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PALABRAS CLAVE Resumen

CADASIL; Introduccion: la enfermedad de CADASIL (Cerebral Autosomal Dominant Arteriopathy with
Infarto lacunar; Subcortical Infarcts and Leukoencephalopathy) se caracteriza por isquemias cerebrales
Rictus; recurrentes de tipo lacunar, habitualmente en pacientes sin factores de riesgo vascular. Anali-
Gen Notch 3; zamos la frecuencia de enfermedad de CADASIL en pacientes con infarto lacunar sin factores
Escala de Scheltens; de riesgo vascular clasicos.

Infarto cerebral Métodos: estudiamos pacientes con un primer infarto lacunar menores de 65 afos sin hiper-

tension, diabetes mellitus u otra causa que justificara la isquemia cerebral. Realizamos estudio
inmunohistoquimico de 5 um de espesor sobre biopsia cutanea usando el anticuerpo monoclo-
nal anti-Notch 3 (1E4). Ademas del estudio inmunohistoquimico se realizo en todos los casos el
estudio genético del gen Notch 3 de los exones 3, 4, 5, 6, 11y 19.

Resultados: de 1.519 pacientes con infarto lacunar, sélo 57 (3,7%) cumplieron los criterios de
seleccion, y 30 de ellos aceptaron participar en el estudio. Analizamos 30 pacientes con edad
media de 53 afios; el 50% fueron hombres y todos presentaron un primer infarto cerebral tipo
lacunar. El estudio inmunohistoquimico y genético confirmoé la enfermedad de CADASIL en dos
pacientes (6,6%) en el exon 4 nt 622 C/T (Arg 182 Cys) y 694 T/C (Cys206Arg) respectivamente.
Conclusiones: detectamos la enfermedad de CADASIL en un 6,6% de los pacientes menores de
65 afnos con un primer infarto lacunar sin hipertension ni diabetes mellitus. El despistaje de
esta enfermedad deberia de ser considerado en estos casos.
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Abstract

Background: CADASIL (Cerebral Autosomal Dominant Arteriopathy with Subcortical Infarcts
and Leukoencephalopathy) is characterized by recurrent cerebral ischemic episodes of the
lacunar subtype usually without traditional vascular risk factors. We investigated the frequency
of CADASIL among selected patients with cerebral ischemia of the lacunar subtype.

Methods: we studied patients under 65 years old who presented cerebral ischemia of the
lacunar subtype without hypertension, diabetes mellitus or other causes that explained the
cerebral ischemia. On the skin biopsies, we performed immunostaining analysis on 5 um frozen
sections with monoclonal antibody anti-Notch 3 (1E4). We also performed a genetic analysis of
the Notch 3 gene (exons 3,4,5,6,11 and 19).

Results: of 1.519 patients analyzed, only 57 (3.7%) fulfilled the selection criteria, and 30 of
them accepted to participated in the study. We studied 30 patients, mean age was 53 years
(range 34 to 65), 50% were men and all patients suffered a lacunar stroke. Immunostaining
analysis was positive in two patients (6.6%) and the genetic analysis confirmed a mutation cha-
racteristic of CADASIL in exon 4 nt 622 C/T (Arg 182 Cys) and 694 T/C (Cys206Arg) respectively.
Conclusions: CADASIL disease was present in 6.6% of patients younger than 65 years with a
lacunar stroke and without hypertension or diabetes mellitus. Screening for CADASIL should be
considered in these patients.

© 2010 Sociedad Espafola de Neurologia. Published by Elsevier Espaia, S.L. All rights reserved.

Introduccion

Cerebral autosomal dominant arteriopathy with sub-
cortical infarcts and leukoencephalopathy (CADASIL) es
una enfermedad hereditaria poco frecuente caracterizada
por ataques isquémicos transitorios, infartos cerebra-
les, demencia vascular, migrafna con aura y trastornos
psiquiatricos'. Aunque el mecanismo fisiopatoldgico es una
arteriopatia sistémica no amiloiddtica ni aterosclerdtica,
clinicamente se manifiesta por afectacion casi exclusiva del
sistema nervioso central.

La enfermedad de CADASIL esta causada por una muta-
cion en el gen Notch 3. Este gen codifica un receptor
transmembrana con un dominio extracelular que contiene
34 repeticiones en tandem de un factor similar a los factores
de crecimiento epidérmico (epidermal growth factor-like
repeats [EGF])?. Las mutaciones descritas condicionan la
ganancia o pérdida de un residuo de cisteina en los EGF de
la porcion extracelular del receptor, alterandose el niUmero
de puentes disulfuro que unen los residuos de cisteina entre
si, y con ello, la configuracion tridimensional de la proteina.
Estas alteraciones conducen al cimulo patoldgico de la pro-
teina Notch 3 en la pared arterial?, asi como a depdsitos
granulares osmiofilicos llamados GOM (patognomonicos de
la enfermedad).

El diagnostico puede realizarse por microscopia electro-
nica para la deteccién de los depédsitos GOM?, con estudio
inmunohistoquimico sobre biopsia cutanea con anticuerpos
monoclonales anti Notch 3, que demuestren el cimulo pato-
légico de dicha proteina en la pared arterial*, o por estudio
genético del gen Notch 3. Sin embargo, el diagnéstico es
dificil dada la variabilidad fenotipica de la enfermedad,
incluso dentro de la misma familia, no existiendo una clara
correlacion geno-fenotipica.

La principal manifestacion clinica de la enfermedad son
los episodios recurrentes de isquemia cerebral tipo lacunar,
y estos pueden confundirse con casos de isquemia lacunar
de causa esporadica.

Aunque los pacientes con enfermedad de CADASIL pre-
sentan una baja prevalencia de factores de riesgo vascular,
particularmente hipertension (5-25%) y diabetes mellitus
(0-4%)¢~8, comparados con los pacientes con infarto lacu-
nar de causa esporadica (hipertension 40-83% y diabetes
28-41%)°~'2, aproximadamente el 18% de los pacientes con
infarto lacunar de causa esporadica no presentan ningun fac-
tor de riesgo vascular u otra causa que justifique la isquemia
cerebral®'°. Por lo tanto, en estos casos se deberia de plan-
tear el diagnéstico diferencial con otras entidades como la
enfermedad de CADASIL.

Dada la baja prevalencia de factores de riesgo vascular en
los pacientes con CADASIL, nosotros evaluamos la hipotesis
de que seleccionando los pacientes con infarto lacunar sin
factores de riesgo vascular podemos aumentar el niUmero de
diagnosticos de esta enfermedad.

Nuestro principal objetivo fue evaluar la prevalencia de
enfermedad de CADASIL en pacientes menores de 65 anos
con un primer infarto lacunar sin hipertension, diabetes
mellitus u otra causa que justifique la isquemia cerebral.
Como objetivo secundario, dependiendo del nimero de
casos detectados, se evaluarian las diferencias clinicas y
radiologicas entre ambos grupos.

Pacientes y métodos

A partir del registro de dos hospitales terciarios de Barcelona
seleccionamos retrospectivamente pacientes caucasicos
menores de 65 afnos, con un primer infarto lacunar, sin hiper-
tension, diabetes mellitus u otra causa que justificara la
isquemia cerebral.

Consideramos como infarto lacunar aquellos pacientes
con un sindrome lacunar clasico y con una lesion isqué-
mica cerebral sintomatica, menor de 1,5cm de diametro
en el territorio de arterias perforantes en ausencia de otra
etiologia®.
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Dentro del protocolo diagnostico se incluyo la realiza-
cion de TC o RM craneal, estudio angiografico intracraneal
(angio TC, angio RM o arteriografia cerebral) ultrasonogra-
fia carotidea, ECG, ecocardiografia y analitica general con
coagulacion durante la hospitalizacion.

Se excluyeron todos aquellos pacientes con cardiopa-
tia de riesgo embolico elevado', estenosis arterial extra o
intracraneal en el territorio del infarto lacunar superior al
50%, o presencia de otra enfermedad que pudiera justificar
el infarto lacunar (por ejemplo enfermedad hematoldgica,
vasculopatia inflamatoria, displasica o diseccion arterial).

El estudio fue aprobado por el comité ético del hospital
de la Santa Creu i Sant Pau y se solicit6 el consentimiento
informado a todos los pacientes.

En los casos donde se cumplieron los criterios de selec-
cion se realizé una visita médica donde se recogieron los
siguientes datos: nuevos episodios isquémicos cerebrales
posteriores al evento inicial (ataque isquémico transitorio,
infarto lacunar, infarto no lacunar o hemorragia cere-
bral). Se recogieron antecedentes de migrana, trastornos
psiquiatricos o crisis epilépticas. También se evaluaron
antecedentes familiares de migraia, trastorno psiquiatrico,
demencia o enfermedad vascular cerebral entre los familia-
res de primer y segundo orden.

En todos los pacientes durante la visita médica se realizo
la extraccion de sangre para el estudio genético, asi como
la biopsia cutanea para el estudio inmunohistoquimico.

Consideramos ataque isquémico transitorio aquel défi-
cit neurologico focal cerebral o retiniano, de inicio brusco
y causa presumiblemente vascular con una RM craneal
normal’. Se consider6 hipertension arterial si el paciente
seguia algln tratamiento antihipertensivo, o si se detecta-
ron cifras de tension arterial sistdlica superiores a 140 mm
Hg y/o diastolica de 90 mm Hg en dos determinaciones fuera
de la fase aguda de la isquemia cerebral'®.

Consideramos consumo de alcohol moderado aquel supe-
rior a 40 g/dia.

Consideramos paciente diabético aquellos en trata-
miento con antidiabéticos orales, insulina, dieta diabética o
cifras de glucemia en ayunas superiores a 126 mg/dl"’.

Consideramos hipercolesterolemia si el paciente seguia
un tratamiento hipolipemiante por antecedente de hiper-
colesterolemia, o si la cifra de colesterol plasmatico fue
superior a 200mg/dl'®. Todos lo pacientes fumadores den-
tro de los Ultimos cinco afos fueron considerados como
fumadores'. Clasificamos la migrafa de acuerdo con la
International Headache Society?°.

Estudio de lesiones por resonancia magnética

Un neurorradiologo ciego a los resultados clinicos evalu6 las
imagenes en secuencias de T2 y FLAIR usando la escala modi-
ficada de Scheltens?'. Esta escala permite medir las lesiones
en sustancia blanca, ganglios de la base y lesiones infraten-
toriales caracteristicas de los pacientes con CADASIL?Z,

Estudio inmunohistoquimico sobre biopsia cutanea
con anticuerpos monoclonales anti-Notch 3 (1E4)

Realizamos un punch cutaneo de 4mm de espesor que fue
congelado a -80° C hasta su analisis posterior. Para la reali-

zacion del estudio inmunohistoquimico, las muestras fueron
cortadas en secciones de 5 pm.

Utilizamos como anticuerpo primario el anti-Notch 3
(1E4) a una dilucion 1:5y la inmunorreactividad fue revelada
con anticuerpo anti-mouse (dilucion 1:50) y con 3,3’-
diaminobenzidine (DAB; Sigma-Aldrich Chemie, Germany).

Consideramos un resultado negativo del analisis inmuno-
histoquimico cuando no se detect6 acumulacionen tres vasos
separados®.

En los casos donde no se pudo realizar el estudio inmu-
nohistoquimico se secuenci6 todo el gen Notch 3.

Estudio genético

ELl ADN se aisld6 de muestra sanguinea periférica usando el
método de Miller et al®. Analizamos en todos los pacientes
los 6 exones mas prevalentes reportados por la literatura
en la enfermedad de CADASIL (exén 3, 4, 5, 6, 11, 19) de
los 33 contenidos en el gen Notch 3. Las secuencias introni-
cas adyacentes a los genes estudiados fueron amplificados
usando la PCR.

Consideramos el diagnostico final de CADASIL cuando el
analisis genético confirmd una mutacion caracteristica de
la enfermedad, independientemente del estudio inmunohis-
toquimico. Consideramos un resultado negativo cuando el
estudio genético fue normal (fig. 1).

Resultados

De nuestra base de datos seleccionamos 1.519 pacientes con
infarto lacunar. De ellos, 57 pacientes presentaron un primer
infarto lacunar, fueron menores de 65 afnos y no presentaron
hipertension arterial ni diabetes mellitus ni otra causa que
justificara la isquemia cerebral. De los 57 pacientes, s6lo 30
aceptaron participar en el estudio.

Los pacientes presentaron una edad media de 52,7 +7,3
anos (rango entre 34 y 65), y el 50% fueron hombres. El
tiempo medio de seguimiento desde el primer infarto cere-
bral hasta el momento del estudio genético fue de 5,1 afos
(rango entre 1y 17).

Como muestra la tabla 1 dos tercios de los pacientes
tuvieron al menos un factor de riesgo vascular: 40% hiperco-
lesterolemia, 16,6% consumo moderado de alcohol y 23,3%
fueron fumadores.

El sindrome lacunar fue sensitivo puro en 28 pacientes,
y sensitivo-motor en dos. Todos los pacientes tuvieron un
estudio de neuroimagen (RM en un 93,3% y TC craneal en un
6,6%). La cuantificacion de la escala de Scheltens modificada
de los 28 pacientes con RM craneal mostré una puntuacion
media de 12 puntos (rango entre 0 y 58). La puntuacion fue
< 5 puntos en un 50%, entre 5-20 puntos en un 25%, entre
21-40 en un 18% y >41 en un 7% de los pacientes.

Doce pacientes sufrieron una recurrencia vascular cere-
bral tras el primer infarto lacunar; 4 presentaron un nuevo
infarto lacunar, un paciente un infarto cerebeloso y 7 pacien-
tes sufrieron un ataque isquémico transitorio, valorados
todos ellos con una nueva RM craneal.

Pacientes con enfermedad de CADASIL

La biopsia cutanea no pudo ser correctamente analizada en
6 casos por problemas técnicos. En estos 6 pacientes se
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1519 pacientes
con infarto lacunar

57 pacientes
cumplen los criterios de inclusién

A

Criterios de seleccion:

-Menores de 65 afios con un primer

-Sin HTA, ni DM ni otra causa que
| justifique el infarto cerebral

infarto lacunar

30 pacientes
aceptan participar en el estudio

Estudio Notch 3 ,exon 3,4,5,6,11y 19
Estudio inmunohistoquimico

Estudio inminohistoquimico positivo

Estudio genético positivo |7

CADASIL

Estudio inmunohistoquimico negativo

Estudio genético positivo '7
CADASIL si el

estudio genético

Estudio inmunohistoquimico positivo

confirma la mutacion
h

Estudio genético negativo

Secuenciacion completa
del gen Notch 3

Estudio inmunohistoquimico negativo

Estudio genético negativo No CADASIL

Figura 1  Organigrama diagnostico utilizado en el estudio.

secuencié por completo el gen Notch 3, detectandose dos
mutaciones, una en el exon 19 nt 3136 G/C (Ala1020Pro) y
otra en el exon 13 nt 2031 C/A (Pro685Thr), pero ninguna de
ellas afectd a un residuo de cisteina, y por lo tanto, no se
consideraron como causa de CADASIL.

El estudio inmunohistoquimico y genético fue positivo
en dos pacientes (6,6%), con una mutacion en el exon 4;
nt 622C/T (Arg 182 Cys) y 694 T/C (Cys206Arg) respecti-
vamente. Las mutaciones y polimorfismos detectados en el
estudio se muestran en la tabla 2.

La puntuacion global en la escala de Scheltens modificada
fue mayor en los pacientes con CADASIL que en los pacien-
tes con infarto lacunar esporadico (53 vs 9 puntos). Los dos
pacientes con CADASIL mostraron afectacion de sustancia
blanca en el polo anterior temporal, un hallazgo ausente
en el resto de pacientes. La afectacion de los ganglios de
la base fue mayor en los pacientes con CADASIL (media de
21,5 vs 1,5 puntos), y ninglin paciente con infarto lacunar
de causa esporadica puntué mas de 20 puntos en esta area.

Respecto a la distribucion de factores de riesgo vascular,
la recurrencia vascular cerebral o los antecedentes familia-
res de migraia, crisis comiciales, demencia o patologia vas-
cular cerebral fueron similares en ambos grupos (tabla 1).

Discusion

En nuestro estudio detectamos que el 6,6% de los pacien-
tes menores de 65 afos con un primer infarto lacunar sin

hipertension ni diabetes mellitus presentaron una enferme-
dad de CADASIL.

Aunque detectamos cuatro mutaciones en el gen Notch 3,
solo dos causaron una enfermedad de CADASIL (Cys 206Arg
y Arg 182 Cys). Las otras dos mutaciones no han sido previa-
mente descritas (Pro 685Thr y Ala1020Pro), y no afectaron
a ningln residuo de cisteina, por lo que desconocemos su
papel fisiopatoldgico, pudiendo tratarse de mutaciones de
la enfermedad de CADASIL que no afectan a residuos de
cisteina?*.

El infarto lacunar representa entre el 11 y 20% de
todos los infartos cerebrales?®?°. Los primeros estudios
sugirieron que el mecanismo fisiopatoldgico del infarto
lacunar era la microateromatosis o lipohialinosis de las
arterias perforantes cerebrales debida a la hipertension
arterial. Sin embargo, estudios anatomopatologicos pos-
teriores demostraron que algunos pacientes con infarto
lacunar no presentaban estos hallazgos en las arterias per-
forantes, y que el infarto lacunar podia deberse a otros
mecanismos etioldgicos? .

Un estudio reciente evalud las caracteristicas dife-
renciales entre pacientes con infarto lacunar con y sin
hipertension®. El estudio demostréd un aumento signifi-
cativo de sexo masculino, edad superior a 85 anos y
diabetes mellitus en el grupo sin hipertension, sin dife-
rencias significativas en el subtipo clinico de infarto
lacunar, distribucion radioldgica de la lesion u otros facto-
res de riesgo vascular. Por lo tanto, las caracteristicas mas
frecuentes en los pacientes con infarto lacunar sin hiper-
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Tabla 1 Caracteristicas demograficas, factores de riesgo
vascular y antecedentes familiares en los pacientes con
CADASIL y con infarto lacunar de causa esporadica.

Pacientes con Pacientes
infarto lacunar con

de causa CADASIL
esporadica
N=28 N=2
Sexo mujer (n) 13 2
Edad media (afios) 52,3 58
Factores de riesgo vascular (n) 18 2
Hipercolesterolemia 10 2
Alcohol > 40 g/dia 5 0
Tabaquismo 7 0
Recurrencia vascular (n) 12 2
Infarto 8 2
Ataque isquémico transitorio 4 1
Hemorragia 0 0
Migranha (n) 12 1
Crisis comiciales (n) 4 1
Enfermedad psiquidtrica (n) 14 1
(N) Historia familiar de:
Migrana 8 1
Crisis comiciales 0
Enfermedad psiquiatrica 11 2
Isquemia cerebral 15 2
Demencia 1

Tabla 2 Mutaciones y polimorfismos detectados en el
estudio.

Nucleotido Aminoacido

Mutaciones

Exon 4 622C/T Arg182Cys

Exon 4 694T/C Cys206Arg

Exon 13 2031C/A Pro685Thr

Exon 19 3136G/C Ala1020Pro
Polimorfismos

Exon 3 379C/T

Exon 4 682A/G

Exon 16 2614C/T

Exon 17 2818A/G

Intron 7 15G/A

Intron 17 21G/A

tension no parecen corresponder al perfil de pacientes con
CADASIL.

Dado que entre el 25 y 40% de los pacientes con infarto
lacunar no presentan hipertension?®=3', y que en el 18% de
los pacientes con infarto lacunar no se detecta ningun factor
de riesgo vascular que justifique la isquemia cerebral'?, en
estos casos se deberian excluir otros mecanismos fisiopato-
logicos.

La enfermedad de CADASIL se caracteriza por episodios
de isquemia cerebral recurrentes de tipo lacunar en pacien-
tes jovenes, que habitualmente no presentan factores de
riesgo vascular clasicos.

Un estudio previo evaluo la rentabilidad del despistaje de
la enfermedad de CADASIL en pacientes con infarto lacunar
con y sin leucoaraiosis®?. El estudio demostré que el 0,05%
de los pacientes con infarto lacunar presentaba una enfer-
medad de CADASIL. Sin embargo, cuando analizaron estos
resultados seleccionando a los pacientes menores de 65 anos
y con leucoaraiosis, la prevalencia aumentoé hasta un 2%, y
hasta un 11% cuando seleccionaron los menores de 45 anos.
Sin embargo, este estudio no excluyd los pacientes segln la
presencia de factores de riesgo vascular.

Nuestro estudio es el primero en realizar un despistaje de
la enfermedad de CADASIL en pacientes con infarto lacunar,
seleccionados por edad, hipertension y diabetes mellitus, y
hemos detectado una prevalencia de la enfermedad mayor
a la publicada en estudios previos cuando se seleccionan los
pacientes por edad inferior a 65 afnos y leucoaraiosis (6 vs
2%)%2.

Aunque el estudio inmunohistoquimico no se ha aprobado
para el diagndstico de la enfermedad de CADASIL*3, nosotros
incluimos este estudio porque el espectro de mutacion de la
enfermedad en la poblacion espanola es desconocido, y el
estudio genético del gen completo es demasiado costoso.

Al incorporar el estudio inmunohistoquimico pudimos
confirmar el deposito de proteina Notch 3 en la pared de
los vasos antes de localizar la mutacion. En estos casos, si
el estudio genético de los 6 exones no hubiera demostrado
ninguna alteracion, se habria secuenciado por completo el
gen (situacion no presentada en el estudio). Y por el contra-
rio, al obtener un estudio genético negativo con ausencia de
depdsitos en el estudio inmunohistoquimico, nos permitié no
tener que secuenciar todo el gen.

Nuestro estudio presenta diversas limitaciones: a) los
pacientes fueron seleccionados retrospectivamente a par-
tir de una base de datos, y solo la mitad de los pacientes
que cumplieron los criterios de seleccion participaron en el
estudio, lo cual puede ser una fuente de confusion; b) no
secuenciamos por completo el gen en todos los pacientes, y
por lo tanto, podriamos no haber detectado la mutacion en
algunos casos; c) la enfermedad de CADASIL puede presen-
tarse en pacientes diabéticos o con hipertension, por lo que
al excluir estos pacientes en nuestro estudio se podria haber
excluido algin paciente con CADASIL;d) el estudio inmuno-
histoquimico es un método nuevo en el diagndstico de esta
enfermedad que aun no ha sido aprobado, y e) el nimero
de pacientes estudiados es pequeno, lo cual no nos permite
evaluar diferencias clinicas entre ambos grupos y limita la
generalizacion de nuestros resultados.

En conclusion, el 6,6% de los pacientes con infarto lacunar
menores de 65 afos sin hipertension, diabetes mellitus u
otra causa que explique el infarto cerebral presentaron una
enfermedad de CADASIL, y por lo tanto, en nuestra opinion
el despistaje de esta enfermedad deberia ser considerado
en estos casos. Futuros estudios con muestras mas amplias
podran confirmar nuestros resultados, asi como valorar el
papel fisiopatoldgico de las nuevas mutaciones detectadas
en el estudio.
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