activacion endotelial y trombogenicidad
subendotelial:
* Plaquetas: Un mayor recuento plaquetario en los pacientes con SC activo y curado
Una mayor tendencia a hemorragia (disfuncidon plaquetaria?) en los
pacientes con SC curados
* FVW: Mayores niveles en pacientes con SC activo y curado
* Fibrindgeno: Incremento significativo de los niveles en los pacientes con SC activo.
* Niveles heterogéneos de VCAMs, ICAMs
* PCRs: Incremento significativo en los pacientes con SC activo

Estudio in vitro de aterotrombosis en HUVEC:
- Incremento significativo de la activacion endotelial (ICAMtis, VCAMtis)
- Incremento significativo de la trombogenicidad del subendotelio (FVW,
adhesioén plaguetaria)



Conclusiones

En el suero de los pacientes con SC curado, se mantienen post-
curacion, factores que perpetuan el ambiente aterotrombotico
de activacion endotelial inflamatoria y trombogenicidad.






