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Abreviaturas

EPA: enfermedad de Pompe del adulto
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Resumen

La terapia de reemplazo enzimatico (TRE) ha demostrado ser efectiva para la
enfermedad de Pompe del adulto (EPA). El descubrimiento de biomarcadores utiles para
la monitorizacion de la progresion de la enfermedad es uno de los tdépicos de
investigacion prioritarios en esta enfermedad. La RNM muscular puede ser una opcion,
pero la correlacién entre RNM muscular, fuerza y funciéon ha sido solo parcialmente
estudiada. Se necesitan biomarcadores creibles para el seguimiento de pacientes bajo
TRE y pacientes asintomaticos en la practica clinica. El impacto de la TRE en las
capacidades motoras después de largos periodos de tratamiento también es un area de

discusion.

Estudiamos 34 pacientes con EPA utilizando escalas funcionales, tests respiratorios,
escalas de actividades de la vida diaria y de calidad de vida. Efectuamos una RNM
muscular corporal total (del inglés WBMRI) usando secuencias T1w y 3-point Dixon
centrados en muslo y tronco. Los pacientes fueron reevaluados después de un afo.
Ademas, estudiamos las caracteristicas clinicas de una cohorte de 32 pacientes con
EPA bajo TRE. Recolectamos datos sobre el inicio de los sintomas, inicio del
tratamiento, progresién clinica y situacion funciona antes del inicio de la TRE y en la

actualidad.

La RNM muscular corporal total en secuencia T1w demostré una patron homogéneo de
compromiso muscular, que también fue evidenciado en pacientes presintomaticos.
Encontramos una correlacion significativa entre fuerza muscular, escalas de funcion
muscular, y el grado de reemplazo muscular graso mediante RNM muscular usando
secuencias T1w y 3-point Dixon. Inclusive, la RNM muscular detect6 infiltrados grasos
leves en musculatura paraespinal en pacientes presintomaticos. Se demostré un
incremento significativo del infiltrado graso del 1.7% en musculatura de muslos en
pacientes sintomaticos con EPA. No hubo diferencias significativas en los test de funcién
muscular en el mismo periodo de tiempo. No observamos cambios tanto en la RNM
muscular como en los test de funcién muscular en los pacientes asintomaticos en un
periodo de un afio. También analizamos 18 pacientes tratados con TRE por menos de
5 afios, asi como 14 pacientes tratados por mas de 5 anos. Observamos que los
pacientes tratados menos de 5 afios mantenian plenamente sus capacidades motoras,
pero se evidenciaba un declive de las mismas en pacientes tratados mas de 5 afios, en

actividades como subir escaleras o caminar sin ayudas.

Basados en nuestros hallazgos, consideramos que la RNM muscular se correlaciona

con la funcién muscular en pacientes con EPA y podria ser utilizado para el diagndstico



y seguimiento de pacientes presintomaticos y sintomaticos bajo tratamiento. La RNM
muscular en secuencia 3-point Dixon es una potente herramienta para detectar cambios
en la estructura muscular en pacientes sintomaticos y podria ser considerada como
parte del protocolo de seguimiento en la practica clinica y en ensayos terapéuticos. A
pesar que la TRE probablemente haya cambiado la historia natural de la enfermedad
enlenteciendo su progresién, se aprecia un aumento de las dificultades para efectuar

tareas motoras en pacientes tratados mas de 5 anos.

Summary

Enzyme replacement therapy has shown to be effective for late onset Pompe disease
(LOPD). The discovery of biomarkers useful for monitoring disease progression is one
of the priority research topics in Pompe disease. Muscle MRI could be one posible test
but the correlation between muscle MRI and muscle strength and function has been only
partially addressed so far. Reliable biomarkers are needed to follow-up ERT treated and
asymptomatic LOPD patients in clinical practice. The impact of the treatment in motor

activities after a long period of time is still unknown.

We studied 34 LOPD patients using functional scales, respiratory tests, daily live
activities scales and quality of life scales. We performed a whole body muscle MRI using
T1w and 3-point Dixon imaging centered on thighs and lower trunk region, and
reevaluated patients one yaer later. We have studied the clinical features of a cohort of
thirty-two LOPD patients receiving ERT. We collected information about onset of
symptoms, onset of treatment, clinical progression and functional situation before ERT

and at present.

T1w whole body muscle MRI showed a homogeneous pattern of muscle involvement
that could also be found in pre-symptomatic individuals. We found a strong correlation
between muscle strength, muscle functional scales and the degree of muscle fatty
replacement in muscle MRI analyzed using T1w and 3-point Dixon imaging studies.
Moreover, muscle MRI detected mild degree of fatty replacement in paraspinal muscles
in pre-symptomatic patients. Muscle MRI showed a significant increase of 1.7% on fat
content on thigh muscles in symptomatic LOPD patients. In contrast, there were not
significant differences in muscle function test in the same period of time. We did not
observe any significant change both in muscle MRI or in muscle function tests in
asymptomatic patients in one year period of time. We also analyzed eighteen patients
that were treated for less than five years while 14 patients received the treatment for
more than 5 years. We observed that pacientes treated less than 5 years fully maintained

their motor skills, but we could appreciate a decline in patients’ ability to perform specific



tasks, such as climbing stairs or walking without assistance in patients treated more than
5 years.

Based on our findings, we consider that muscle MRI correlates with muscle function in
patients with LOPD and could be useful for diagnosis and follow-up in pre-symptomatic
and symptomatic patients under treatment. 3-point Dixon muscle MR is an useful tool to
detect changes in muscle structure in symptomatic LOPD patients and it could be
considered as part of the current follow-up protocol and in clinical trials. Eventhough ERT
has probably changed the natural history of the disease slowing down the disease’s
progression, we observed an increase in severity of motor disability in patients treated
for more than 5 years.
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1. INTRODUCCION

La introduccion de esta tesis doctoral se dividira en tres secciones: acerca de la
enfermedad de Pompe del adulto (EPA), acerca de la resonancia nuclear magnética

(RNM) en enfermedades musculares, y acerca de la RNM muscular en EPA.

1.1 Acerca de la enfermedad de Pompe del adulto

La enfermedad de Pompe (déficit de maltasa acida, glucogenosis tipo 1l, OMIM ID:
232300 ) es una enfermedad genética de herencia autosémica recesiva, multisistémica,
producida por mutaciones del gen GAA, lo cual lleva a un déficit de la enzima alfa-
glucosidasa(1), con compromiso de musculo estriado, cardiaco y liso (2). Esta enzima
se encarga de degradar el glucégeno en los lisosomas. El glucégeno se acumula en
practicamente todos los tejidos del organismo, con particular preferencia por el tejido

muscular.

Existe un espectro clinico continuo en enfermedad de Pompe, que abarca desde
fenotipos muy graves, rapidamente progresivos, hasta formas menos severas y mas

lentas en su evolucién. La nomenclatura actual abarca distintos subtipos (3):

-Enfermedad de Pompe infantil clasica, cuyos sintomas empiezan antes del afio de
edad, se asocia a miocardiopatia hipertréfica, y se relaciona con ausencia practicamente
total de actividad de alfa-glucosidasa. Los neonatos desarrollan una debilidad
generalizada y grave apenas nacen, con hipotonia, disfagia, macroglosia,
hepatomegalia, miocardiopatia hipertrofica e insuficiencia respiratoria. No llegan a
alcanzar hitos de desarrollo basicos, como caminar, y suelen morir dentro del primer
afio de vida a consecuencia de complicaciones de la miocardiopatia hipertrofica o de la

insuficiencia respiratoria. (4,5)

-Enfermedad de Pompe infantil no clasica (conocido también como formas intermedias)
que abarca pacientes cuyos sintomas se hayan iniciado desde el nacimiento a la
adolescencia. Los sintomas predominantes son en forma de afectacion muscular
esquelética, que pueden producir contracturas articulares o escoliosis. Pueden
desarrollar debilidad de la musculatura respiratoria pero no acostumbran a tener

afectacion cardiaca.

-Enfermedad de Pompe del adulto (EPA), cuyos sintomas se inician desde la
adolescencia a edad adulta. Los pacientes habitualmente presentan un patron de
debilidad muscular axial y de cinturas, asi como fallo respiratorio (6). Sin embargo, este

fenotipo ha ido ampliandose progresivamente (7). La mayoria de los pacientes finalizan
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requiriendo silla de ruedas y ventilacién no invasiva (8)(9). Suele persistir actividad
residual de la enzima GAA.

Born with
Pompe disease Age (years)

0 1 16 BO
1Classic |
:infani-lle

|

Childhood Adult

<«

Non-classic

'Y
\A 2

Fig. 1. El espectro de la enfermedad de Pompe. Modificado de Gungdr and Reuser (3)

En esta tesis doctoral, nos focalizaremos en la EPA.
1.1.1 Epidemiologia

Existen pocos estudios epidemiolégicos en enfermedad de Pompe. La incidencia
estimada varia acorde el tipo clinico y las diferencias étnicas: oscila entre 1:14000 en
poblacion afro-americana a 1:100000 en individuos de ascendencia europea(10). La
frecuencia en la poblacion holandesa, por citar una poblacion bien estudiada, es de
alrededor de 1:57000 (11).

Tabla 1. Epidemiologia de enfermedad de Pompe

95% Cl
Pompe infantil 1/138000 1/43169 — 1/536485
Pompe del adulto 1/57000 1/27734 — 1/128255
Pompe infantil + adulto 1/40000 1/17622 — 1/100073

Frecuencia predicta de enfermedad de Pompe en poblacion holandesa. Modificado de Ausems et al
(11)

Estudios efectuados en la ciudad de Nueva York, evidenciaron una incidencia estimada
de 1:40000, tanto de las formas tanto infantiles como de adultos (12), mientras que el
estado de portador se estimé en 1/100. En otros nichos poblacionales, como en la
taiwanesa, la incidencia fue de aproximadamente 1:32000 (13). Por consiguiente, para
una poblacién como la espafola, se podrian esperar alrededor de 1000 pacientes
(formas infantil + adulta), y alrededor de 700 pacientes sélo con EPA.

Un segundo grupo de estudios epidemioldgicos se ha centrado en investigar poblacion

de riesgo (hiperckemia, debilidad de cinturas). Estos estudios demuestran que la
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prevalencia aproximada de la EPA en pacientes con debilidad proximal de cinturas no
clasificadas y/o en hiperCKemia, oscila en alrededor del 2,5% al combinar los datos de
distintos estudios (14,15) (16)(17)(18)(19) Esta prevalencia tiene variacién poblacional:
mientras seria particularmente alta en poblacion afro-americana, holandesa o
taiwanesa, seria particularmente baja en otros registros, como en el finlandés (17).
Lukacs et al demostraron en un estudio prospectivo de 3076 pacientes en Alemania y
Reino Unido, 74 nuevos pacientes con diagndstico de EPA, lo que se corresponde con
una prevalencia del 2,4% (14). En Espafia, Gutierrez-Rivas et al (15) confirmaron la
presencia de 20 casos de EPA sobre 348 sospechosos, o que da una incidencia del

5,7% en poblaciones de riesgo.

El estudio DIPPER (20), efectuado en poblacion portuguesa , demostré una prevalencia
del 16.8% de EPA en pacientes con paralisis diafragmatica de etiologia no determinada
(3 de 18 pacientes). Por lo tanto, también seria recomendable efectuar screening con

gota seca en estos pacientes.
1.1.2 Genética

Varias mutaciones han sido detectadas en el gen GAA que pueden producir la
enfermedad. Las mas frecuentes son mutaciones “missense” (en castellano, mutacion
con cambio de sentido), deleciones, o “splicing” (en castellano, mutacion en el empalme
de genes) (21). En ese sentido, la mayor cantidad de informacién genética disponible
en la actualidad esta incluida en el Genzyme Pompe Registry (www.pompecenter.nl).
Se han analizado las mutaciones de 898 pacientes incluidos en dicho registro (22) , de
los cuales se han descripto 1724 variantes. De la suma de formas infantiles y del adulto,
un 38,7% se originaban en “splicing”, y un 31,8% eran mutaciones “missense”. En EPA,
la variante mas frecuente es “splicing”, en un 44,6% de los casos. Un 3,8% de los
pacientes con EPA eran homocigotos para 2 variantes, versus un 33% en las formas
infantiles. De todas ellas, la inversion 1IVS1-13T-G es la mas frecuente en EPA (23),

siendo la mayoria de los pacientes heterocigotos para esta mutacion.

El fenotipo clinico de la mutacion IVS1-13TG varia ampliamente, aunque hay que
destacar que un 73% de los casos tienen un compromiso clinico leve. Esta
heterogeneidad clinica, aun dentro de la misma mutacion, dificultan la posibilidad de
inferir una correlacion genotipo — fenotipo en EPA. A diferencia de las formas infantiles,
directamente relacionada con la ausencia de GAA, la existencia de otros genes o

factores probablemente guarden una mayor influencia en la clinica(23) .
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Figura 2 . Estructura de GAA. Mutaciéon G643R. Modificado de De Filipi(24)

Es bien conocido que el nivel de actividad enzimatica se correlaciona con la severidad
de la enfermedad acorde la edad. De esta forma, los pacientes con la forma infantil
suelen tener < 1% de actividad enzimatica; la forma juvenil, entre 2 y 6 % de actividad;
la EPA no muestra una clara correlacion con el nivel de actividad residual, ya que puede
variar entre el 1 al 29%. En conclusién, mientras la relacion genotipo — actividad
enzimatica es mas clara en las formas de inicio infantil, en las que la existencia de
mutaciones non-sense se traduce en una ausencia de actividad de GAA, no es tan
evidente en las formas de inicio en la edad adulta, en las que prevalecen mutaciones

missense, con actividad enzimatica residual(23)(24,25)

Actividad enzimatica GAA

<1% 2-40%
Infantil Juvenil-Adultos

Fig. 3. Correlacion entre actividad enzimatica y fenotipo clinico. Gentileza de Jordi Diaz-Manera
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Se sabe que existen moduladores de la enfermedad, como por ejemplo el genotipo DD
de la enzima conversora de angiotensina (ECA), el cual se relaciona con inicios mas
precoces de la enfermedad, o con el polimorfismo R577X del gen ACTN3 (24). La

presencia de dolor muscular se ha asociado al genotipo mencionado de la ECA.
1.1.3 Fisiopatologia

La EPA se caracteriza por una pérdida parcial de la actividad de la enzima GAA, la cual
es indispensable para la hidrdlisis del glucégeno dentro de los lisosomas. Hay una
acumulacion de glucégeno en el interior de los lisosomas de las fibras musculares. A
medida que progresa la enfermedad, el numero de lisosomas repletos de glucégeno se
incrementa, ocupando progresivamente todo el sarcoplasma impidiendo un correcto

funcionamiento del aparato contractil muscular, lo que se traduce en debilidad muscular.

En el metabolismo normal, la glucosa es convertida a glucogeno como una forma de
almacenamiento de energia en el citoplasma. Cuando hay necesidades energéticas,
este glucégeno es incorporado a los lisosomas y convertido en glucosa, mediante la
accion de la enzima GAA. El proceso de internalizacion del glucégeno capturado en una
membrana al lisosoma se da por un mecanismo denominado autofagia. A continuacion,
la glucosa liberada es sometida al proceso de glucdlisis en el citoplasma celular. Si bien
la EPA es traducible como un fallo en un proceso metabdlico, no genera intolerancia al

ejercicio, sino debilidad fija, a diferencia de la mayoria de las glucogenosis (26).

En la teoria clasica de la fisiopatogenia de la enfermedad, se describen los siguientes
estadios(27):

Estadio |: Acumulacién de pequefios lisosomas cargados de glucogeno, en
intimo contacto con las miofibrillas.

Estadio II: Aumento de la carga citoplasmatica de glucégeno, asociado a un
aumento y tamafio de los lisosomas. La accion de enzimas autoliticas liberadas
desde los lisosomas tras la destruccion secundaria a la acumulacién
intralisosomal, lleva a la acumulacién de glucégeno entre las miofibrillas
produciendo dano miofibrilar (28).

Estadio Ill: Acimulo de los lisosomas cargados de glucégeno (vacuolizacién),
algunos con evidencia de rotura de membranas, y gran destruccién miofibrilar
Estadio IV y V: La mayoria del glucégeno ya es citoplasmatico, estan danadas
las unidades de contraccion de la fibra muscular, y se produce influjo de agua

desde el exterior. A posteriori, reemplazo graso
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Figura 4. Esquema de estadios ultraestructurales de la progresion de enfermedad de Pompe.
Modificado de Thurberg(27)

En esta enfermedad, se objetivan tanto un trastorno de la via endocitica como en la via
de autofagia, lo que conduce a una acumulacién excesiva de vesiculas autofagicas en
fibras musculares resistentes a terapia de reemplazo enzimatico (ratones knock out-
GAA) (29)

Esta descripcidén genera la sensacion que la expansion lisosomal y la destruccién de los
mismos es el mecanismo fisiopatolégico preponderante en EPA. Sin embargo, los
resultados en pacientes adultos y en modelos de ratén, sugieren un rol preponderante

de la autofagia en la patogénesis de la enfermedad (30)

Tanto en EPA como en otras enfermedades musculares, las fallas en el proceso de
autofagia tienen un rol determinante (31). La autofagia juega un rol fundamental en la
homeostasis muscular, proveyendo de un sistema finamente regulado que media entre
la degradacion proteica en los lisosomas y la remocién de organelas (32). Los lisosomas
juegan un rol crucial en esta via, que involucra el secuestro de una porcién del
citoplasma en autofagosomas con doble membrana y la fusion de los mismos con los
lisosomas para el reciclaje del material incorporado (33). En este proceso, participan
mas de 30 proteinas diferentes, entre las que destaca LC3 como marcador de

autofagosoma, y el LAMP1 como marcador de lisosomas (34).

La autofagia es un mecanismo de sobrevivencia bajo privacion de nutrientes. Bajo
condiciones normales, los fagosomas y anfisomas son rapidamente degradados por los

lisososomas y su contenido es reciclado. Por el contrario en fibras musulares tipo Il de
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ratones knock out-GAA se observa una acumulacién significativa de
autofagosomas(35). El proceso de autofagia optimiza la sobrevida miofibrilar en EPA
facilitando la maduracién de GAA, mientras que su deterioro favorece el proceso de
debilidad muscular y atrofia (36). Cuando la GAA no actua eficientemente, el glucégeno

lisosomal no se degrada y se acumula.

La correlacion entre fallas en la autofagia y atrofia muscular es particularmente evidente
en EPA(37). En estos pacientes, un flujo autofagico relativamente preservado,
independientemente de la actividad enzimatica, se asocia a menos cambios en la
histopatologia y a un fenotipo mas leve. El analisis de biopsias musculares tomadas en
distintos estadios confirma esta correlacion. De hecho, la inhibicion del proceso de
autofagia en modelos de musculo adulto sano resulta en atrofia y debilidad(38,39). La
terapia de reemplazo enzimatico (TRE) ha demostrado generar una mejora del proceso
de autofagia(40). Se requiere un correcto sistema de trafico celular para la llegada de la
droga al lisosoma, para permitir un mejor procesamiento y maduracion de GAA.
Glycogen Loaded Decreased Defective
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\ J
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Fig 5. Patofisiologia de la EPA. Modificado de Al Jasmi (41)

También existe evidencia de alteraciones mitocondriales como participantes en la
fisiopatologia de la enfermedad. Bajo el término miopatias vacuolares autofagicas (42)
encontramos tanto la enfermedad de Danon como enfermedad de Pompe, exhibiendo
ambas signos de disfuncion mitocondrial, lo que incluye cambios morfoldgicos,
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disminucion del potencial de membrana mitocondrial, disminucion de la produccion de
ATP, aumento del stress oxidativo, y apoptosis(43). Esta disfuncién mitocondrial termina
generando fallas en la ubiquitinizacion de las proteinas de la membrana mitocondrial
externa, con la consiguiente alteracién de la autofagia(44). Un numero significativo de
mitocondrias dafiadas permanece en el citosol y no son incorporados a los lisosomas,

probablemente como consecuencia de esta falla en el flujo autofagico(45).
1.1.4 Aspectos clinicos de la EPA

La EPA es una enfermedad multisistémica que tipicamente se manifiesta con debilidad
muscular axial y de cinturas, asi como una insuficiencia respiratoria progresiva debido a
falla de musculatura intercostal y diafragmatica (46) (7). En la actualidad, el fenotipo de
la enfermedad se ha ampliado, abarcando tanto compromiso muscular, como

cerebrovascular y 6seo.
Fenotipos posibles(7)

1. Hiperckemia. (15,16)
2. Debilidad muscular: axial y de cintura pélvica. Alteracion de la marcha y de la
postura. (47)
3. Afectacion respiratoria(48)
4. Afectacién extramuscular:
a. Vasos: aneurismas(49)
b. Sistema nervioso:
-neuropatia de fibra fina(50)
-leucoencefalopatia(51)
c. Corazén
-hipertrofia cardiaca(52,53)
-arritmias(54)
-anomalias aodrticas(55)
d. Oseo:
-osteoporosis(56)
-sindrome de espina rigida (57)
e. Compromiso bulbar: disartria y disfagia(58,59)
Sintomas gastrointestinales(60)(diarrea cronica, vémitos posprandiales y

dolor abdominal)
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Figura 6. Manifestaciones clinicas por subtipo de EPA. Izquierda: Manifestacion de compromiso de
cinturas y diafragmatico. Medio: Patron cardio-cerebrovascular. Derecha: Sindrome de espina rigida

y escoliosis. En todos los patrones puede haber debilidad muscular. Modificado de Schuller (57)

Los pacientes suelen presentar una disminucion de fuerza proximal en extremidades,
alteraciones posturales durante la marcha, y un signo de Gowers positivo asociado a la
utilizacion de manos y brazos para levantarse de la posicién sentada, ante la debilidad
de caderas y muslos(8,47). Los sintomas iniciales abarcan compromiso de musculatura
de cintura pélvica, sintomas respiratorios, y debilidad de musculatura de tronco
(paraespinal y abdominales). El 80% de los pacientes con EPA tienen afectacion de
estos tres compartimentos (57). Si bien la evolucion de los sintomas apoya el
diagndstico de EPA, los sintomas iniciales son superponibles a muchas otras

enfermedades neuromusculares.

La debilidad en extremidades inferiores se asocia a un compromiso mas proximal que
distal, con preeminencia en extremidades inferiores respecto a superiores. Con la
progresion de la enfermedad, los pacientes presentan dificultad para diversas

actividades motoras, como subir escaleras, hacer deportes, o correr.

La debilidad predomina en extensores de cadera (musculatura glutea), aductores y
abductores, seguido del musculo psoas. A posteriori, los musculos posteriores del
muslo se afectan selectivamente. La musculatura tanto de piernas como pies se suele

mantener indemne(61)
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Tanto la debilidad de la musculatura paravertebral como la abdominal, se traducen en
atrofia y degeneracion grasa(61). Hay una marcha muy caracteristica de los pacientes
con EPA, correspondiente a una marcha “bamboleante”, asociada a hiperlordosis

lumbar(62) , asi como es frecuente la presencia de signo de Beevor (63)

El compromiso diafragmatico, y por ende respiratorio, suele terminar llevando a
insuficiencia respiratoria y a hipoventilacion nocturna. Los sintomas respiratorios
habituales suelen ser somnolencia diurna, fatiga, cefalea, y mala calidad de suefio (64)

(65). El compromiso respiratorio puede preceder la afectacidén de extremidades.

La debilidad muscular respiratoria llega a afectar al 80% de los pacientes(8).
Compromete tanto la funcion inspiratoria como espiratoria, acorde tests funcionales
pulmonares(65). Una caida >10% de la capacidad vital forzada (CVF) al pasar de la
posicion sentado a acostado se ha relacionado con debilidad diafragmatica(66) . A pesar
de la utilizacién de soporte ventilatorio mecanico, sigue siendo la falla respiratoria la
principal causa de muerte(47). En la progresion de la enfermedad, es muy frecuente el

desarrollo de ortopnea.

En lo que respecta al compromiso vascular, es reconocida la existencia de aneurismas
intracraneales en EPA. Esto es consecuencia de la degeneracion vacuolar y pérdida de
la integridad de las paredes vasculares secundariamente al depdsito de glucégeno(67).
La vasculopatia se puede presentar como dolicoectasia basilar, aneurisma y
microhemorragias(49). Se estima que la prevalencia de aneurismas en pacientes con
EPA rondaria el 2,7%(68).

1.1.5 Diagndstico

1.1.5.1 Hallazgos analiticos

El valor de CK suele estar elevado hasta en un 95% de los pacientes(69), variando el
rango entre valores normales hasta 15 veces la normalidad. El valor de CK puede ser
elevado aun en pacientes pre-sintomaticos. También suele elevarse el valor de ALT,
AST y LDH. Alrededor de un 10% de los pacientes pueden presentar CK normales, con
elevacion de ALT /AST.

1.1.5.2 Hallazgos en EMG

Aproximadamente un 70% de los pacientes pueden presentar un patron miopatico en el
EMG(47), si bien el mismo también puede ser normal. Estudiar musculos proximales
puede permitir detectar anormalidades con mas frecuencia. Se pueden hallar descargas
mioténicas, asi como signos de denervacién aguda, especialmente en musculatura

deébil, como por ejemplo podria ser a musculatura axial
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1.1.5.3 Hallazgos en espirometria

Alrededor de un 60% de los pacientes tienen una reduccion leve de la CVF (<80 %

predicto) mientras que un 30 — 40% tienen una reduccién moderada (<60 % predicto)

La medicion de la CVF debe efectuarse con el paciente sentado y acostado. La misma
suele descender un 10% al pasar de la posicién sentado a acostado cuando hay

debilidad diafragmatica, y puede aumentar hasta un 30% si la debilidad es severa(70).

Si se objetiva esta debilidad, deben efectuarse tests pulmonares complementarios, asi
como una pulsioximetria nocturna para buscar apnea nocturna, siempre que los
pacientes se quejen de somnolencia diurna, fatiga inexplicada, o cuando la CVF cae
por debajo del 40-50% de lo predicho. Dentro de los test pulmonares se deben incluir
medicion de la presion inspiratoria maxima (PIM) y presién espiratoria maxima (PEM),

ya que son mas sensibles para medir debilidad muscular respiratoria precoz (2)
1.1.5.4 Hallazgos en biopsia muscular

La biopsia muscular puede ser usada como método diagnéstico o confirmatorio en EPA.
Habitualmente destaca la presencia de vacuolas PAS-positivas, asociadas a la
acumulacion de glucégeno en lisosomas y citosol. Dentro de las limitaciones, destaca
la existencia de falsos negativos, lo invasivo del procedimiento, y la necesidad de
personal entrenado. En algunos casos, se pueden encontrar resultados inespecificos.
Entre un 20-30% de los pacientes con EPA con disminucién documentada de la GAA,

tienen una biopsia muscular normal.
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Fig. 7. Biopsia muscular en paciente con EPA. A) Hematoxilina — eosina. B) Tincion de PAS. C)

Tricromico de Gomori. D) Tincion para distrofina. Modificado de Al Jasmi (41)

1.1.5.5 Hallazgos en RNM muscular

La RNM muscular podria brindar informacion sobre el tipo de compromiso musculary la
severidad del mismo, asi como facilitar la determinacion del sitio de la biopsia(71), pero

no es indicacion en el screening inicial necesariamente.
La utilidad de la RNM muscular en EPA se desarrollara mas adelante.
1.1.5.6 Gota seca

La gota seca es el test de screening ideal en EPA (72), en razén de su simplicidad y
bajo precio. La técnica consiste en obtener una gota de sangre del paciente, la cual se
impregna en un papel, y se mide la actividad de GAA usando espectro-fluorometria con
GAA recombinante para inmunocuantificacién(73). Un test de gota seca positivo debe
ser confirmado con un segundo test analizando la actividad enzimatica en linfocitos de
sangre periférica. Si este resultado es también patolégico se recomienda analisis
geneético. Es importante recordar que la actividad enzimatica se puede analizar en otros

tejidos como musculo esquelético o fibroblastos de piel.
1.1.5.7 Estudio genético

Este estudio es el ultimo punto para llegar a un diagndéstico. Habitualmente, se utiliza la
técnica Sanger que, al encontrar dos mutaciones, permitiria llegar al diagnéstico

definitivo. En el caso de encontrar una sola mutacion con una gota seca positiva, seria
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recomendable efectuar cultivo de fibroblastos, ya que es la técnica de eleccién. Por otra
parte, existe la posibilidad de encontrar una actividad reducida de GAA, sin que haya
enfermedad de Pompe. Esta situacion se denomina pseudodeficiencia. Su diagndéstico
se efectua mediante técnica Sanger, debiéndose objetivar un alelo caracteristico de
pseudodeficiencia(74)(75). Esto es mas frecuentes en asiaticos. Las mutaciones
implicadas con mayor frecuencia son ¢.1726G>A , G576S; ¢.2065G>A, y E689K.

00060090

Fig. 8. Screening de gota seca en EPA. Modificado de Vissing et al(76)

En conclusién, la presencia de debilidad muscular con fenotipo compatible,
hiperCKemia y/o declinacion de la funcién respiratoria, deberian generar la sospecha de

EPA 'y, a continuacion, la toma de gota seca.

| Debilidad muscular, disnea secundaria a insuficiencia respiratoria, o hiperCKemia

. S
| Examenfisico, CVE,EMG, CK, ATy AST |
L 2 L
| Examen fisico sugestivo de EPA | | Examen fisico inespecifico o no sugestivo |
| Evaluacian diagndstica apropiada | | Gota seca |
¥ ¥
| Diagnostico efectuado | | Megativoo incancluso | | Gota seca positiva | | Gota seca negativa |

Gota seca iReevaluar[p robable biopsia) |
¥ ¥ ¥
Gota seca negativa | Gota seca positiva | | Test canfirmatario | | Negativa |

| Reevaluar | | Positivo Resultadoinconcluso |

$

| Diagnosticode EPA |

Fig.9. Algoritmo diagnéstico de EPA. Modificado de Al Jasmi(41)

1.1.6 Tratamiento
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La terapia de sustitucion enzimatica ha ido desarrollandose en los ultimos 20 afos,

efectuandose los primeros estudios en las formas infantiles y, a posteriori, en adultos.

Estos primeros estudios se focalizaron en el tratamiento de la miocardiopatia,

apreciandose una disminucion de la masa del ventriculo izquierdo con terapia de

reemplazo enzimatico (TRE) (77). En las formas infantiles, la respuesta de inmunidad

del paciente a la nueva enzima, guarda una relacién estrecha con la mejora de la

sobrevida. (78) Los pacientes CRIM (cross reactive immune matherial) negativo no

expresan GAA nativa, por lo que su sistema inmune no reconoce la nueva enzima. La

capacidad de efectuar una respuesta inmune efectiva atenta en las formas infantiles

contra el tratamiento(79), lo cual obliga a asociar terapia inmunomoduladora al TRE.

En EPA, el estudio LOTS (Late Onset Treatment Study) demostro el efecto de la enzima

recombinante alfaglucosidasa acida en 90 pacientes en un periodo de 78 semanas,

evidenciando una mejora significativa en el 6-MWT, asi como una estabilizacién de la

funcién respiratoria(80).
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Fig.10. Cambio en 6-MWT en un periodo de 78 semanas, en pacientes bajo TRE vs placebo.
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Fig.11. Cambio en CVF en un periodo de 78 semanas, en pacientes bajo TRE vs placebo. Modificado
de Van der Ploeg(80)

Se han publicado numerosas series de pacientes analizando de forma restrospectiva la
respuesta a largo plazo a la TRE. Recientemente, un meta-analisis de 22 publicaciones
de 438 pacientes bajo tratamiento, seguidos por un promedio de 45 meses, evidencio
que la mortalidad de los pacientes tratados era cinco veces menor que la de los
pacientes no tratados(81). La CVF mejora rapidamente al iniciar la TRE en los dos
primeros meses, seguido de una lenta declinacion en los siguientes tres anos. En
relaciéon al 6-MWT, la mayor mejora se logra en los primeros 20 meses, con una

estabilizacion posterior.

Kuperus et al han analizado, en forma prospectiva, el beneficio del TRE a largo plazo.
En una cohorte de 102 pacientes, se evidencié una mejora de la fuerza muscular
principalmente en los primeros 2 a 3 afios de tratamiento, asi como de la capacidad
pulmonar o en las escalas de actividades de la vida diaria (82); sin embargo, se objetiva
una disminucion de esta mejora en adelante. A pesar de esto ultimos, el resultado es

siempre mejor en todos los pacientes que no haber recibido tratamiento.

Esta tesis doctoral se basa en una cohorte muy numerosa de pacientes con EPA,
habiendo recibido un gran numero de ellos TRE por mas de 5 afos. Probablemente
pueda aportar informacion clinica relevante sobre la historia natural de la enfermedad,

la cual asumimos profundamente modificada gracias a la TRE. Hay pocas series que
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analicen pacientes con tratamiento por largos periodos, por lo que podria redundar en
informacién relevante para el conocimiento de la efectividad del mismo. En particular,
creemos que es muy importante definir el grado de compromiso para la ejecucion de
tareas de la vida diaria en pacientes tratados con TRE por largos periodos de tiempo,

mas alla de los tests funcionales, para definir el compromiso en el dia a dia.
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Fig. 12. Evolucion de la enfermedad comparando tratados vs. no tratados, acorde fuerza muscular
(A), 6-MWT (B) y CVF (C). Modificado de Kuperus (82)

El Pompe Registry (83)(84) es una gran herramienta en el seguimiento de los pacientes
con TRE, habiéndose registrado ya mas de 1000 pacientes en todo el mundo. Este
registro ha dado informacién relevante sobre evolucién de los pacientes, brindando
informacion sobre su estabilizacion inicial y deterioro posterior. El reconocer que la
historia natural, ya modificada por la TRE, no muestra una evoluciéon uniforme, nos
plantea la necesidad de disponer de biomarcadores que informen sobre prondstico de

los pacientes y respuesta a la TRE.

Una vez efectuado el diagnéstico de EPA, el tratamiento debe ser iniciado si el paciente
presenta sintomas (41,85,86). En pacientes presintomaticos, la TRE no es necesaria en
la actualidad. La dosis de alfaglucosidasa alfa es de 20 mg/kg administrada cada 2
semanas por via endovenosa(80). Las reacciones adversas son muy poco frecuentes,

destacando como serias la anafilaxia y reacciones alérgicas severas.

El seguimiento de los pacientes bajo TRE deberia incluir un control clinico cada seis
meses desde el inicio de la infusién, que abarque (41,87):

-medicion de fuerza manual mediante escala MRC (flexion y extension cervical,
abduccién hombros, flexién y extension codo, flexion y abduccion cadera, flexién y

extensioén de rodillas y pie)

-medicion de fuerza cuantitativa: si disponible, se puede utilizar dinamémetro de mano
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-capacidad vital: CVF mediante espirometria, para valorar debilidad diafragmatica. Si la

hubiere, corresponde estudiar PIM y PEM.

-6-MWT

-medicion de escalas de vida, preferentemente el formulario SF36
-laboratorio: cada 3 meses, efectuar CK, ALT y AST

-acorde sintomas, efectuar ECG, ecocardiograma, densitometria 6sea y audiometria

1.2 Acerca de de la RNM muscular en enfermedades musculares

1.2.1  RNM muscular cualitativa

El estudio de las enfermedades neuromusculares mediante técnicas de imagenes ha
tenido un fabuloso desarrollo en los ultimos afios(88). La clinica y la electromiografia,
junto con las imagenes musculares, asociados a la biopsia muscular y la genética,
facilitan el diagnéstico de este tipo de trastornos. Desde un punto de vista practico, las
imagenes permiten dos objetivos: definir el musculo candidato a biopsiar (89), y facilitar
el diagnostico genético de la enfermedades a partir de la identificacion de patrones
caracteristicos de infiltracibn grasa muscular(90). La tomografia computada,
histéricamente utilizada en estas enfermedades, le esta dando paso progresivamente a
la RNM muscular como método diagndstico, debido a la ausencia de radiaciones

ionizantes en esta ultima y a una mejor definicion anatémica.

Una ventaja importante de la RNM muscular radica en la capacidad de detectar cambios
especificos atribuibles a enfermedades puntuales mediante la utilizacion de secuencias
especificas. Mediante la secuencia T1W se pueden detectar signos tempranos de
reemplazo graso, los cuales se relacionan con pérdida de fuerza muscular(91,92)(93) .
Las secuencias como T2W con supresion grasa o la secuencia STIR (short-tau inversion
recovery) permiten deteccién de edema muscular. Este edema no es especifico de
enfermedad muscular, pero puede preceder el dano tisular establecido o la inflamacion.
También se puede objetivar edema tras trauma muscular, rabdomidlisis, denervacion, o

infecciones.

Dado que estas dos secuencias no son cuantitativas per se, se han creado escalas para
cuantificar la presencia de grasa o de edema. En la actualidad, la escala

semicuantitativa mas utilizada para definir el grado de reemplazo graso es la escala de

27



Mercuri, modificada por Fischer(94)(95). Esta escala puntia del 0 al 5 (0: apariencia

normal; 5; reemplazo graso completo).

Tabla 2. Escala de Mercuri para infiltrado grado en T1W

Grado Caracteristicas Porcentaje de musculo

comprometido

Normal Musculo normal 0%

2. Leve Aspecto apolillado, con focos <30%

dispersos de infiltracion grasa

3. Moderado Infiltrado graso confluente 30-60%

4. Severo Compromiso difuso >60%

Escala de Mercuri (94) para evaluacion de reemplazo graso en musculo estriado.

En lo que respecta al edema, también se ha desarrollado una escala visual, que se
corresponde 0 con ausencia de edema, 1 con edema leve, y 2 con edema definitivo (96).
La utilizacion de RNM corporal total (WBMRI: whole-body MRI) ha demostrado ser una
excelente técnica para estudiar tanto los musculos de extremidades inferiores, como
otros mas inaccesibles (ej: musculatura paravertebral). Esta técnica se utilizaba
inicialmente para estudio de metastasis(97). En el campo de las enfermedades
neuromusculares, hay estudios que abarcan una enorme gama de patologias, desde
miopatias miofibrilares(98) a disferlinopatias(99). Siempre que sea posible, es de

eleccién efectuar WBMRI.

La decision de qué musculos estudiar debe ser analizada en cada paciente en particular,
pero deberia abarcar, al menos, secuencias en T1W de musculatura paraespinal, cintura
pélvica, muslos y piernas. Si la sospecha incluye miopatia inflamatoria, deberia abarcar
una secuencia STIR. En estadios finales, es habitual el reemplazo graso de la totalidad
de la musculatura. Si con las secuencias habituales no se obtiene la informacion

deseada, se puede ampliar el area de busqueda mediante un protocolo de WBMRI.
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Fig. 13. RNM muscular en distrofinopatia. Imagen axial en T1W del muslo de un paciente con distrofia

muscular de Becker. RF:rectus femoris; VM: vastus medialis; VI: vastus intermedius; VL: vastus
lateralis; S: sartorius; G: gracilis; AM: adductor magnus; SM: semimembranosus; ST:
semitendinosus; BF: biceps femoralis. Modificado de Ten Dam et al(88)
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Fig. 14. Miopatia por colageno VI. WBMRI T1W en cortes frontal (A) y axiales (B-G). GLU: gluteos;

DEL: deltoides; T: triceps; RF: rectus femoris; VL: vastus lateralis; RIM: en inglés, ribeteado, tipico

y especifico de esta miopatia. Modificado de Quijano-Royl(100)
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1.2.2 RNM cuantitativa

Mientras la RNM cualitativa, con secuencias como T1W, tiene un rol definido en el
diagnéstico de las enfermedades musculares, la RNM cuantitativa (qMRI, del inglés
quantitative MRI) utilizando secuencias 3-point Dixon o water T2, esta adquiriendo valor
como método de seguimiento de los pacientes, tanto para estudios de historia natural
de las miopatias como para respuesta a tratamientos en ensayos clinicos. La
relativamente lenta evolucion de estas enfermedades, con las dificultades inherentes
para encontrar cambios en pruebas funcionales en forma prospectiva en cortos periodos
de tiempo, la dificultad para el reclutamiento de pacientes con enfermedades raras, y la
necesidad de colaboracion en pacientes poco colaboradores (ej nifios) en las pruebas

funcionales motoras, abren un marco de posibilidad para la utilizacién de gMRI.

La gMRI es una técnica no invasiva, que permite cuantificar la degeneracién muscular.
En este punto, el reemplazo de tejido muscular por grasa es una de las variables
medibles. También se pueden medir el grado de edema, atrofia o hipertrofia muscular.
gMRI disminuye el bias entre distintos observadores, con una excelente
reproducibilidad(101). Por otra parte, la gqMRI se ha demostrado mas sensible que la
valoracion clinica para detectar progresién de diversas enfermedades
musculares(102)(92,103)(104). Utilizando técnicas cuantitativas, el numero de
pacientes a incluir en los ensayos clinicos podria ser sensiblemente menor (102).
Mientras la secuencia 3 — point Dixon permite determinar cambios a través del tiempo,
esto no ha podido ser replicado con la secuencia T1W en cortos periodos de
tiempo(92,103). Una pregunta, aun no resuelta en la actualidad y que sera uno de los
objetivos de esta tesis, es si la RNM muscular, tanto cualitativa (T1W) como cuantitativa

(3-point Dixon) puede correlacionarse con la fuerza muscular en EPA.

Las secuencias cuantitativas, como 3-point Dixon(105,106), estdan permitiendo
cuantificar el recambio graso con una mayor fiabilidad, siendo mas reproducibles y
menos operador-dependientes(92). Esta secuencia se basa en una discriminacién entre
agua y grasa, lo que permite definir el porcentaje de grasa de cada musculo. A su vez,
permitiria objetivar cambios musculares precozmente, antes que se desarrolle
reemplazo graso; por otra parte, seria de gran utilidad para evidenciar dafio muscular
en pacientes aun asintomaticos. Un correcto posicionamiento del paciente en el equipo
de RNM muscular, asi como una correcta definicion de los reparos anatémicos, es
fundamental para asegurar la reproducibilidad tanto entre centros, como en forma

prospectiva en el mismo paciente(101,107).
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Los principios para la medicién de grasa con secuencia 3-point Dixon han sido muy bien
desarrollados por Burakiewicz et al(106). Los protones del agua y la grasa resuenan a
diferentes frecuencias. Transcurrido un cierto tiempo desde el pulso de radiofrecuencia,
ya que el agua y los lipidos tienen frecuencias de precesion diferentes, se generan
vectores de magnetizacién en frecuencias opuestas. Cuando los vectores resultantes
de la suma vectorial dentro de un voxel estén en fase, las sefales seran sumadas;
cuando la sefal esté fuera de fase, permitira distinguir agua de lipidos. Adquiriendo
imagenes en dos puntos distintos de esta secuencia, utilizando esta propiedad de suma
y resta de la sefial, se pueden producir imagenes de pura agua y grasa. La fraccién
grasa es la fraccién correspondiente a grasa de cada voxel, y la forma para calcularla

es la siguiente:

Sk + Sw

n

siendo n= fraccidn grasa; SF= sefal grasa; SW= sefial agua(108)

Esta técnica se basa en la diferencia de fases, permitiendo adquirir imagenes en fase
y fuera de fase tanto para el agua como para los lipidos. Requiere un minimo de dos

adquisiciones de datos, que se pueden extender para mejorar la sefial (3-point Dixon).

Otra secuencia cuantitativa de mucho interés en la actualidad es el water T2W. Un
problema de la secuencia Dixon es que puede llegar a requerir mayor tiempo para la
adquisicion de los datos, por el numero de repeticiones en distintos cortes(109) . La
combinacion de la medicion de PDFF (proton density fat fraction) y water T2W en una
Unica secuencia a través de la técnica IDEAL-CMPG(110), permitiria medir grasa y agua

en contexto de edema e inflamacion(111).

Finalmente, merece una mencidon la espectrocopia para el seguimiento de
enfermedades musculares. Esta técnica ha adquirido un rol cada vez mas relevante
como biomarcador. Los estudios mas relevantes se han hecho en enfermedad de
Duchenne(104,112). Permite determinar la fraccion grasa de un musculo determinado,
lo cual se asocia con progresion de la enfermedad y se correlaciona con el status

funcional(113). Ademas, esta secuencia permite una separacion muy clara de la sefial
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de agua y grasa, lo que permite una mejor definicion de inflamaciéon y dafo
muscular(114). La espectroscopia se considera la secuencia de eleccion para
cuantificacion de compuestos bioquimicos in vivo, y la fraccién grasa intra-voxel se ha
correlacionado con funcion muscular(114). Sin embargo, la informacién que provee es
muy limitada en el espacio. Es por esto que el 3-point Dixon ha tenido una mayor
popularidad, ya que permite analizar varios musculos a la vez, y ya ha sido validada
para estudios multicéntricos. Habiendo distintos proveedores de software de
espectroscopia, también se corre riesgo de falta de homogeinizacion entre los
centros(115). Nosotros no disponiamos de esta tecnologia al momento de iniciar el

reclutamiento de pacientes.

Un aspecto muy importante de la secuencia Dixon es la reproducibilidad. Para este
punto, es particularmente relevante la normalizacién de los puntos anatémicos a tomar
en cuenta, ya que la distribucion de grasa a lo largo del musculo puede ser
inhomogénea. Se suelen hacer cortes entre 0 y 10 mm, lo que permite obtener entre 10
y 50 cortes por musculo. Si bien existen herramientas semi-automaticas para analizar
volumen de musculos totales(116), estas técnicas no son efectivas para estudiar

musculos individuales, por lo que se requiere analisis manual de las imagenes.

fat

fraction
100%
75%
50%

25%

0%

Fig. 15. Ejemplo de progresion mediante secuencia Dixon en una imagen basal (izquierda) y al afio
(derecha) en pierna de una paciente con distrofia muscular de Duchenne (arriba) y distrofia de
cinturas 2l (abajo). La progresion es mas rapida en Duchenne que en LGMD 2I (en séleo, Duchenne:
de 21 a 28%; en LGMD2I, de 8 a 13%). Modificado de Burkiewicz(106)
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En los ultimos afios, se ha usado en forma cada vez mas extendida la secuencia 3-punto
Dixon en enfermedades musculares. Estos estudios han permitido determinar el patron
de reemplazo muscular en una determinada cohorte y su variacion con el tiempo. Los
estudios mas importantes en este punto se han efectuado con distrofinopatias. Cada
enfermedad muscular puede presentar musculos que tengan tasas de deterioro mas
acelerado, como el caso de tibialis anterior y peroneus en Duchenne(117), o el musculo
séleo en distrofia oculo-faringea (OPMD)(103). En lineas generales, la correlacion entre
tests funcionales motores y fraccion grasa es buena, aunque puede variar en alguna
enfermedades (117). La mayoria de los estudios prospectivos efectuados hasta la
actualidad se han focalizado en la historia natural de las enfermedades (92)
(102)(104)(118)(119)(120)(121)(122)(123)(124). Pocos estudios han analizado la
efectividad de un tratamiento mediante gMRI, pudiendo rescatarse estudios en
Duchenne (112) y EPA (125).

La secuencia Dixon tiene una utilidad evidente, pero no permite identificar el glucogeno
muscular, lo cual seria particularmente Uutii en pacientes asintomaticos con
glucogenosis, en los cuales la necrosis muscular sea minima(126). Las secuencias de
RNM para detectar glucogeno incluyen(13) C-MR espectroscopia, glycoCEST
(Chemical Exchange Saturation Transfer) o MRS protonica. Esta tecnologia no esta
disponible en los scanners regulares, ya que se suele requerir una RNM de 11 TESLAS,
sélo disponible en instituciones universitarias con fines de investigacion, pero no como
parte de la actividad asistencial(127). Estudios efectuados en pacientes con enfermedad
de McArdle y déficit de fosfo-fructokinasa, las cuales son miopatias metabdlicas
relacionadas con el depdsito de glucogeno, evidenciaron altas concentraciones de
glucdégeno muscular respecto a controles(128). En relaciéon con esta tesis doctoral, no

se disponia de esta tecnologia al momento del inicio del estudio.

1.3 Acerca de la RNM muscular en EPA

Los primeros estudios con imagenes que abarcaron EPA se efectuaron con tomografia
axial computada (TAC) (129)(130), con la intencion de facilitar el diagndstico mediante
la identificacion de patrones especificos de compromiso muscular, en momentos en que
la técnica de la gota seca no era tan accesible. En estos estudios se podia evidenciar
un temprano y severo compromiso de musculatura de tronco y extremidades, con
indemnidad de biceps femoral (BF), sartorius (SA) y gracilis (GR). La TAC muscular
presenta como complicacion la utilizacion de radiaciones ionizantes en altas dosis y la

mala definicion de la estructura muscular.
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Desde 2004, se disponen de los primeros estudios con RNM cualitativa(61). La
secuencia mas utilizada es T1W, con cortes a nivel de tronco y muslos inicialmente. Con
la incorporacion de la secuencia RNM corporal total (WBMRI), el estudio se ampli6 a

cabeza y extremidades superiores(100).

En las fases iniciales de la enfermedad, suelen comprometerse a nivel de muslos los
musculos adductor magnus y semimembranoso, con un compromiso variable del
semitendinoso. En la progresién, se suele comprometer la cabeza larga del biceps
femoral, vasto intermedio, vasto medial y, en menor grado, vasto lateral. Suele haber un
respeto parcial de los musculos sartorio, gracilis, y cabeza corta del biceps femoral, que
se pierde en estadios avanzados, cuando el infiltrado graso puede ser total(61,71). El
patrén de compromiso muscular es similar en las formas juveniles(131). El compromiso

a nivel de la musculatura de tronco es relativamente precoz, con una predileccion por el

musculo multifidus, seguido por el oblicuo abdominal interno y el longuisimus(132).

Fig. 16. RNM muscular en secuencia T1W a nivel de muslos en EPA. En A, fase inicial de la
enfermedad, con compromiso temprano del AM y ST, asi como SM en menor grado. En B, fase
intermedia de la enfermedad, con inicio de compromiso de VM, VI, y VL en menor grado. En C,
estadios avanzados, con preservacion relativa de BF, SA, GR, y reborde lateral del VL. Modificado
de Pichieccho(61)

La WBMRI ha permitido identificar infiltracion grasa en los musculos paravertebrales y
de cinturas, como también en lengua(58) y musculo subescapular(71). Estos cambios
se aprecian como un aumento del brillo en los musculos con reemplazo graso. A nivel
de muslos, también se puede apreciar una notable heterogeneidad en el tipo y grado de
compromiso muscular. Esta técnica es especialmente util en EPA, no como método
diagnostico en todos los casos, sino en estadios intermedios, cuando hay dudas

respecto a otras miopatias, sobre todo distrofias de cinturas.
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Existen articulos que mencionan que la hiperintensidad en STIR en algunos musculos
se podria correlacionar con acumulo de glucogeno y retencion de agua(133). Carlier et
al demostraron la presencia de alteraciones de la sefial en STIR-T2 en el segmento
posterior de muslos en el 32% de los pacientes con EPA, todos bajo tratamiento. Se ha
postulado que esta alteracién de la sefal podria correlacionarse con dafio miocelular,
pero no se ha demostrado la fisiopatogenia de este fendmeno. También se han

observado cambios de la sefal de STIR en pacientes juveniles (126) y en nifios (134).

La gMRI ha empezado a utilizarse recientemente en el campo del EPA. La utilizacion de
T1W en muslos con fines cuantitativos ha sido ensayada, obteniendo voliumenes de
musculo y de grasa, evidenciandose un aumento de ambos items tras 6 meses de TRE
(135). Utilizando la secuencia cuantitativa PDFF (proton density fat fraction) en WBMRI
en un pequefio grupo de siete pacientes con EPA (136), se demostré que la RNM era
mas sensible que el examen fisico en evaluar cambios en un periodo corto de tiempo .
En forma retrospectiva, sobre un grupo de 23 pacientes (14 bajo TRE), utilizando la
secuencia cuantitativa water T2, se pudo establecer un aumento promedio del 0.9%
anual del infiltrado muscular graso en pacientes con EPA , a predominio de musculatura
isquiotibial y aductores(125). La utilizacién de TRE redundé en una disminucién de la
tasa de infiltrado graso al 0.68% anual, en comparacién con pacientes no tratados. Esto
permitié demostrar que la gMRI puede ser utilizada para efectuar el seguimiento de
pacientes con enfermedades tan lentamente progresivas como EPA, y brind6 los
primeros datos sobre la posibilidad del TRE de disminuir progresion, utilizando qMRI

como biomarcador.
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Fig. 17. Correlacion entre water T2 promedio y porcentaje de incremento de infiltrado graso.
Modificado de Carlier(125)

Hay muy pocos estudios utilizando gMRI en forma prospectiva para analisis del deterioro
muscular en pacientes con EPA. Gruhn et al(137) evidenciaron, en un pequefio grupo
de sietes pacientes tratados 5 anos con TRE, mediante analisis volumétricos de musculo
y grasa utilizando secuencias T1W, una disminucion del 6.7% del volumen del muslo y
un aumento del 8.2% del volumen de las piernas. También objetivaron una correlacion
positiva entre el volumen de grasa basal en muslo y su incremento tras cinco afios de
tratamiento, si bien esta correlacion no fue significativa y teniendo en cuenta la
utilizacion de secuencias poco fiables para definir cambios cuantitativos como es el
T1W.

Es absolutamente inapropiado utilizar la secuencia T1W para monitorizar la progresion
de cambios cronicos degenerativos leves. Suponiendo que se pudieran clasificar a
simple vista las RNM en T1W acorde la escala de Mercuri(94) graduada del 1 al 4, sin
mayor dificultad, un cambio en la clasificacion s6lo se daria si el aumento del porcentaje
graso llegara al 17.6%(133). Incluso las formas mas agresivas de distrofia muscular no
llegan a este grado de deterioro anual. Esta falla fue identificable con facilidad en
FKRP(92) . Aun repitiendo la medicion en la misma posicion anatémica, seguiria siendo
extremadamente operador dependiente, con una sensibilidad indeterminada, y sin
posibilidad de efectuar cuantificacion del porcentaje de cambio. Estudios recientes han

intentado efectuar un analisis de las imagenes en T1W separando el agua y grasa en
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cada voxel, sin resultados convincentes (138,139). Todos estos puntos justifican

nuestra decisiéon de optar por la secuencia de 3-point Dixon para seguimiento.

El estudio EMBASSY(140), uno de los estudios prospectivos mas importantes en EPA,
analizé el cambio del contenido de glucégeno en biopsias musculares de 16 pacientes,
antes y después del inicio del TRE. Se completo el estudio con analisis funcionales y
gMRI. En lo que respecta a este ultimo punto, en los cinco pacientes en los que se pudo
efectuar RNM muscular con secuencia Dixon, no se detectaron cambios significativos
en un periodo de 6 meses: es probable que el hecho de incorporar los musculos de las
piernas, que no se suelen afectar en EPA, haya tenido relevancia en esta falta de

significacion estadistica.

Es indispensable determinar la utilidad de la qMRI para seguimiento de pacientes con
EPA, ya que su utilidad como biomarcador permitiria incluirla como objetivo primario en
ensayos terapéuticos.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipétesis
La hipotesis de esta tesis es que la RNM cuantitativa es un biomarcador util en el

seguimiento de pacientes con EPA

Obijetivo principal

o Describir la RNM cuantitativa como biomarcador evolutivo de pacientes con

enfermedad de Pompe del adulto

Obijetivo secundario

o Describir las caracteristicas clinica y genéticas de una cohorte de pacientes con
enfermedad de Pompe del adulto

o Establecer evolucion clinica de paciente bajo terapia de reemplazo enzimatico
por periodos mayores a 5 afios

e Describir los hallazgos de RNM muscular mediante secuencias T1W y 3-point
Dixon en nuestra cohorte

e Correlacionar la funcidon muscular con RNM muscular cuali- y cuantitativa en EPA
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Aspecto metodolégico

Hemos disefiado un estudio prospectivo longitudinal de seguimiento en una cohorte de
pacientes con enfermedad de Pompe del adulto. Efectuamos revisiones anuales de
pacientes con EPA, que incluyen valoracién clinica, funcion muscular, espirometria,

escalas de calidad de vida y RNM muscular cuali- y cuantitativa.

Basal Primer afio

Valoraeidn elinica Valoracion elinica

Evaluacion funcion muscular (MRC, Evaluacion funcion muscular (MRC,
miometria digital, test funcionales) rmiometria digital, test funcionales)
RNM muscular: Tlw vy 3-point Dixon RNM muscular: Tlw y 3-point Dixon

Fig. 18. Disefo del estudio prospectivo clinico e imagenolégico en EPA, con variable a analizar en

visitas basal y al primer aio
3.2 Pacientes

Analizamos una cohorte de 34 pacientes, que incluye pacientes sintomaticos,
asintomaticos y controles, en los que se analizamos sus caracteristicas clinicas y
radioldgicas, test de calidad de vida, funcion respiratoria, la correlacion entre RNM cuali-
y cuantitativa con tests de funcién muscular, asi como la evoluciéon de todas estas

variables en un periodo de un afo.
Los criterios de inclusion para este estudio fueron los siguientes:

1) Diagnéstico de EPA basado en las recomendaciones recientemente propuestas
del Consorcio Europeo de Pompe: reduccidon de actividad enzimatica en
leucocitos, fibroblastos y tejido muscular esquelético, y/o por la presencia de
dos mutaciones en el gen GAA(85).

2) Ausencia de contraindicaciones para RNM

3) Inicio de sintomas después de los 18 afios de edad.

4) Deseo de completar todos los test musculares, valoracion respiratoria, y escalas
de calidad de vida.

Todos los participantes firmaron un consentimiento informado. El estudio fue revisado y
aprobado por el Comité de Etica del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau (HSCSP) en
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Barcelona. Este estudio esta registrado en la webpage ClinicalTrials.gov con el
identificador NCT01914536.

3.3 Valoracién clinica

Obtuvimos datos concernientes a caracteristicas epidemiolégicas de la cohorte, asi
como estado médico general y situacion clinica al momento de la visita inicial y en la

visita de seguimiento al afio.

Se recolectaron datos, tanto en forma presencial como por entrevista telefénica, sobre
edad de inicio de los sintomas, edad a la que se efectud el diagnéstico, asi como edad
al inicio del tratamiento. Evaluamos el impacto de la enfermedad en el estado funcional
de los pacientes. Se obtuvo informacion respecto a capacidad de efectuar diferentes
actividades como correr, caminar, subir escaleras o levantarse de una silla, al momento

del inicio de la TRE y en la visita basal.

Recabamos informacion en lo referente al momento en que empezaron a usar
dispositivos de soporte como bastones o sillas de ruedas. También obtuvimos
informacion clinica relevante sobre sintomas respiratorios, asi como sobre la utilizacion

de ventilacion mecanica invasiva y no invasiva.
3.4 Genética

Para cada uno de los pacientes, se efectu6 un estudio genético para definir las
mutaciones presentes en ambos alelos. En el andlisis se incluyeron mas de 400
diferentes mutaciones reconocidas en el gen de GAA, incluyendo mutaciones missense
(cambio de sentido), nonsense (sin sentido), en el sitio de splicing, deleciones parciales
e inserciones a lo largo de todo el gen (141,142). Siendo una enfermedad genéticamente
heterogénea, las distintas mutaciones tiene distintos efectos: las mutaciones missense
generan cambio de codones, las mutaciones nonsense producen codones de parada,
las deleciones y las inserciones redundan en alteraciones del marco de lectura,
produciendo codones de parada prematuros y proteinas truncadas, mientras que las
mutaciones en el “splicing” (empalme) llevan a alteraciones del procesamiento del
mMRNA. (142)

3.5 Valoracién funciéon muscular

Dos fisioterapeutas expertas en enfermedades neuromusculares evaluaron la funcion
muscular mediante los siguientes tests: test de marcha de 6 minutos (6MWT, en inglés),

tiempo para caminar 10 metros, tiempo para levantarse y marchar, tiempo para subir y
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bajar 4 escalones, y mediciéon de actividad motora en 20 items (MFM-20)(143). Todas
las pruebas funcionales se efectuaron en el hospital de Sant Pau. Las actividades de la
vida diaria se registraron mediante el Activlim-test, y la calidad de vida se registrd
utilizando los cuestionarios INQoL y SF36(144).

La fuerza muscular fue registrada utilizando tanto la escala manual MRC (Muscle
Research Council), como mediante miometria digital. La escala MRC, que gradua la
fuerza muscular desde 0 (ausencia de movimiento) a 5 (fuerza normal), se usé para
valorar flexién y extensioén cervical, abduccién del brazo, flexion y extension del codo,
flexion y extension de dedos, flexion, extension, aduccion y abduccion de caderas,
flexion y extension de rodillas y, finalmente, flexién, extension, inversion y eversion de
pies. La flexion y extension de tronco, que habitualmente no se analiza mediante la
escala MRC, fue caracterizada de la siguiente manera: 0: ausencia de movimiento
muscular; 3: contraccion muscular inefectiva; 5: contraccion muscular normal. Definimos
el score MRC total como la suma del score MRC de cada funcién muscular analizada.
Mediante la miometria digital, analizamos las siguientes funciones musculares: flexion
de cuello, abduccion de brazos, flexion y extensién de codos, flexion, extension,
aduccién y abduccion de caderas, flexién y extension de rodillas. Estos estudios se
efectuaron sélo en el lado dominante. Un score de miometria digital se gener6 del

agregado de scores de cada funcién muscular.

Usando espirometria convencional, se obtuvo registro de capacidad vital forzada
sentado (CVFs), capacidad vital forzada acostado (CVFa), presion inspiratoria maxima
(PIM) y presion espiratoria maxima (PEM), usando un espirémetro Carefusion Microlab
ML 3500 MK8 (Carefusion, Yorba Linda, CA, USA).

Efectuamos un analisis de sangre a todos los pacientes para medir el valor de CK antes
de la evaluacién fisioterapica. Los valores normales de CK en nuestro laboratorio son
de menos de 174 U/

3.6 RNM muscular

La RNM muscular corporal total (WBM MRI) fue efectuada con un equipo Philips Achieva
XR 1.5 TESLA en el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. Utilizamos el mismo protocolo
de posicionamiento para todos los pacientes: posicion supina con piernas flexionadas,
la rétula orientada hacia arriba y los tobillos en posicion neutral. Imagenes en T1w turbo
spin echo se obtuvieron mediante los siguientes parametros de adquisicion: TR=757
ms, TE = 17 ms, grosor = 8 mm, nimero de cortes = 164, FOV = 530 x 530 mm, tamano
de adquisicion del voxel = 1.6 x 2.88 mm. Las imagenes en 3-point Dixon se adquirieron

en 3D mediante los siguientes parametros de adquisicion: TR/TE = 5.78/1.8, 4 ms,
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angulo de inclinacién = 15 grados, FOV = 520 x 340 x 300 mm, tamano del voxel = 1 x
1x 3 mm de cada muslo y FOV = 520 x 320 x 200 mm y tamario del voxel = 1.3 x 1.7 x
5 mm para el tronco inferior. Las imagenes de agua y grasa se obtuvieron
automaticamente de la adquisicion Dixon. El tiempo para obtener las imagenes fue de

45 minutos por paciente.

Fue cuantificado el infiltrado muscular graso en secuencia T1w usando la versiéon
modificada del score de Mercuri publicado por el grupo del dr Fischer (145):

» Masculo normal: 0 puntos

* Leve: trazos de aumento de la intensidad de la sefal en secuencias T1w: 1 punto

* Moderado: aumento de intensidad de sefial en T1w con confluencia menor al 50%: 2
puntos

» Severo: aumento de intensidad de sefial en T1w con confluencia mayor al 50%: 3
puntos

+ Estadio final: totalidad del musculo reemplazada por tejido conectivo y graso con

aumento de densidad: 4 puntos

Fig. 19. Ejemplo de estadificacion de infiltrado graso muscular acorde escala de Mercuri. 0: normal;
1: trazos de aumento de sefial; 2: confluencia grasa < 50%; 3: confluencia grasa > 50%; 4: reemplazo

graso total

Cada musculo fue evaluado en ambos lados. Fue generado un score de musculos
mediante RNM que se calcula sumando el valor obtenido al analizar cada musculo. Este
valor varia desde 0 (valor mas bajo, todos los musculos son valorados como 0) a 290
(valor mas elevado, todos los musculos son valorados como 4)

Para analizar las imagenes del 3-point Dixon efectuamos el analisis de cinco cortes

transversales a nivel de muslo y tronco inferior, en los cuales habia el mayor volumen
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muscular. Los musculos analizados fueron recto femoral, vasto intermedio, vasto lateral,
vasto medial, aductor magno, sartorio, gracilis, semitendinoso y semimembranoso; con
tres cortes se analizaron la cabeza corta del biceps femoral, cabeza larga del biceps
femoral y aductor longus. Finalmente, se analizaron psoas y musculatura paraespinal
lumbar. Utilizamos un marco anatémico preciso para otorgar consistencia a la
comparacion entre RNM muscular basal y al afio: tomamos como referencia el ultimo
corte en el cual se cual se observa la cabeza corta del biceps femoral, y se analizé cada
musculo cada 5 cms cubriendo todo el muslo. Las imagenes fueron analizadas por dos
investigadores independientes (SF y JDM). Fueron mapeados tanto la totalidad del
corte muscular, como los correspondientes a cada musculo, estableciéndose la fraccion
grasa correspondiente.

Se estimé el porcentaje de grasa muscular mediante la plataforma PRIDE (Philips
Research Image Development Environment) la cual permite el andlisis de las imagenes

en 3-point Dixon.

Para calcular la fraccién grasa, una ROI (region de interés, en inglés region of interest)
fue dibujada tanto en las imagenes de grasa como de agua, sobre el musculo
seleccionado. El coeficiente de fraccion grasa fue definido como grasa/ (grasa + agua)
donde la grasa y el agua son los valores de intensidad en el ROl para las imagenes de
grasay agua, respectivamente. De estos dos parametros, y asumiendo que el contenido
de agua corresponde principalmente a musculo, el area de grasa y musculo fue
calculada. Los valores acumulados de todos los cortes fueron computados como un
indice, asi como la fraccién grasa muscular (FF, en inglés muscle fat fraction), el cual se
calculd de la siguiente manera: FF= (area de grasa x 100) / area de musculo. Una vez
obtenidos los valores de cada musculo calculamos el procentaje de grasa muscular: FF
muslo= (suma del area grasa de todos los musculos de los muslos x 100) / suma del

area de musculo de todos los musculos del muslo.

El tiempo promedio para cuantificar la fraccién grasa de las imagenes en 3-point Dixon
fue de 60 minutos. Un alto grado de reproducibilidad se verificd entre los investigadores.
El coeficiente ICC fue 0.982 (IC 0.977 — 0.987)

3.7 Heatmaps

Para representar la distribuciéon de la debilidad muscular y el infiltrado muscular acorde
la escala de Mercuri en T1W, efectuamos heatmaps utilizando el programa de software
R. Para facilitar la comprensién visual y dibujar una suerte de huella digital tanto de la
debilidad muscular como del infiltrado graso en T1W, fueron alistados en columnas los

20 movimientos musculares estudiados (usamos la escala MRC para categorizar cada
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valor) y los 26 musculos de extremidades superiores, tronco y cabeza, asi como los 31
de extremidades inferiores, respectivamente. Los movimientos analizados, asi como los
musculos estudiados en T1W, corresponden con el lado dominante. El orden de los
pacientes en el heatmap se establecid por un programa estadistico (mientras mas
similares los scores, mas cercanos estaban los pacientes), y se obtuvieron

dendogramas, los cuales conectaban a pacientes con hallazgos similares.
3.8 Estadistica

Los estudios estadisticos fueron efectuados utilizando SPSS® software version 21 de
IBM®. Utilizamos el test U de Mann-Whitney para investigar si habia diferencias
significativas en las variables entre los grupos de pacientes sintomaticos vs
asintomaticos. La correlacion de la medicion de la fraccion grasa entre dos
investigadores distintos (SF y JDM) requirio la utilizacion del coeficiente de correlacion
intraclase (IIC) para el andlisis de la RNM muscular cuantitativa. Utilizamos el test Wilk-
Shapiro para saber si las variables estaban distribuidas normalmente. Usamos test
paramétricos para el analisis de las variables distribuidas normalmente y test no
paramétricos para el analisis de variables distribuidas anormalmente. Para investigar si
hay relacion entre las escalas de funcién muscular y los hallazgos de RNM muscular
usamos la correlacion de Spearman (coeficiente reportado como p). Usamos el test de
pares de Wilcoxon para investigar si habia diferencias significativas en los test de
funcion motora, espirometria, escalas de calidad de vida y medicién de la fracciéon grasa
obtenidos mediante RNM cuantitativa entre las visitas basales y al afio. Consideramos
que la correlacion fue buena si P fue menor que 0.05 y p fue de 0.65 o mayor. Como
efectuamos correlaciones multiples, un test de Bonferroni fue efectuado para evitar los
errores tipo 1. Una curva ROC fue efectuada para estudiar si la fraccion grasa del muslo
permite diferencias entre pacientes sintomaticos y asintomaticos con alta sensibilidad y

especificidad.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas clinicas y genéticas de la cohorte

Se incluyeron 34 pacientes con un diagnéstico de EPA (Tabla 3)

Tabla 3. Lista de pacientes participantes en el estudio

Edad Depen- Depen
CK al diente de ; B
Edad . Gen GAA TRE : diente
N | Sexo ~ Fenotipo un TRE silla de
(afios) (afios) ruedas de VNI
Mut 1 Mut 2
Debilidad
IVS1- c.1076-
1 F 50 proximal EEII 251 Si 47 N N
) 13T>G 1G>C
+ axial
Debilidad
proximal
EESSell + IVS1- c.2173
2 F 48 779 Si 39 S S
axial + 13T>G C>T
insufiencia
respiratoria
IVS1- c.1889-
3 F 26 HyperCKemia 779 No - N N
13T>G 1G>A
€.2600_
Debilidad
IVS1- 2604del
4 F 63 proximal EEII 311 Si 59 N N
13T>G TGCTG
+ axial
insA
5 M 11 HiperCKemia No - N N
Debilidad IVS1- C.1532
6 F 45 322 Si 42 N N
proximal EEII 13T>G C>A
c.236_2
Debilidad IVS1- 46delC
7 F 51 240 Si 47 N N
proximal EEII 13T>G CACAC
AGTGC
Axial +
IVS1- c.1933
8 M 66 insuficiencia 406 No - N N
13T>G G>T
respiratoria
Debilidad IVS1- c.1637A .
° | F % | oroximal EEIl | 13T>G >G 341 S 52 N N
Debilidad IVS1- c.2173 .
o) F % | proximal EEIl | 13T>G o>t | %9 | S 48 N N
Debilidad
proximal EEII VS1-
11 M 42 +axial+ | . | ... 606 Si 39 N S
. L 13T>G
insufiencia
respiratoria
Debilidad
proximal
IVS1- c.1637A .
12 F 31 IEES.S.e Il + 13T>G >G 391 Si 24 S S
insuficiencia
respiratoria
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Debilidad IVS1- C.1192
13 46 396 Si 39 N
proximal EEII 13T>G dupC
Debilidad
proximal EEIl | ¢.2173C> c.2173
14 47 508 Si 45 S
+ insufiencia T C>T
respiratoria
Debilidad
proximal EEII
IVS1- c.1657 .
15 51 . + . 13T>G CsT 709 Si 45 S
insuficiencia
respiratoria
Debilidad
proximal
IVS1- c.1657
16 51 EESSell + 458 Si 46 S
) L 13T>G C>T
insuficiencia
respiratoria
IVS1- c.1781
17 22 HyperCKemia 1268 No - N
13T>G G>A
C.2510
18 49 HyperCKemia | c.271G>A 641 No - N
G>A
) IVS1- c.573C
19 14 HyperCKemia 660 No - N
13T>G >A
Debilidad
proximal EEII
c.1781G> | c.1194+ .
20 65 . + . A 5G>A 68 Si 64 N
insuficiencia
respiratoria
Debilidad IVS1- M1L(1A
21 35 355 Si 29 N
proximal EEII 13T>G >T)
Debilidad IVS1- c.1889 -
22 40 831 No - S
proximal EEII 13T>G 1G>A
Debilidad
proximal EEIl | c.1781G> | c.1194+
23 52 907 Si 45 N
+insuficiencia A 5G>A
respiratoria
Debilidad
proximal
EESSell + IVS1- Exon 18 .
24 64 axial + 137>G | deletion | *30 | S >7 S
insuficiencia
respiratoria
IVS1- c.1889 -
25 8 HyperCKemia 1077 No - N
13T>G 1G>A
Debilidad
proximal EEII
IVS1- c.1447 .
26 57 . + . 13T>G G>T 394 Si 55 S
insuficiencia
respiratoria
Debilidad IVS1- C.1532
27 46 882 Si 43 S
proximal EEII 13T>G C>A
Debilidad IVS1- c.1933 )
28 51 952 Si 51 S
proximal EEII 13T>G G>T
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Debilidad IVS1- ¢.1933
29 M 51 ) 432 No - N S
proximal EEII 13T>G G>T
» c.1408a
Debilidad IVS1-
30 M 43 . 1410del 317 Si 43 N N
proximal EEII 13T>G
C>T
Gota
31 F 54 Axial Gota seca 275 Si 48 N N
seca
Debilidad
) IVS1- €.655G
32 M 42 proximal 886 No - N N
13T>G >A
EESS + Il
. IVS1- c.1551+
33 F 20 HyperCKemia 928 No - N N
13T>G 1G>A
Debilidad IVS1- c.1637A
34 M 50 ) 492 No - N S
proximal EEII 13T>G >G

Paciente 31: El diagnodstico fue confirmado por cuantificacion enzimatica en leucocitos (0.03 nmol/min/mg
proteina; valores de la normalidad: 0.15-1 nmol/min/mg proteina) y fibroblastos (21.4 nmol/min/mg proteina;
valores de la normalidad 400-600 nmol/min/mg proteina) ya que no se encontraron mutaciones en gen GAA.

F, femenino. M, masculino

Los pacientes fueron clasificados como sintomaticos o asintomaticos acorde la
presencia de debilidad muscular en la exploracion. Siete pacientes fueron considerados
asintomaticos ya que sélo presentaban hiperCKemia, sin sintomas clinicos de debilidad
muscular, mientras que los 27 pacientes restantes fueron considerados sintomaticos ya
que presentaban debilidad. Los pacientes con hiperCKemia eran menores que los
sintomaticos (21.4 afos vs 50.18 anos, Mann-Whitney U test, p<0.001) (Tabla 4). Cinco

pacientes eran sintomaticos, pero aun no estaban bajo TRE.

El signo clinico mas frecuente fue debilidad muscular proximal en extremidades
inferiores. Solo el 20% de los pacientes present6 problemas para levantar los brazos.
Doce pacientes usaban soportes para caminar, como bastones o andadores, mientras
que dos pacientes requerian silla de ruedas. Disnea de ejercicio presentaron el 60% de
los pacientes, y ortopnea el 28%. Trece de los 27 pacientes sintomaticos (48.1%)
requerian soporte ventilatorio, el cual era no invasivo y nocturno en doce pacientes, e

invasivo en un paciente.

Siete pacientes (3 mujeres) eran asintomaticos y sélo tenian hiperCKemia. Estos
pacientes fueron estudiados en unidades de enfermedades neuromusculares por
niveles de CK elevados por estudios de sangre de rutina o por tener parientes
diagnosticados de enfermedad de Pompe. La edad media basal de los pacientes con

hiperCKemia fue 28 afios (rango: 8 a 51 anos).

Veintidos pacientes eran sintomaticos y estaban siendo tratados con TRE (15 mujeres,

68.2%), mientras que ninguno de los pacientes con hiperCKemia estaban bajo
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tratamiento. La edad media al momento de la visita fueron 50 afos (rango: 31 a 65
afos). La edad media al iniciar el TRE fue 45.7 £ 9 afios (rango: 24 a 66 afos) después
de un tiempo promedio de enfermedad de 9 afos (rango: 1 a 35 afos). El tiempo

promedio de TRE cuando los pacientes fueron estudiados fue 4.4 + 1.03 afos.

En los que respecta al estudio genético, 28 pacientes (82 % de total), presentaron la
inversion IVS1-13T>G en heterocigosis asociada a otra mutacién en el gen GAA. La

presentaron tanto pacientes asintomaticos (5/10) como sintomaticos (14/24).

Al efectuar una comparacion basal respecto a tests funcionales, fuerza muscular,
funcidon respiratoria, y escalas de calidad de vida entre pacientes sintomaticos vy
asintomaticos, objetivamos una clara diferencia significativa a favor de los pacientes

asintomaticos en todas las variables (Tabla 4).

Tabla 4 — Datos demograficos y clinicos de pacientes sintomaticos y asintomaticos con
EPA

Pacientes

Tratamiento con TRE | Hiperckemia p*
Numero de pacientes 22 10
Sexo (F) 15 (68.2%) 3 (30%) 0.06*
Edad al momento del estudio
(aios) 50 (31-65) 28.8 (8-51) 0.04
Tiempo desde inicio de los
sintomas (afios) 17(4-42) )
Tiempo en TRE (afios) 4.3 (1-9) -
Soporte para caminar (n° ptes) 10 -
Ventilacion (n° ptes) 11 -
Tiempo para caminar 10 m (s) 7.9+0.8 3.1+0.1 0.001
6 MWT (m) 394.4+32 600.3+23.8 0.0001
Tiempo para subir 4 escalones (s) | 4.8+0.7 1.5+0.3 0.005
Tiempo para bajar 4 escalones (s) | 3.61£0.5 1.410 0.007
Tiempo para levantar y pararse (s) | 7.5+1.6 4.08+0.5 0.03
MRC 95+3.2 119.1£0.4 0.0001
Miometria (nm) 187.4128 352.4+48.4 0.02
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MFM-20 (score) 47.5¢1.7 58.510.7 0.0001
CVF sentado (%) 76.845.1 92+3.8 0.03
CVF acostado (%) 68.1+ 8.4 81+6.3 >0.05
Activlim (score) 23.1+1.2 21.8+2.3 >0.05
SF36 (score) 55.5+3.8 80.615.2 0.02
INQoL (score) 39.6+ 18.2 17.8+19.7 0.05

El test de Mann-Whitney U se us6é para determinar la presencia de diferencias significativas en
variables cuantitativas en los grupos. Chi cuadrado se usé para comparar variables cualitativas. P

fue considerado si el valor era menor al 0.05.

4.2 Evaluacion retrospectiva de respuesta al tratamiento

En orden de analizar si la respuesta al TRE era diferente entre los pacientes tratados
menos 0 mas de 5 afios, analizamos un grupo de 32 pacientes tratados mediante
entrevistas presenciales y telefénicas. De este grupo, 18 pacientes (56.2%) fueron
tratados por menos de 5 afios y 14 pacientes (45.8%) fueron tratados por mas de 5
afios. No encontramos diferencias significativas en cuanto a sexo, edad al momento de
la entrevista, edad al comienzo de los sintomas, o tiempo desde inicio de los sintomas

hasta inicio TRE entre los dos grupos, acorde lo que se informa en tabla 5.

Tabla 5 — Datos demograficos

Caracteristicas demograficas = Pacientes tratados < 5 Pacientes tratados Significancia

afos 2 5 afos estadistica
Edad al momento de la 53.3+11.6 50.2 £ 10 NS
entrevista, afos
Género femenino 50 % (9/18) 78.5% (11/14) NS
Edad al comienzo de los 36.1+8.1 28.9 +13.04 NS
sintomas, afnos
Edad al diagnéstico, afios 472 +12.2 39.6+11.3 NS
Edad al inicio del TRE, afios 50.6 +11.6 42.9+9.9 NS
Tiempo desde inicio de 14.3+85 13.8 £ 10.03 NS
sintomas a inicio TRE, aios
Tiempo bajo TRE, anos 27+13 74+13 0.001

Variables categodricas expresadas como n (%); variables

continuas expresadas como media £ SD
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Desde un punto de vista genético, la mutacion mas frecuente fue c. 32-13 T>G (IVS-1),
la que se presentd en mas de un 50% de los pacientes. Esta mutacion se considera que
produce una progresion clinica leve, pero no objetivamos que hubiera diferencias entre
ambos grupos respecto a la misma. Para analizar la influencia de la genética en la
respuesta al tratamiento, analizamos si la segunda mutacion era nonsense o missense
acorde los informado en https://databases.lovd.nl/shared/genes/GAA, no encontrando

diferencias entre ambos grupos.

Tabla 6 - Perfil genético de 32 pacientes bajo TRE

Paciente n° Mutacion 1 Mutacion 2
1 ~3213 T>G (IVS 1) -1076-1G>C
2 ND ND
3 ~3213T>G (IVS 1) .-1889 -1 G>A
4 ~3213T>G (IVS 1) .-2600_2604delTGCTGinsA
5 ~3213 T>G (IVS 1) -1532 C>A
6 ND ND
7 ND ND
8 ~3213T>G (IVS 1) ~1637A>G
9 ND ND
10 -3213T>G (IVS 1) ~1637A>G
11 ~3213T>G (IVS 1) ~1637A>G
12 ~3213T>G (IVS 1) ~1192dupC
13 ~2173 C>T ~2173C>T
14 ~3213 T>G (IVS 1) -~1657C>T
15 ~3213 T>G (IVS 1) -~1657C>T
16 ~3213T>G (IVS 1) -1802C>T
17 ~271 G>A -2510G>A
18 ~3213 T>G (IVS 1) .-281_282delCT
19 ~1781 G>A ~1194+5G>A
20 ND ND
21 ~3213T>G (IVS 1) -1889 -1 G>A
22 ~1781 G>A ~1194+5G>A
23 ~3213 T>G (IVS 1) Exon 18 deletion
24 ~3213T>G (IVS 1) -1889 -1 G>A
25 ND ND
26 ~3213 T>G (IVS 1) -1532 C>A
27 ~32 13 T>G (IVS 1) -1933G>T
28 ~3213T>G (IVS 1) -1933G>T
29 ~3213 T>G (IVS 1) .-1408a1410delC>T
30 ND ND
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ND: no datos

31

ND

ND

32

ND

ND

Analizamos la habilidad de los pacientes para efectuar diversas actividades fisicas antes
del inicio del TRE y en la actualidad (Tabla 7).

Tabla 7 — Comparacién entre paciente tratados con TRE por mas y menos de 5 afios en

distintas variables de funcién motor

TRE <5 afios (n=18)

TRE25 aios (n=14)

Antes Después
Presente P Presente P

TRE TRE
aCorre 4/14 4/14 NS 0/14 0/14 NS
aCaminar>2 kms 10/8 10/8 NS 8/6 5/9 NS
bSubir escaleras 8/10/0 8/10/0 NS 6/8/0 1/13/0 0.019
bLevantarse de una

4/7/3 3/8/7 NS 5/8/1 1/11/2 0.022
silla
bLevantarse del suelo 4/9/5 3/9/6 NS 3/9/2 0/11/3 0.056
2Permanecer 30 min de

. 13/5 13/5 NS 9/5 9/5 NS

pie
aUtilizacion medios de

13/5 11/7 NS 13/1 5/9 0.0001
soporte
aLevantar brazos 14/4 13/5 NS 12/2 10/4 NS
aVentilacion 7111 7111 NS 717 9/5 NS

aData expresada como SI/NO

b Data expresada como Sin problema / Soporte necesario (en un escritorio, una baranda) pero capaz de

efectuarlo por su cuenta

NS: No significativo

Student T-test se us6 para comparaciones
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Los pacientes tratados menos de 5 anos no perdieron ninguna funcion motora. Al
contrario, observamos un declive de la funcién motora en paciente tratados mas de 5
anos, especialmente en aquellas actividades que implique efectuar esfuerzos con las
piernas, como caminar, subir escaleras, o levantarse de una silla. Por ejemplo, seis de
14 pacientes eran capaces de subir una escalera sin cogerse al pasamanos antes de
iniciar el TRE, mientras que solo 1 era capaz de hacerlo tras el inicio del tratamiento. No
encontramos diferencias significativas en la capacidad de efectuar tareas con las

extremidades superiores antes y después del inicio del TRE.

Las diferencias en la necesidad de dispositivos para caminar entre ambos grupos fue
significativa. Cinco pacientes tratados menos de seis afios necesitaban ayudas para
caminar antes del TRE, a pesar de que en la ultima visita siete pacientes en este grupo
requerian un bastén o andador. En contraste, en pacientes tratados por mas de cinco
afos solo un paciente usaba un dispositivo para caminar antes del TRE, mientras que
cinco pacientes lo requirieron después del inicio del tratamiento. Sin embargo, es
importante resaltar que ninguno de los pacientes perdié completamente su capacidad
de caminar, ya que todos ellos podian caminar al menos algunos metros sin ayuda y la
mayoria de los pacientes podian caminar mas de 500 m sin problema en ambos grupos.
Los pacientes usaban silla de ruedas combinadas con otro dispositivo, como un andador

0 baston.

Al momento de la entrevista, 50% (9/18) de los pacientes tratados por menos de 5 afios
y 64.2% (9/14) de los pacientes tratados mas de 5 afos tenian disnea cuando subian
escaleras o subir pendientes. Ortopnea se presenté en un solo paciente tratado menos
de 5 afos y en dos pacientes tratados mas de 5 afos. 50% (9/18) de los pacientes
tratados menos de 5 anos requirieron asistencia ventilatoria al momento de la entrevista
(7 pacientes con VNI y 2 pacientes requirieron ventilacion invasiva 24 hs al dia). El
numero de pacientes que requirieron ventilacion antes y después del TRE fue la misma
en ambos grupos de pacientes. 50% (7/14) de los pacientes tratados mas de cinco anos
requirieron ventilacién al momento de la entrevista, la cual fue no invasiva nocturna en
todos los casos. En este grupo, dos pacientes empezaron a utilizar ventilaciéon después

del inicio del tratamiento.

Finalmente les preguntamos su opinién sobre el efecto del tratamiento en la progresion
de la enfermedad (Fig 20).

56



Menos de 5 anos

" Mejora
B Estabilizacién

m Deterioro

Mas de 5 afios

% Mejora
B Estabilizacion
m Deterioro

Fig 20. Evaluacion subjetiva en respuesta al tratamiento

En el grupo de pacientes tratados menos de cinco anos, 66.6% (12/18) considerd que
el tratamiento mejoré su funcidon motora, 16.6% (3/18) considerd que estaban estables
y el 16.6% (3/18) evalué que empeoro a pesar del tratamiento. En contraste, del grupo
de pacientes tratados mas de 5 afios , 35.7% (5/14) considerd que el tratamiento mejord
su funcién motora, 21.4% (3/14) que estaban estables, 42.8% (6/14) consider6 que

empeoraban a pesar del TRE.
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4.3 Analisis transversal de RNM muscular en T1W: descripcion de patrén de

compromiso muscular

Efectuamos un analisis jerarquico de los valores obtenidos de la cuantificacion de las

RNM musculares en secuencia T1W y visualizamos dichos datos usando heatmaps.

Escala RNM muscular
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Fig 21. Representacion del score de infiltracion muscular observado en imagenes en T1 en cada
musculo de cada paciente mediante heatmap. Heatmap incluyendo musculos de la cabeza,
extremidades superiores y tronco. En cada heatmap, los pacientes fueron ordenados acorde un
orden jerarquico con una graduacion de severidad de la infiltracion desde arriba hacia abajo. Los
musculos (columnas) se ordenan acorde un dendograma (parte superior de las figuras) El score de
un determinado musculo en un paciente es indicado por el color del cuadrado en la interaccién entre
el paciente y ese musculo. Mientras mas oscuro ese cuadrado, mas intensa la infiltraciéon de ese

musculo.

Nuestro andlisis evidencid un compromiso evidente de la musculatura paraespinal,
abdominales, lengua, subscapularis y latissimus dorsi en cabeza y tronco (Fig. 21). Los
musculos de la cabeza (excepto lengua), extremidades superiores y musculatura

periescapular (excepto subscapularis) no se vieron habitualmente comprometidos.
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Fig. 22. Heatmap incluyendo musculos de pelvis y extremidades inferiores.

En extremidades inferiores, los musculos gluteos, psoas, illiacus y musculatura posterior
de los muslos (semitendinosus, semimembranosus, adductor major y longus, asi como
ambas cabezas del biceps) se afectaron preferentemente (Fig. 22). Los musculos glutei
minor y medius fueron mas comprometidos que el glutei maximus. Vastus intermedius
se vio como el musculo mas comprometido en cuadriceps, mientras que el rectus
femoris fue raramente afecto. En contraste, sartorius y gracillis, asi como los musculos

de piernas, no se vieron habitualmente comprometidos.

Observamos algunos cambios sutiles en 4 de 7 pacientes pre-sintomaticos (Fig 21y 22).
Un infiltrado graso leve (score = 1) se observé en musculatura paraespinal (multifidus,
longisimus, iliocostalis), musculatura abdominal (rectus abdominis, obliquus internus,

obliquus externus, transversus abdominalis), lengua, y adductor major.

Demostramos algunos ejemplos de compromiso muscular en fig. 23.
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Fig. 23. RNM muscular en T1w en EPA. Observamos una infiltracion muscular leve en musculos de

los pacientes con hiperCKemia. Lengua (T en A), musculatura paraespinal (Ps en B), musculatura
abdominal lateral (Ab en B)yrectus abdominis (RA en C) y en adductor major (AM en D). El infiltrado
graso en pacientes sintomaticos fue mas evidente(E-L). Los musculos mas habitualmente
comprometidos fueron lengua (T en E), subscapularis (Sc en F), latissimus dorsi (LD en G), la
musculatura abdominal (Ab en H) y paraespinal (Ps en H), el gluteus minor (GMn en 1), medius (GMe
en J) y maximus (GMa en J), los musculos del suelo pélvico como el Externus Obturator (Obt. Ext.
en K), los musculos posteriores del muslo (Post en L), y los musculos vastos incluyendo vastus
intermedius (VI en M) y vastus lateralis (VL en M). Observamos compromiso de rectus femoris y
gracillis en pacientes en estadios avanzados (RF y Gra en N). Los musculos de piernas no se vieron

comprometidos (O).

4.4 Analisis transversal de RNM muscular en 3-point Dixon

Analizamos doce musculos de muslos y cuatro musculos de tronco. Las fig 24 y 25
resumen los resultados, evidenciando diferencias significativas en el infiltrado graso de
los musculos entre pacientes sintomaticos y pacientes con hiperCKemia (Mann-Whitney
U test, p<0.05).
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Fig 24. Andlisis del infiltrado graso en RNM muscular en muslos. Observamos diferencias
significativas en el porcentaje de infiltrado graso cuantificado mediante secuencia 3-point Dixon en
la mayoria de los musculos entre pacientes sintomaticos (barras rojas) y asintomaticos (barras
verdes). Comparamos ambos grupos usando test t de Student (asterisco simple para diferencias
con p<0.05 y doble asterisco para diferencias con p<0.01). RF: rectus femoris; VL: vastus laterallis;
VM: vastus medialis; VI: vastus intermedius; AM: adductor major; AL: adductor longus; BSH: biceps
cabeza corta; BLH: biceps cabezalarga; ST: semitendinosus; SM: semimembranosus; SA: sartorius;

GR: gracillis.

El reemplazo graso de la musculatura paraespinal (multifidus, longisimus e illiocostalis)
fue muy alto en pacientes sintomaticos, alcanzando valores mayores al 80% en 19/27
pacientes sintomaticos, y fue detectable en pacientes asintomaticos con hiperCKemia

(promedio fraccion grasa del 22.26%). (Fig. 25)
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Fig 25. Analisis del infiltrado graso en RNM muscular en tronco. MU: multifidus; LO: longissimus;

IL: iliocostalis; QU: quadratus femoris; PS: psoas; ABD: musculatura abdominal lateral; RA: rectus

abdominis.

Musculos analizados:
Vasto lateral
Area 17.8 em
Fraccidn grasa 23.4%

Fig. 26. Analisis basal de la fraccion grasa de musculos de muslos y tronco en pacientes con EPA.

A y B demuestran un ejemplo de como se dibujan las ROI (region de interés) para obtener un area

muscular total y una fraccion grasa.
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Muslo posterior
Pompe 14

Mercuri promedio: 0
Dixon promedio: 12.35

e B 2|

Flexion rodilla; 52.73

HiperCKemia, hombre 22 anos

Muslo posterior
Pompe 1

Mercuri promedio: 2.25
Dixon promedio: 57.32

Flexion rodilla: 9.73

Sintomatica, mujer 48 anos

Fig. 27. Ejemplos de infiltrado graso de muslo derecho en un paciente con hiperCKemia y en
paciente sintomatico. Mostramos la cuantificacion del infiltrado graso de la region posterior del
muslo utilizando el score de Mercuri promedio y el 3 point Dixon promedio (Semitendinosus,
Semimembranosus, cabezalargay cabeza cortadel biceps femoral). Observamos un infiltrado graso
predominantemente en region posterior de muslo produciendo disminuciéon de fuerza en la flexiéon

de la rodilla.

4.5 Correlacion de RNM muscular cualitatitava, cuantitativa y pruebas de funcion
motora

451 Analisis de funcién muscular

La escala MRC detecté debilidad muscular en todos los pacientes sintomaticos. Un
analisis jerarquico de los scores de la escala MRC determiné que la musculatura
paraespinal, abdominal, y proximal a nivel de extremidades inferiores se correspondia

con los grupos musculares mas débiles (Fig. 28).
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Figura 28. Distribucion de la debilidad muscular en los pacientes de la cohorte de EPA participantes
en este estudio. El grafico demuestra los valores de MRC para todos los musculos estudiados. La
extension y flexion de cadera, asi como la extension y flexion de tronco, fueron los movimientos
mas comprometidos en nuestros pacientes. En contraste, no observamos debilidad distal que

comprometa miembros superiores.

En general, la extension de cadera fue mas débil que la flexién de cadera, mientras que
la aduccion fue mas débil que la abduccién de muslos. El valor de escala MRC promedio
fue de 161.5 puntos (rango 124-180). El score MRC tuvo una correlacion significativa,
si bien de bajo valor (r menor a 0.5) con la edad al momento del estudio (Spearman test,
p:0.015; r=-0.414), con el tiempo desde el comienzo de los sintomas (Spearman test,
p:0.018; r = -0.404) y con el género femenino (Spearman test, p = 0.009, r: 0.441) y no
se correlacion6 con el retardo en el inicio del TRE (Tabla 8) En contraste, el score MRC
tiene una buena correlacion con la mayoria de los test de funcidon muscular utilizados en
ensayos clinicos como el 6MWT o el tiempo para subir y bajar 4 escaleras, asi como
con escalas de actividades de la vida diaria (Activlim) o de funcién muscular (MFM-20)
La correlacion entre el score MRC y las escalas de calidad de vida fueron
estadisticamente significativas, pero el coeficiente de correlacion fue inferior a 0.5
(Spearman test, p:0.03; r= 0.455). También medimos la fuerza usando miometria digital.
El score promedio de miometria fue de 196.3 puntos (rango 55 - 570) Hubo una buena
correlacion entre el score total de MRC y el score de miometria. (Spearman test, p =
0.001; r: 0.667). El score de miometria digital se correlacion6 correctamente con los test
de funcidon muscular, pero esta correlacion fue menor que la obtenida con el score MRC
(Tabla 8).
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Tabla 8 - Correlacion entre score MRC, score de miometria, datos demograficos y test

de funcion muscular

Score de MRC Score de miometria
Spearman Coeficiente de | Spearma Coeficiente de
test correlacion n test correlacion
Datos demograficos
Género 0.009 0.441 0.01 0.553
Edad al momento del estudio 0.015 -0.414 0.049 -0.351
Tiempo desde el inicio de los 0.018 -0.404 0.012 -0.437
sintomas
Demora desde el inicio del ERT 0.158 0.384
Tests funcionales
10 MWT 0.0001 0.803 0.0001 0.722
6MWT 0.0001 0.708 0.0001 0.642
Tiempo para levantar y andar 0.083 -0.322 0.487 -0.132
Tiempo para subir 4 escalones 0.0001 -0.810 0.0001 -0.630
Tiempo para bajar 4 escalones 0.0001 -0.770 0.0001 -0.664
MFM-20 0.0001 0.803 0.0001 0.722
Actividades de la vida diaria y escalas de calidad de vida
Activlim 0.0001 0.860 0.0001 0.726
SF-36 0.017 0.448 0.002 0.579
Inquol 0.001 -0.587 0.001 -0.633
Tests respiratorios
CVF sentado 0.012 0.454 0.469 0.140
CVF acostado 0.05 0.498 0.666 0.121
PIM 0.246 -0.308 0.254 -0.314
PEM 0.149 -0.392 0.670 0.125

4.5.2 Correlacion entre tests de funcion muscular y RNM muscular

La correlacion entre las medidas de miometria y el infiltrado graso en musculos
apropiadamente seleccionados fue similar entre 3-point Dixon y la secuencia T1w. Por
ejemplo, la correlacion entre la fuerza de flexion de rodilla y la fraccion grasa promedio
de la musculatura posterior del muslo (el promedio del infiltrado graso de la suma de
semimembranosus, semitendinosus, cabeza larga y corta del biceps) para 3-point Dixon
fue p = -0.70, mientras que la secuencia de T1w , fue r = -0.649 (Fig 29).
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Fig. 29. Hubo una correlacion positiva entre la fuerza de flexiéon de rodilla y el grado de infiltraciéon
grasa calculado mediante el 3-point Dixon (izquierda) y el score de Mercuri (derecha). Los puntos
verdes demostraron los valores de los pacientes con hiperCKemia, mientras que las rojas

representan los valores en pacientes sintomaticos

Desarrollamos un score de RNM en secuencia T1w que es la suma de la escala de
Mercuri para cada musculo. El promedio del score de RNM fue 6 (rango: 0 a 15 puntos)
en pacientes con hiperCKemia y 125.9 (rango: 39 a 210 puntos) en pacientes
sintomaticos (Table 9).

Tabla 9 - Caracteristicas radiolégicas de pacientes con EPA sintomaticos y con

hiperCKemia
HyperCKemia Sintomaticos Significancia
(N=10) (n=24) estadistica
RNM muscular secuencia T1w
Score RNM muscular total 6 (6.8) 125.9 (46.7) <0.001
RNM muscular cabeza /brazos 21 253 <0.001
RNM muscular tronco 4.9 13.7 <0.001
RNM muscular piernas 0.5 74.3 <0.001
RNM muscular 3-point Dixon
Fraccion grasa muslos (%) 11.73 38.17 <0.0001
Fraccion grasa musculatura
paraespinal (%) 18.79 65.07 <0.0001
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Estas diferencias alcanzaron significancia estadistica (Mann-Whitney U, p<0.001).
Encontramos una fuerte correlacion entre el score de RNM en secuencia T1w, y la
mayoria de los test de funcion muscular, como el score MRC, 6MWT, MFM-20 o la

escala de Activlim (Tabla 10).

Tabla10 Comparacion entre correlacion de Score de RNM y 3-point Dixon con datos demogrificos y tests funcionales

Tiw-MAl Score J-point Dizon
SpearmanTes! Coeficiente de correlacidn Spearman Test Coeliclente de correlacion
Datos demograficos
Género 0.069 0315 1019 (0458
Edad en RNM 0055 0381 o 6e2 0301
Tiempo desde inicio sintomas 0287 02 0043 0,345
Retraso desde comiento ERT 04 Fr | . 408 £ 149
Tests funcionales
Score de miometria .00 0550 0,000 161
BT 000 a.610 0.0001 0 Ted
Tiempo de levantarse y pararse 0.097 0,308 ) 008 0
Tiempo para subir 4 escalones 010001 i) 0.0001 0.858
Tiempo para bajar 4 escalones 00001 T 00,0001 0B
LERL-20 0000 0By 3. 0001 L EA1
Actividades de la vida diariay escalas de calidad de vida
ActrieT 00001 0785 0.00071 1,754
Tests respiratorio
CVF sentada 0,038 ) 386 0018 480
CVF acostado .08 0 450 0,05 0544
M 0356 11 7y 040 D253
FEM 0541 0171 06 018

Al contrario, no se encontrd una buena correlacion con los resultados de los test

respiratorios o escalas de calidad de vida (SF-36 e INQoL).

También encontramos una fuerte correlacion entre la fraccion grasa de muslos medido
mediante la secuencia 3-point Dixon y las escalas funcionales (Tabla 10). En la mayoria
de los casos, los coeficientes de correlacion fueron mayores para la secuencia 3-point
Dixon que para la secuencia T1w. Por caso, el coeficiente de correlacion entre 6MWT y
3-point Dixon fue p= -0.764 mientras que fue mas bajo para la secuencia T1w, r = -
0.610. No hubo correlacidon entre la secuencia 3-point Dixon y los resultados de los
estudios respiratorios.
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MRI Score: 52 MRI Score: 101 MRI Score: 183
MRC Score: 180 MRC Score: 158 MRC Score: 125
MFM-20: 60 MFM-20: 55 MFM-20: 32
Activlim: 36 ACtivlim: 31 Activlim: 20

Fig 30. Correlacion entre RNM muscular y escalas funcionales. El paciente 30 es un hombre de 43
ainos con un infiltrado graso leve de musculatura pélvica y de extremidades inferiores con poco
impacto funcional. El paciente 22 es una mujer de 40 afios con un infiltrado moderado en tronco,
pelvis y muslos. Era capaz de efectuar la mayor parte de las actividades de la vida diarias, pero su
exploracion clinica evidencié debilidad moderada de musculatura pélvica. El paciente 2 es una mujer
de 48 afos con un compromiso muscular severo produciendo debilidad y afectando las actividades

de la vida diaria.

Fig 30 demuestra 3 ejemplos de correlacion entre RNM muscular y tests funcionales.

Analizamos el grupo de pacientes con hiperCkemia en detalle. Encontramos cambios
leves en la RNM muscular de cuatro de siete pacientes usando la secuencia T1w, los
cuales fueron estadisticamente significativos (Mann- Whitney U test, p = 0.008). Los
pacientes con hiperCKemia que tenian cambios en la RNM muscular eran mayores de
20 afios, mientras que no habia cambios en los pacientes menores de 15 afos. La
secuencia 3-point Dixon demostré diferencias estadisticamente significativas en el

grado de infiltrado muscular en la musculatura paraespinal en pacientes con
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hiperCKemia mayores de 20 afos cuando se lo comparé con pacientes menores de 15

afios. (Tabla 11). Al contrario, las escalas funcionales fueron similares en ambos grupos.

Tabla 11 - Comparacion entre pacientes presintomaticos con hiperCKemia dependiendo
del resultado de la RNM

RNM normal (n=3)) RNM anormal (n=4)) T test
Edad (afios) 11 29.2 0.073
MRC Score 180 179.2 0.243
Score de miometria (Nm) 261.24 308.49 0.695
6MWT (min) 616 577 0.572
Tiempo para caminar 10 m
3.0 3.3 0.571
(seg)
Tiempo para subir 4
14 1.5 0.677
escalones (seg)
Tiempo para bajar 4
PO P : 1.3 1.5 0.455
escalones (seg)
Tiempo para levantarse
PO P y 4.8 3.1 0.204
pararse (sec)
MFM-20 57.6 59.2 0.471
Activlim 36 36 1
Score RNM 0 10.5 0.008
Fraccién grasa por 3 point
) 11.93 11.58 0.865
Dixon en muslos (%)
Fraccién grasa por 3 point
Dixon en musculature 13.54 33.43 0.039
paraespinal(%)

Hubo una fuerte correlacion entre el score de Mercuri detectado mediante la secuencia

T1w y la fraccion grasa mediante secuencia 3-point Dixon (Fig 31)
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Fig. 31. Encontramos una fuerte correlacion entre el 3 point Dixon y el score de Mercuri

(Semitendinosus, Semimembranosus, cabeza larga y corta del biceps femoral).

6 Cambios en pruebas funcionales y RNM muscular en un afio de seguimiento

Repetimos los test de funcién muscular, espirometria, escalas de calidad de vida y RNM

muscular al afio en todos los pacientes. En el caso de pacientes sintomaticos, los test

de funcién muscular, la espirometria, y las escalas de calidad de vida no demostraron

cambios significativos desde el analisis basal al afio 1 (Tabla 12).

Tabla 12. Cambio entre evaluacién basal y al afio entre test de funciéon muscular,

espirometria, RNM muscular cuantitativa y escalas de calidad de vida en pacientes

sintomaticos y asintomaticos con EPA.

Pacientes sintomaticos

tratados (basal vs.

Pacientes

asintomaticos (basal

P P
seguimiento a los 12 meses) vs. seguimiento a los
(n=22) 12 meses) (n=10)

Test de funcién muscular
Score MRC total 0 (-4-6) 0.79 0 (0-1) 0.31
Score MRC

. . . 0 (-5-4) 0.54 0 (0) 0.31
extremidades inferiors
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Extension rodilla (Nm) 10.74 (0-20.44) 0.19 -0.96 (-18.11-3.15) 0.40
Flexion rodilla (Nm) 1.84 (-1.26-5.97) 0.20 -0.51 (-10.13-6.43) 0.67
Flexion cadera (Nm) 3.97 (-1.7-9.84) 0.14 -0.75 (-15.1-3.9) 0.40
Extension cadera (Nm) 2 (-0.13-5.47) 0.08 -4.15 (-16.04-1.82) 0.40
6-MWT, m 0 (-9.5-11) 0.96 10 (-24.7-37.5) 0.48
Tiempo para caminar
0 (-1.44-0.4) 0.43 -0.1 (-2.52-0.32) 0.91
10 m, seg
Tiempo para subir 4
0 (-0.42-0.5) 0.77 -0.1 (-0.32-0) 0.39
escalones, seg
Tiempo para bajar 4
0 (-0.35-1.32) 0.43 -0.05 (-0.12-0.1) 0.55
escalones, seg
Tiempo para levantarse
0.6 (-0.4-5.2) 0.47 -0.15 (-0.72-0.97) 0.94
y pararse, seg
MFM-20, score 0 (-2-2) 0.63 0 (0-1) 0.33
Estudios respiratorios
CVF sentado (%) -0.3 (-4-3) 0.24 0 (-6-5.77) 0.73
CVF acostado (%) 0 (-6.2-7.62) 0.73 9 (-2-12) 0.13
RNM muslo
RNM muslo, 3-point
. 1.79 (0.2-2.4) 0.001 -0.11 (-0.82-0.4) 0.57
Dixon
RNM paraespinal, 3-
. . -0.03 (-2.23-0.73) 0.34 0 (-1.25-1.89) 0.77
point Dixon
Escalas de calidad de vida
Activlim 33 (1-59) 0.81 67.5 (37.5-70.2) 0.31
SF36 1.8 (-0.67-10.73) 0.22 3.28 (-24.84-10.12) 0.89
INQoL -2.9 (-56.5-0.73) 0.17 -4.3 (-8.2-1.1) 0.31
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Se demuestran media y percentiles 25-75'%. El test de Wilcoxon apareado se usé para determinar si
la presencia de diferencias observadas fueron significativas entre el analisis basal al afio de

seguimiento. P se considero significativa si el valor fue menor a 0.05.

En contraste, las imagenes en 3-point Dixon detectaron un aumento promedio del 1.7%
en la fraccion grasa de muslo, lo que fue estadisticamente significativo (test de Wilcoxon
apareado, p=0.001) (Fig. 32)
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Fig. 32. Progresion anual del reemplazo graso muscular en muslo en pacientes sintomaticos con
EPA. El diagrama de cajas incluye los percentiles 25to-75', la linea media indica la media, las barras
estan entre los percentiles 5°-95Y° percentiles. Cada punto representa un paciente con EPA. Test de
U de Mann-Whitney ***P<0.001

Los cambios de la fraccidon grasa entre el analisis basal y al afo para cada musculo

individualizado se detalla en la tabla 13.
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Tabla 13. Progresion del reemplazo graso para cada musculo de muslo y tronco
después de un afio de seguimiento para cada grupo de pacientes: sintomaticos y

asintomaticos.

Pacientes sintomaticos
Pacientes asintomaticos
tratados (basal vs. 12 P P
(basal vs. 12 meses)
meses)
Recto femoral 0.44 (0.02-2.22) 0.04 -1.04 (-1.94-0.19) 0.13
Vasto lateral 1.4 (0.01-2.99) 0.009 -0.55 (-1.3-0.22) 0.24
Vasto medial 0.22 (-1.04-2.8) 0.15 0.48 (-1.34-2.03) 0.44
Vasto intermedio 1.66 (0.24-3.21) 0.001 -0.54 (-1-0.05) 0.13
Biceps femoral,
1.76 (-0.3-2.78) 0.007 0.01 (-1.23-2.64) 0.64
cabeza corta
Biceps femoral,
1.2 (-0.2-3.3) 0.006 0.36 (-0.79-0.64) 0.64
cabeza larga
Aductor largo 0.04 (-1.6-1.24) 0.93 -0.2 (-1.62-1.35) 0.50
Aductor magno 0.51 (-0.06-1.66) 0.053 0.3 (-1.79-1.03) 0.57
Sartorio 1.03 (-0.85-2.34) 0.08 -0.97 (-1.38-1.13) 0.38
Gracillis -0.11 (-2.44-1.79) 0.73 -0.71 (-1.79-0.77) 0.44
Semitendinoso 1.17 (0-3.22) 0.02 -0.45 (-1.9-0.77) 0.59
Semimembranoso 0.6 (-0.61-3.15) 0.10 1.82 (-0.16-3.21) 0.02
Total muslo 1.79 (0.2-2.4) 0.001 -0.11 (-0.82-0.4) 0.57
Paraespinal -0.03 (-2.23-0.73) 0.34 0 (-1.25-1.89) 0.77
Psoas 0.97 (0.06-2.95) 0.02 -0.91 (-3.08-2.71) 0.67

La media se demuestra con percentiles 25to-75° Test apareado de Wilcoxon fue usado para
determinar la existencia de diferencias significativas entre entre andlisis basal y al aio. P se

consideré significativa si era menor a 0.05.
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Estudiamos si factores demograficos o clinicos como el sexo o la edad al comienzo de
la TRE se asocio a un aumento de la fraccion grasa en muslo al afo de seguimiento.
Solo verificamos una correlacion significativa entre la fraccion grasa de muslo basal y el
incremento de la fraccién grasa al afio (Spearman test p=0.024; p=0.48). La fraccién
grasa de muslo en un paciente individual es un valor promedio de la grasa presente en
musculos con distintos grados de compromiso, desde formas leves a reemplazo graso
completo. Se ha demostrado recientemente que el estado basal de los musculos podria
influenciar la respuesta al tratamiento y, en consecuencia, influenciar el aumento del
infiltrado graso. Por esta razén, en un analisis exploratorio post-hoc, decidimos estudiar
todos los musculos individualmente, como variables separadas. Clasificamos los
musculos como infiltrado leve si la fraccion grasa era menor 30% en el analisis basal,
infiltrado moderado si la fraccion grasa basal se encontraba entre 30 a 60% e infiltrado
severo si la fraccion grasa basal era mayor al 60%. Habia diferencias significativas en

el incremento de grasa al afio entre los tres grupos (Kruskal-Wallis, p<0.0001, Fig. 32).
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Fig.32. Progresion anual del reemplazo graso en musculos individuales de pacientes sintomaticos.
A: Cada punto representa la fraccion grasa calculada en cada musculo individual. Las lineas
verticales dividen los musculos acorde la fraccion grasa basal: bajo (puntos verdes, 0-30%),
intermedio (puntos rojos, 30-60%) y severo (puntos naranjas, 60-90%). B): Progresion del reemplazo
graso en relacién a la fraccion grasa basal. El diagrama de cajas incluye los percentiles 25%-75%, la
linea media indica la media, las barras corresponden a los percentiles 5°-95%. Los puntos negros

son valores aislados. Kruskal-Wallis test, *P<0.05, **P<0.01.
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Observamos que aquellos musculos con menos del 30% de infiltrado graso en el estudio
basal tienen menos incremento de la fraccion grasa después de un afno que los
musculos que presentaban una fraccion grasa entre 30 al 60% (media +0.28% vs
+2.84%, p<0.0001). En una via similar, aquellos musculos con mas del 60% de infiltrado
graso basal tienen menos incremento en la fracciébn grasa después de un afo de
seguimiento que aquellos musculos con fraccion grasa de entre un 30 y 60% (media
+0.75% vs +2.84%, p=0.004).

La fraccion grasa muscular no cambio significativamente en los pacientes asintomaticos.
El cambio promedio de la fraccion grasa de muslo en este grupo de pacientes fue -
0.11% (Test apareado de Wilcoxon, P=0.57). Sin embargo, el analisis detallado de cada
musculo individual demostré un incremento significativo del infiltrado graso del musculo
semimebranoso (+1.82%, test apareado de Wilcoxon, P=0.02) (Tabla 13). No
encontramos cambios significativos en los test de funcién muscular en este grupo de

pacientes después de un afo de seguimiento (Tabla 12).
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5. DISCUSION

La enfermedad de Pompe del adulto es una enfermedad de herencia autosdmica
recesiva, rara, caracterizada por el depdsito de glucdégeno en los lisosomas, con
compromiso multisistémico, que deriva en un cuadro de debilidad muscular progresiva
y falla respiratoria precoz. Su desarrollo lentamente progresivo la ha asociado a una
importante morbi-mortalidad precoz. El inicio temprano de la terapia de reemplazo
enzimatica (TRE) es necesaria para obtener el maximo beneficio terapéutico, lo que
obliga a efectuar un diagndstico precoz. Antes del afo 2010, el tratamiento de los
pacientes con enfermedad de Pompe del adulto se basaba principalmente en una
terapia paliativa. El desarrollo de la TRE ha modificado curso de la enfermedad,

asociandose a una estabilizacion de la progresion de los sintomas.

Esta tesis doctoral permite confirmar la utilidad de la RNM cuantitativa para el
seguimiento de pacientes con enfermedad de Pompe del adulto, evidenciandose un
aumento del infiltrado graso a nivel de muslo en un periodo de un afo. La RNM
cuantitativa podria adquirir un rol fundamental en el seguimiento de pacientes con EPA,
tanto para ver el grado de evolucion de pacientes en una enfermedad de naturaleza muy
heterogénea, como en el analisis de nuevos tratamientos. A su vez, también logramos
evidenciar que tanto la RNM muscular cuali- como cuantitativa, se correlacionan
positivamente con los test de funcidon muscular. Finalmente, hemos logrado verificar un

deterioro de las habilidades motoras en pacientes tratados mas de cinco afios con TRE.

Tanto en EPA como en otras enfermedades neuromusculares, es indispensable el
desarrollo de nuevos biomarcadores para definir la eficacia de los tratamientos. En ese
punto, es cada vez mas importante el rol asignado a la RNM muscular cuantitativa como
biomarcador, ya que permitiria definir progresién de la enfermedad en cortos periodos
de tiempo, sobre todo cuando planteamos enfermedades de muy lenta evolucién. En
un primer tiempo, esta tesis buscd definir la correlacion entre la RNM cuantitativa y
cualitativa con las pruebas funcionales. Una vez definida esta correlacion, en un
segundo tiempo, buscamos determinar el grado de progresion de la EPA en pacientes

afectos acorde RNM cuantitativas.

Hemos logrado demostrar que la RNM muscular es una herramienta muy util para el
estudio de pacientes con EPA por varias razones. Por una parte, esta tecnologia permite
identificar grupos musculares comprometidos, los que se corresponden con los
musculos mas débiles en la exploracion clinica. La RNM muscular tiene una buena
correlacion con las escalas funcionales musculares usadas en ensayos clinicos.

Ademas, tiene una alta sensibilidad para detectar infiltrado graso tempranamente en
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pacientes con hiperCKemia, antes que las escalas funcionales se vean afectadas.
Basado en estos resultados, podemos afirmar que la RNM muscular es una efectiva

herramienta para investigar la funcién muscular en pacientes con EPA.

La RNM muscular esta adquiriendo un rol cada vez mas relevante en el estudio de las
enfermedades musculares (146). Hay secuencias disponibles para analizar distintas
caracteristicas de la estructura muscular. Carlier et al demostraron la gran utilidad de la
secuencia T1w WBMRI en un grupo de 20 pacientes con EPA, en la que se determiné
la presencia de sefal hiperintensa en ciertos musculos especificos (100), facilitando el
reconocimiento del patron cuando el diagndstico no esta claro (147). Sin embargo, la
cuantificacion del infiltrado graso mediante secuencia T1w utilizando escalas
semicuantitativas (como es el caso del T1W) es extremadamente observador —
dependiente y poco fidedigno. En cambio, el analisis mediante la secuencia cuantitativa
3-point Dixon, utilizando softwares altamente especilizados, permiten cuantificar
exactamente la carga de grasa por pixel. Por lo tanto, esta secuencia es mas precisa
que la secuencia T1w para detectar cambios sutiles en el infiltrado graso. Es esta la
razén por la que la secuencia 3-point Dixon podria ser utilizada en ensayos clinicos en

pacientes con EPA, en la que el infiltrado graso se establece lentamente en el tiempo.

También podemos afirmar que la RNM muscular es un potente biomarcador de funcién
muscular en pacientes con EPA. La RNM no sdlo es util para el diagndstico, sino que
también logra predecir funciéon muscular en estos pacientes. Inclusive, permite visualizar
infiltrado muscular graso antes que los test funcionales se alteren en pacientes
asintomaticos con EPA, lo cual podria ayudar a determinar cuando iniciar la TRE.
Basado en nuestras observaciones, creemos que la RNM muscular podria ser usada
como un test complementario o biomarcador en ensayos clinicos y en la practica diaria

de pacientes con EPA.

Esta tesis demuestra que la RNM cuantitativa usando 3 point Dixon es una herramienta
muy util para monitorizar la evolucion anual de pacientes con EPA. La RNM cuantitativa
se demostré como mas sensible a los cambios en un periodo de un ano que los otros
tests musculares convencionales utilizados. Analizamos una gran cohorte de pacientes
con EPA, estudiando tanto pacientes sintomaticos tratados como asintomaticos con
hiperCKemia aislada. Estos resultados apoyan e incorporan a la RNM cuantitativa al
protocolo a utilizar en el seguimiento de pacientes con EPA. En el caso de pacientes
bajo tratamiento, la RNM cuantitativa podria ser util para analizar su respuesta. En caso

de pacientes asintomaticos, el incremento del infiltrado graso detectado en la RNM

78



cuantitativa deberia ser tenido en cuenta al momento de decidir iniciar la TRE, asi como

también podria ser util para el seguimiento de los pacientes.

Las miopatias hereditarias se caracterizan por una progresion muy lenta con el paso de
los afos. El tejido muscular es reemplazado por tejido graso y fibrético, lo cual lleva al
desarrollo de debilidad muscular(148). Sin embargo, los cambios anuales en la fuerza
muscular y la funcion pueden ser sutiles y dificultar la cuantificacion. Mas aun, no es
infrecuente encontrar una tasa heterogénea de progresion entre los pacientes. Por esta
razon, establecer la tasa de progresion de estas miopatias hereditarias con el paso de
los afnos es una tarea complicada. Es necesario enfrentar este problema, especialmente
en la actualidad, cuando un gran numero de nuevos medicamentos se estan testeando
en ensayos clinicos, los cuales se espera que enlentezcan el deterioro observado en
estas enfermedades (149). Al frente de estos avances cientificos, el campo
neuromuscular necesita biomarcadores que permitan detectar cambios leves en la
estructura muscular y la funcién (150-152). Es por este motivo que la RNM cuantitativa
ha sido insistentemente testeada como una herramienta para el seguimiento de

pacientes con diversas enfermedades neuromusculares (92,102,124,153).

Nuestro estudio incorpora nueva informacion sobre la evolucion natural de la progresion
de EPA. En Pompe, el cambio patologico mas precoz es la acumulacion de glucogeno
dentro de los lisosomas (27). Esta acumulacion progresiva en los lisosomas acarrea dos
consecuencias. Por un lado, hay una disfuncién de las propiedades contractiles de las
miofibrillas; por otra parte, el proceso de autofagia termina afectando la acumulacién de
detritus dentro de las fibras musculares(31)(154). Eventualmente cualquier fibra
muscular se puede degenerar y ser reemplazada por grasa, lo cual se puede detectar
en la RNM muscular. La TRE ha demostrado reducir la acumulacion de glucégeno en el
sarcoplasma, reactivando la autofagia celular y reduciendo la pérdida de fibras
musculares (40). Por lo tanto, 3-point Dixon puede ser utilizada para el seguimiento de
la progresion de la pérdida de masa muscular y para el reemplazo graso en EPA, lo cual
es la consecuencia de la acumulacion de glucoégeno en los lisosomas. Sin embargo, la
secuencia 3-point Dixon no identifica glucdégeno, lo cual podria ser muy util para el
seguimiento de pacientes asintomaticos en quienes la necrosis muscular apenas ha
empezado o es minima (126). Las secuencias para detectar glucégeno en tejido
muscular incluyen la (13)C-MR spectroscopia, imagenes de transferencia de saturacion
de intercambio quimico o MRS proténica. Sin embargo, esta tecnologia no esta
disponible en la practica habitual (127). Las secuencias de RNM utilizadas
habitualmente en la practica clinica incluyen las secuencia T1, T2 y STIR (155). Se ha

descripto recientemente un aumento de la sefial de STIR en musculos de pacientes con
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EPA, lo que se ha sugerido que se corresponda con la presencia de moléculas de agua
retenidas por el glucogeno (134). Este incremento no se detecto en todos los pacientes
con enfermedad de Pompe. De la misma forma, también se detectaron incrementos de
la sefal T2 en algunos pacientes con EPA (125). A pesar que este aumento de la sefal
STIR se ha relacionado a la acumulacion de agua o edema, el aumento de la sefal T2
es inespecifico y puede ser observado en necrosis muscular, inflamacion o presencia
de agua libre (156,157). Por lo tanto, todavia necesitamos secuencias de RNM capaces
de identificar glucégeno para ser utilizadas en la practica clinica, requiriéendose mas

investigacion en esta area.

En lo que respecta a la evolucion clinica de los pacientes, nuestro estudio analizé una
cohorte transversal de pacientes con EPA, lo que permite comparar el impacto de la
TRE sobre el estado funcional de los pacientes en dos grupos: pacientes tratados menos
de cinco afnos y mas de cinco anos. La TRE impresiona estabilizar la funcion motora
durante los primeros afios de tratamiento, si bien nuestros datos apuntan a un deterioro
de estas capacidades a posteri. Nuestros resultados acuerdan con datos recientes de
dos grandes series de pacientes tratados por mas de cinco anos ,y probablemente
reflejan que se mantiene la destruccidon de fibras musculares a pesar del tratamiento
instaurado (82) (158)

6.1 Utilidad de la RNM cuantitativa como biomarcador evolutivo de pacientes con

enfermedad de Pompe del adulto

En esta tesis, analizamos la progresién del infiltrado graso en pacientes con EPA
durante un periodo de un afio usando la secuencia 3-point Dixon. Nuestros resultados
convalidan previas observaciones sobre utilidad y reproducibilidad de esta técnica.
Logramos demostrar que el analisis repetido en forma anual de las imagenes tiene una
mayor capacidad que los test de funcién muscular para detectar cambios leves en un
corto periodo de tiempo. Sin embargo, en nuestra opinién, el 3 point-Dixon tiene
limitaciones. El andlisis de las imagenes aun se efectua en forma manual, ya que hay
que dibujar las ROI sobre cada musculo, haciendo que la evalucién de las imagenes
sea muy lenta, y con requerimiento de un alto grado de experiencia y paciencia. Los
softwares que pueden detectar automaticamente la fraccion grasa en un determinado
corte estan disponibles, pero no se han aplicado al campo de las enfermedades
neuromusculares aun (160). Como la infiltracion grasa no es homogénea en los
musculos, numerosos cortes deben ser analizados para tener una idea del reemplazo

graso promedio. Inclusive, el analisis de un nuevo de set de imagenes de un
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determinado paciente después de un periodo de tiempo requiere definir un marco
anatomico protocolizado para reconocer los cortes que han sido previemente

cuantificados.

Este es el estudio prospectivo mas grande usando RNM cuantitativa en EPA.
Analizamos 22 pacientes tratados con TRE, incluyendo una amplia variedad de
situaciones clinicas, desde pacientes en sillas de ruedas requiriendo ventilacion hasta
otros con debilidad muscular leve, sin mayor interferencia en las actividades de la vida
diaria (161,162). Dos reportes incluyendo estudios longitudinales de RNM cuantitativa
han sido reportados previamente. Carlier et al efectuaron un analisis retrospectivo de 14
pacientes con EPA tratados y evidenciaron un crecimiento significativo del 0.9% del
iniltrado graso en los musculos de las extremidades inferiores en un periodo de un afio
(125). El estudio EMBASSY ofrecié datos sobre el seguimiento de 16 pacientes con EPA
usando tests de funciéon muscular o biopsias musculares repetidas (140). Cinco de los
16 pacientes fueron seguidos con RNM cuantitativa usando la secuencia 3-point Dixon.
Después de seis meses, un incremento promedio del 0.6% en la fraccion grasa de todos
los musculos se observo en las extremidades inferiores, lo cual no fue significativo. Sin
embargo, ambos estudios analizaron también musculos de las piernas, como el tibial
anterior o séleo, los cuales habitualmente se comprometen muy poco en EPA, lo cual
seguramente reduce el incremento final observado en el aumento de la fraccién grasa
(71).

Esta tesis demuestra un incremento promedio del 1.7% de la fraccidn grasa en pacientes
sintomaticos bajo TRE después de un afio de seguimiento. Al contrario, no se detectaron
cambios funcionales en el mismo periodo de tiempo. Este incremento en la fraccién
grasa probablemente no sea suficiente para generar cambios funcionales en ese
periodo de tiempo. Sin embargo, el incremento progresivo de la fraccién grasa puede
resultar en deterioro de la funcidén muscular en pacientes bajo TRE por mas de 5 afios
(82). Seria muy interesante conocer el porcentaje de incremento del infiltrado graso en
pacientes sintomaticos no tratados en EPA. Una de las las limitaciones de este estudio
es la ausencia de un grupo control que incluya estos pacientes, lo cual se debe a que la

TRE se empieza rapidamente, apenas los pacientes desarrollan debilidad muscular.

Los factores que influencian la respuesta a la TRE en EPA todavia no se conocen. La
mayoria de los musculos presentan un lento deterioro progresivo a pesar del
tratamiento, semejante a lo que ocurre en muchas distrofias musculares lentamente
progresivas. Observamos que aquellos musculos que presentan menos infiltrado en la

RNM basal son los que menos progresan. Este hallazgo ha sido descripto por otros
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grupos en enfermedad de Pompe y podria estar relacionado con que los musculos con
un cierto grado de degeneracion, pueden presentar acumulo de vacuolas autofagicas,
lo cual altera el transporte de la enzima desde el sarcolema a los lisosomas, reduciendo
el efecto de la droga (40,154,163). Inclusive, esta tasa de progresion también se ha
observado en distrofia facioescapulo-humeral (124), lo cual sugiere que un determinado
grado de dafio muscular basal del musculo esquelético se asocia a una progresion mas
rapida de la enfermedad. Si esto se confirmase, el tratamiento temprano se podria
asociar a un mejor y mas duradero efecto de la droga, lo cual deberia ser estudiado en
el contexto de ensayos clinicos (40,137). Sin embargo, creemos que la RNM cuantitativa
puede jugar un rol importante en la deteccion temprana del infiltrado graso muscular, lo

cual implica un seguimiento mas cercano de pacientes asintomaticos.

En los ultimos afos, diversos grupos han empezado a utilizar secuencias de RNM
cuantitativa para efectuar seguimiento de pacientes con EPA. Sin embargo, esta técnica
tiene algunos contratiempos: no esta disponible en muchos centros médicos, necesita
softwares especificos para la cuantificacion y el analisis de las imagenes, y consume
mucho tiempo. Para sortear estas limitaciones, algunos autores han cuantificado tejido
graso mediante secuencias T1w. Por ejemplo, Pichiecchio et al siguieron 9 pacientes
con EPA por seis meses, asi como Gruhn et al analizaron la RNM muscular de 7
pacientes con EPA mediante esta secuencia (90) (137). A pesar de ser capaces de
identificar cambios en el tejido graso muscular, se ha reportado en la literatura que la
secuencia 3-point Dixon es mas precisa que T1w para la evaluacién de la fraccion grasa

en estudios longitudinales en enfermedades neuromusculares (115)

El analisis de musculatura paraespinal y abdominal es crucial para determinar cambios
y definir si hay una progresion en el infiltrado graso (132) Alejaldre et al demostraron el
compromiso temprano de la musculatura paraespinal en pacientes con EPA, el cual se
puede presentar como miopatia axial pura (132) . En este sentido, la secuencia 3-point
Dixon ha emergido como una potente herramienta, superior a la secuencia T1w, para
detectar cambios leves en el porcentaje de infiltrado graso en musculo esquelético (115)
. Otras secuencias cuantitativas, como T2-mapping, también demostraron un mejor
perfil que la secuencia T1w para evidenciar cambios minimos en la progresion de la
enfermedad (125). Es cada vez mas evidente la necesidad de reforzar nuestro
conocimiento de las nuevas técnicas cuantitativas para poder analizar la progresion de

la enfermedad.

Basado en nuestros resultados, concluimos que la RNM cuantitativa es util para

monitorizar pacientes con EPA sintomaticos y asintomaticos tratados o no tratados con
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TRE y deberia ser considerada como parte de los tests rutinarios efectuados a pacientes
con EPA.

6.2 Caracteristicas clinicas y genéticas de la cohorte

Esta tesis se corresponde con la mayor cohorte de pacientes con EPA estudiados en
Espafa, obteniéndose tanto caracteristicas clinicas de los pacientes como genéticas.
Respecto a este ultimo punto, la mutaciéon mas frecuentemente aislada fue la c.-32-
13T>G, en mas de un 80% de los pacientes. Este elevado porcentaje habitualmente se
observa en poblacion europea caucasica. Esta mutacion, habitualmente heterogénea
desde un punto de vista clinico, no se correlacion6 con caracteristica clinica alguna. La
edad promedio de inicio de los sintomas no difiere de los descripto en la bibiografia
(8,46).

Es evidente la influencia de la TRE en la enfermedad, a partir de la comparaciéon de
diversas caracteristicas clinicas de nuestros pacientes sintomaticos, casi todos tratados,
respecto a los pacientes de los estudios de historia natural de la enfermedad, como los
decriptos por Hagemans et al (8), antes del descubrimiento de la TRE. No hubo
diferencias en el numero de pacientes que requirieron VNI en ambos grupos (37% en el
grupo de Hagemans vs 40% en nuestra cohorte) ni en la edad a la que se empezo la
ventilacién. Sin embargo, parece importante referir que solo dos pacientes empezaron
la VNI una vez iniciada la TRE en nuestra cohorte. Ninguno de nuestros pacientes

estaba confinado a la silla de ruedas, a diferencia del 22% del estudio de Hagemans.

6.3 Descripcion de los hallazgos de RNM muscular mediante secuencias T1W vy 3-

point Dixon en nuestra cohorte

Existe abundante bibliografia definiendo el compromiso muscular por imagenes en EPA,
ya sea mediante RNM o TAC. Esta tesis confirma el deterioro precoz de la musculatura
paraespinal y abdominal (132), asi como de determinados musculos del muslo, como
adductor magnus y semimembranoso. Posteriormente, se comprometen la cabeza larga
del biceps femoral, vasto intermedio y vasto medial, perdiéndose el resto de los

musculos en estadios mas avanzados (61,71).

Una de las mas importantes incorporaciones que efectia esta tesis al estudio de los
patrones de compromiso muscular es la utilizacion de heatmaps(159,160). El analisis
de la WBMRI puede ser dificultoso por la gran cantidad de datos. En ese sentido el
heatmap es una técnica grafica que provee de una representacion visual de cada

musculo de cada paciente, permitiendo tener una vision clara del contexto con gran
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rapidez. Por ejemplo, ningun paciente de nuestra cohorte presentdé compromiso de la
musculatura de piernas, lo cual es facilmente visualizable, y permite afirmar que un
paciente con sospecha de EPA que tenga compromisé de musculatura de piernas, es
poco probable que tenga EPA. Estas técnicas también facilitan los analisis de grandes
series de pacientes. El heatmap destaca aquellos musculos que tienden a estar
comprometidos de forma similar, lo cual es relevante para la interpretacion clinica. Este
resultado actua como una “huella dactilar” de la enfermedad de base, y permitiria

comparar distintas enfermedades entre si.

6.4 Correlacion de la funcion muscular con RNM muscular cuali- y cuantitativa en
EPA

Para considerar los resultados de la RNM muscular como biomarcador en un ensayo
clinico, es indispensable correlacionarlo con los test de funcion muscular (123). Hemos
demostrado una potente correlacion entre los resultados de la RNM muscular y diversas
escalas musculares que habitualmente se usan en ensayos clinicos, como la escala
MRC, el tiempo para caminar 10 metros, o la escala Activim. Detectamos una
correlacion significativa entre la fuerza muscular usando miometria digital y la fraccion
muscular grasa. Por lo tanto, la RNM muscular provee evidencia de dafio muscular, el
cual se relaciona tanto con la fuerza muscular como con diversos test funcionales, lo
cual es independiente del esfuerzo del paciente. Este hecho es particularmente
relevante en EPA, donde el 6MWT se ha utilizado histéricamente como el test funcional
principal para analizar la respuesta al tratamiento. El 6MWT no sélo depende de la
fuerza muscular, sino que esté influenciado por otros factores, como la disnea y el dolor
muscular. De hecho, encontramos una buena correlacion entre la RNM muscular y el
6MWT. Inclusive, la correlacion entre RNM muscular y fuerza muscular fue potente. Los
grupos musculares mas comprometidos fueron también los mas débiles en los test de
fuerza mediante MRC. Los heatmaps analizando MRC (Fig 28) y RNM muscular (Figs
21y 22), practicamente se podian superponer. Basado en estos resultados, se puede
afirmar que la RNM muscular ofrece una forma de medicion valida y consistente de la
funcion muscular. El grupo de Hovarth estudié 7 pacientes con EPA y 11 controles,
usando secuencia PDFF WBMRI (136). Reportaron una gran sensibilidad de la RNM
muscular para detectar cambios sutiles en la RNM en los musculos esqueléticos y una
buena correlacién entre estos resultados y la fuerza muscular mediante MRC. Esta tesis,

que incluye un mayor numero de pacientes, una exploracion fisica mas detallada, una
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comparacion entre secuencias de RNM cuali y cuantitativa, y un protocolo de RNM mas

corto (no mas de 45 minutos), confirma estos resultados.

La RNM muscular permite identificar cambios tempranos en la sefial muscular de
muchos trastornos neuromusculares. Este trabajo demuestra la existencia de signos de
infiltrado graso muscular en 4 de 7 pacientes sin signos clinicos de debilidad muscular.
Tanto el examen clinico, como los test funcionales o respiratorios eran normales en
estos pacientes. Por el contrario, la RNM muscular ya demostraba la existencia de
cambios sutiles, sobre todo en musculatura paraespinal y abdominal, sugiriendo que el
proceso de degeneracion muscular ya habia empezado. Un estudio retrospectivo de
una pequefia cohorte de pacientes con EPA analizando la RNM muscular de cuatro
pacientes asintomaticos, evidencié un notable incremento del infiltrado graso del
musculo aductor magnus en todos ellos, asi como cambios leves en los restantes
musculos del muslo de un paciente pre-sintomatico, sugiriendo que el infiltrado graso se
inicia antes de la presencia de manifestaciones clinicas (100). Estos autores usaron solo
la secuencia T1w para determinar los valores medios de gris, lo cual no es una técnica
cuantitativa. Nosotros usamos la secuencia 3-point Dixon para calcular el porcentaje
exacto de grasa de cada musculo (105). Inclusive, analizamos la funcién muscular en
detalle demostrando la ausencia de sintomas en los pacientes con hiperCKemia aislada,
lo cual refuerza nuestros resultados. En nuestra opinion, la deteccion de un incremento
progresivo de la cantidad de grasa de musculo esquelético de pacientes con EPA podria
ser tenido en cuenta antes de iniciar la TRE en pacientes clinicamente asintomaticos. A
pesar que no se conoce qué grado de infiltrado muscular es necesario en un musculo
determinado para generar debilidad, parece evidente que el proceso de degeneracion
muscular no es reversible una vez que el tratamiento se ha iniciado (112,159). Basado
en estos resultados, creemos necesario efectuar un seguimiento de los pacientes con

EPA, especialmente aquellos con hiperCKemia asilada.

6.5 Evolucion clinica de paciente bajo terapia de reemplazo enzimatico por periodos

mayores a 5 afios

La historia natural en pacientes con EPA no tratados no esta suficientemente definida.
Hay solo unas pocas publicaciones que analizan la progresion clinica de los pacientes
alo largo de los afos (161-163). Sin embargo, en forma general, podemos afirmar que
los pacientes empiezan a presentar debilidad muscular a los 30, la cual progresa en las
dos décadas siguientes, llevando a un moderado a severo grado de discapacidad. A los

50 afios, el 50% de los pacientes puede necesitar silla de ruedas para largas distancias.
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El compromiso respiratorio, sin embargo, puede aparecer en cualquier momento,
afectando la funcion motora y llevando a la utilizacion de ventilacion no invasiva en la
mayoria de pacientes después de los 60 (8,161). Es muy dificil saber en este momento
cual va a ser el impacto de la TRE en la historia natural de EPA. Es muy importante
tener en cuenta que la mayoria de los pacientes han sido tratados por menos de 10
anos. Sin embargo, parece evidente que la TRE estabiliza la funcion motora los
primeros afios y probablemente reduzca la progresién de la enfermedad. Estudios
recientes avalan esta hipétesis, reflejando un cambio en las capacidades motoras en los
pacientes bajo TRE en EPA(81,164,165). Por ejemplo, sélo dos pacientes (15%) de
nuestra cohorte necesitaron silla de ruedas para cubrir largas distancias, siendo menor
al 50% que se describen en estudios de historia natural en pacientes no tratados. Sin
embargo, como muchos pacientes tratados por mayores periodos de tiempo tenian la
impresion de presentar un empeoramiento, decidimos analizar esto en detalle.
Observamos un deterioro leve de las capacidades motoras, especialmente a nivel de
las piernas, en pacientes tratados mas de cinco afios. Estos datos se ven apoyados por
nuestros hallazgos en RNM muscular cuantitativa después de un afio de seguimiento.
La heterogeneidad del deterioro es muy significativa, habiendo pacientes que no
presentan ningun grado de deterioro motor o respiratorio después de muchos afios de
tratamiento. Los factores que podrian influir en la respuesta individual a la TRE no son
conocidos, pero podrian guardar relacién con la edad, genética, status clinico al inicio
de la TRE vy otros factores ambientales y de calidad como el ejercicio, la dieta o la

explosicion a téxicos (24,137)

El declive de la funcion motora tiene una correspondencia con el dano histoldgico.
Estudios efectuados en modelos animals preclinicos demostraron un aumento de las
vesiculas autofagicas en las fibras musculares de ratones GAA-/- tratados con TRE, lo
cual podria ser una explicacion posible (31). Sin embargo, reportes recientes analizando
biopsias muscuares en pacientes bajo tratamiento evidenciaron una disminucion
significativa de la tincion de PAS dentro de las fibras muscuares, desaparicion de las
vacuolas, aumento de la actividad AGA, y mejora del flujo autofagico (40,140). Estos
resultados eran menos notables cuando el dano de la fibra muscular era mas importante,
sugiriendo que existe una correlacion entre el grado de dafio muscular y la eficacia de

la TRE tal como se ha senalado por diversos autores (164,166)

Nuestro studio tiene varias limitaciones, como la ausencia de un grupo control y la falta
de datos sobre la capacidad respiratoria y pruebas funcionales antes del inicio de la
TRE. Esto revela la dificultad para recabar informacion de la funcién muscular y

pulmonar fuera del contexto de estudios de investigacion. Sin embargo, esta es una de
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las mayores cohortes en la que se logra recabar datos sobre capacidades motoras en

pacientes tratados mas de cinco afos.

En conclusion, la TRE alcanza su plateau en los primero afios de tratamiento, seguido
de un lento deterioro progresivo especialmente en la funcién motora, sobre todo a nivel
de las piernas. El desarrollo de estudios de historia natural en pacientes tratados por
periodos de tiempo mas prolongados nos dara mas informacién sobre la efectividad de

la TRE en pacientes con EPA a largo plazo.
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7 CONCLUSIONES

Obijetivo principal

l. La RNM cuantitativa, a través de la secuencia 3-point Dixon, es un biomarcador
evolutivo eficaz para el seguimiento de pacientes con enfermedad de Pompe del

adulto

Obijetivos secundarios

. La mutacion mas frecuentemente encontrada en este estudio fue ¢.-32-13T>G,
con una frecuencia mayor al 80%. Esta es la mutacion mas comun entre
pacientes europeos con EPA.

lll.  Tanto la secuencia T1w como 3-point Dixon objetivaron un compromiso muscular
precoz de musculatura paraespinal y abdominal, asi como un patron de
compromiso a nivel de muslo caracteristico, faciimente deducibles con heatmaps

IV.  Existe una correlacién significativa entre los test de funcion muscular y la RNM
muscular, tanto cuali- como cuantitativa

V.  Los pacientes bajo terapia de reemplazo enzimatico por periodos mayores a 5
afos presentan un declive de las funciones motoras, a pesar del tratamiento

instaurado
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8 LINEAS DE FUTURO

1. Ampliar el periodo de seguimiento de los pacientes con enfermedad de Pompe
del adulto mediante RNM muscular en secuencia 3-point Dixon

2. Utilizar nuevas técnicas radiolégicas, como la espectroscopia y el water T2, para
definir la utilidad de cada una de estas secuencias en el seguimiento de
pacientes

3. Investigar nuevas secuencias de RNM muscular o medicina nuclear que
determinen directamente la carga de glucégeno muscular

4. Ampliar el campo de biomarcadores en EPA: uso de micro-RNA y derivados del
glucégeno en orina

5. Definir variables que puedan predecir respuesta a tratamiento en pacientes bajo

TRE mas de cinco anos
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Abstract

Objectives

Enzyme replacement therapy has shown to be effective for childhood/adult onset Pompe
disease (AOPD). The discovery of biomarkers useful for monitoring disease progression is
one of the priority research topics in Pompe disease. Muscle MRI could be one possible
test but the correlation between muscle MRI and muscle strength and function has been
only partially addressed so far.

Methods

We studied 34 AOPD patients using functional scales (Manual Research Council scale, hand
held myometry, 6 minutes walking test, timed to up and go test, time to climb up and down 4
steps, time to walk 10 meters and Motor Function Measure 20 Scale), respiratory tests
(Forced Vital Capacity seated and lying, Maximun Inspiratory Pressure and Maximum Expira-
tory Pressure), daily live activities scales (Activlim) and quality of life scales (Short Form-36
and Individualized Neuromuscular Quality of Life questionnaire). We performed a whole body
muscle MRI using T1w and 3-point Dixon imaging centered on thighs and lower trunk region.

Results

T1w whole body muscle MRI showed a homogeneous pattern of muscle involvement that
could also be found in pre-symptomatic individuals. We found a strong correlation between
muscle strength, muscle functional scales and the degree of muscle fatty replacementin
muscle MRI analyzed using T1w and 3-point Dixon imaging studies. Moreover, muscle MRI
detected mild degree of fatty replacement in paraspinal muscles in pre-symptomatic patients.
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Conclusion

Based on our findings, we consider that muscle MRI correlates with muscle function in
patients with AOPD and could be useful for diagnosis and follow-up in pre-symptomatic
and symptomatic patients under treatment.

Take home message

Muscle MRI correlates with muscle function in patients with AOPD and could be useful to
follow-up patients in daily clinic.

Introduction

Childhood/adult onset Pompe disease (AOPD) is a genetic disorder caused by mutations in the
GAA gene leading to a deficiency of the enzyme acid a-glucosidase[1]. This enzyme degrades gly-
cogen inside the lysosomes. Glycogen accumulates in skeletal muscles of AOPD patients leading
to a number of pathologic changes producing muscle weakness[2]. AOPD patients may have dif-
ferent clinical presentations, such as asymptomatic hyperCKemia, slowly progressive limb girdle
weakness and respiratory insufficiency secondary to respiratory muscle weakness[3].

Enzyme replacement therapy with alfa-glucosidase (ERT) has changed the natural history of
AOPD[4]. Published studies show that ERT improves muscle function during the first months of
treatment and stabilizes clinical situation over time[5-7]. One of the main drawbacks of this
treatment is the high cost of the drug per patient and year (more than 250.000$/year). Consider-
ing that the drug stabilizes function but lifelong treatment is needed, health authorities have
expressed concern regarding how to measure the effectiveness of treatment and when therapy
should be started[8]. Clinical guides suggest that muscle MRI could be useful to follow progres-
sion of the disease in treated patients or to monitor signs of muscle deterioration in patients with
asymptomatic hyperCKemia, anticipating the onset of their treatment[9-11].

Muscle MRI is a useful tool to study the structure of skeletal muscles. There are several
sequences that analyzes different aspects of muscle [12]. T1-weighted (T1w) and 3-point
Dixon imaging provide information on fat infiltration in muscle[13, 14]. T1w imaging has
been used to identify patterns of muscle fatty infiltration helpful for the diagnosis of muscles
diseases[15, 16]. Recent studies have pointed out the utility of 3-point Dixon sequences to
quantify the percentage of fatty infiltration in muscles and follow-up patients over a period of
time[17, 18]. However it is not yet known whether the degree of muscle fatty infiltration corre-
lates with muscle strength and function in AOPD patients. This question needs to be addressed
prior to consider muscle MRI as a surrogate biomarker of disease progression, especially at
present, when ERT has changed the natural history of the disease. To tackle this question, we
performed a transversal observational study in a large group of AOPD patients comparing
muscle function tests with results of T1w and 3-Point Dixon muscle imaging.

Material and Methods
Clinical assessment

We are currently conducting a prospective observational study following-up a cohort of 34
genetically confirmed AOPD patients at the Hospital of Sant Pau. This study is registered in
the webpage ClinicalTrials.gov with the identifier NCT01914536. All patients provided written
informed consent to participate in the study. The study was reviewed and approved by the Eth-
ics Committee at Hospital de la Santa Creu i Sant Pau.
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We collected data concerning epidemiological characteristics, general medical background
and current clinical status at basal visit. Two physiotherapists evaluated muscle function using
the following tests: 6-minutes walking test (6MWT), time to walk 10 meters, time to up-and-
go, time to climb up and down 4 steps, and motor function measure-20 items scale (MFM-20).
Daily living activities were studied using Activlim test and quality of life was investigated using
INQoL and SF-36 questionnaires.

Muscle strength was studied using both Muscle Research Council scale (MRC) and hand-held
myometry. Using MRC, which grades muscle strength from 0 (no movement) to 5 (normal
strength), we evaluated neck flexion and extension, arm abduction, elbow flexion and extension,
finger flexion and extension, hip flexion, extension, adduction and abduction, knee flexion and
extension, and foot flexion, extension, inversion, and eversion. Trunk flexion and extension func-
tions, which are not commonly studied using MRC, were analyzed as follows: normal movement:
5 points, ineffective muscle contraction: 3 points, no muscle contraction: 0 points. We defined a
MRC total score as the aggregate of MRC scores of every single function analyzed.

Using hand-held myometry we evaluated the following muscle functions: neck flexion, arm
abduction, elbow flexion and extension, hip flexion, extension, adduction, and abduction, knee
flexion and extension. These studies were performed only on patient’s dominant side. A myo-
metry score was defined as the aggregate of scores obtained with the myometer.

We obtained forced vital capacity seated (SFVC), forced vital capacity in a lying position
(IFVC), maximum inspiratory pressure (MIP) and maximum expiratory pressure (MEP) using a
conventional spirometry. We performed a blood analysis to all patients to test CK levels before
physiotherapy assessment. The normal values of CK in our laboratory are less than 174 U/L.

Muscle MRI

Whole body muscle MRI was performed in a Philips Achieva XR 1.5 Teslas device at Hospital
dela Santa Creu i Sant Pau. Axial T1 weighted turbo spin echo images were obtained using the
following acquisition parameters TR = 757 ms, TE = 17 ms, thickness = 8 mm, number of
slices = 164, FOV =530 x 530 mm, acquired voxel size = 1.6 x 2.88 mm. 3-point Dixon images
were acquired in 3D with the following acquisition parameters: TR/TE = 5.78/1.8, 4 ms, flip
angle = 15 degrees, FOV = 520 x 340 x 300 mm, voxel size = 1 x 1x 3 mm of both thighs and
FOV =520 x 320 x 200 mm and voxel size = 1.3 x 1.7 x 5 mm for the lower trunk. Water and
fat images were automatically obtained from the Dixon acquisition. The time to obtain all the
images was 45 minutes per patient.

Two observers (J.D. and J.L.) quantified fatty muscle infiltration in T1w imaging using the
modified version of the Mercuri score published by the group of Dr. Fischer [19]:

o Normal muscle appearance: 0 points
o Mild: traces of increased signal intensity on the T'1-weighted MR sequences: 1 point

o Moderate: increased T'1-weighted signal intensity with beginning confluence in less than 50%
of the muscle: 2 points

o Severe: increased T'1-weighted signal intensity with beginning confluence in more than 50%
of the muscle: 3 points

o End-stage appearance: entire muscle replaced by increased density of connective tissue and
fat: 4 points

Each muscle was evaluated at both sides. A complete list of the muscles analyzed can be
found in S1 Materials. We generated a muscle MRI score that was calculated adding all the
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values obtained from the muscles analyzed. Its value ranged from 0 (lowest value, all muscles
are scored as 0) to 290 (highest value, all muscles are scored as 4).

To analyze 3-point Dixon images we chose five cross-sectional Dixon slices of thighs and
lower trunk, in which muscle volume was highest. A complete list of the muscles analyzed can
be found in S1 Materials. We mapped full cross-section of muscle groups or individual muscles
and the fat fractional data were generated.

A single observer (S.F-B) estimated fat content in the muscles using the PRIDE platform
(Philips Research Image Development Environment) which enables analysis of Dixon images.
In order to calculate the fat fraction, a ROI (Region of Interest) was drawn in both the fat and
water images. Fat fraction coefficient was defined as fat/fat+water) where fat and water are the
image intensity values over the ROI for the water and fat images respectively.

Statistics

We used Shapiro-Wilk test to confirm that none of our measured variables were normally dis-
tributed and we used non-parametric statistic tests for the analysis.

Mann-Whitney U test was used to compare quantitative variables and Chi-square test to
compare qualitative variables. To investigate whether there was a correlation between the mus-
cle function scales and MRI findings we used Spearman’s rank correlation (coefficient reported
asr). We considered the correlation was good if P was lower than 0.05 and r was 0.65 or higher.
Hierarchical analysis and graphical representation as a heatmap was performed using R soft-
ware version 3.1.3 as previously described[20]. Statistical studies were performed using SPSS™
Statistics software version 21 from IBM®. All data acquired from the visits and analysis of the
MRIs can be found in the Supplemental Study Data Section.

Results
Clinical description of the cohort

We included 34 patients with a diagnosis of AOPD (Table 1). Seven patients were considered
asymptomatic as they had only hyperCKemia, without any clinical symptom of muscle weak-
ness, while 27 patients were considered symptomatic as they had muscle weakness. HyperCKe-
mia patients were younger than symptomatic ones (21.4 y.o. vs 50.18 y.0o, Mann-Whitney U
test, p<0.001) (Table 2).

The most common clinical complaint was muscle weakness involving lower limbs. Only
20% of patients had problems raising their arms. Twelve patients used aids for walking such as
cane or stick, while two patients were wheelchair bound. Exertion dyspnea was present in 60%
of patients and orthopnea was present in 28%. Thirteen of 27 symptomatic patients (48.1%)
were on respiratory support; which was non-invasive and nocturnal in 12 patients and invasive
in 1 patient.

Twenty-two of the 27 symptomatic patients were treated with ERT, while none of the
hyperCKemia patients were under ERT. The mean age at which ERT was started was 45.7 +/- 9
years old. The mean time on ERT when the tests were performed was 4.4 +/- 1.03 years.

Analysis of muscle function

The MRC scale detected muscle weakness in all symptomatic patients. Hierarchical clustering
analysis of the MRC scale scores showed that paraspinal, abdominal and proximal muscles of
lower limbs were the weakest muscles (Fig 1). In general, hip extension was weaker than hip
flexion and thigh adduction was weaker than thigh abduction. Mean muscle MRC score was
161.5 points (range 124-180). MRC score had a poor correlation with age at the time of the
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Table 1. List of patients participating in the study.

N | Gender Age at Phenotype GAA gene CK | ERT| Ageat A Wheelchair | Ventilation
Study (y) Mut 1 Mut 2 un) ERT (y) | dependent
1 F 50 Proximal weakness LL IVS1-13T>G c.1076-1G>C 251 | Yes 47 N N
+ axial
2 F 48 Proximal weakness UL and IVS1-13T>G c.2173C>T 779 | Yes 39 Y Y
LL + axial + respiratory IV§1-13T>G
insuf®ciency
3 F 26 HyperCKemia IVS1-13T>G c.1889-1G>A 779 | No - N N
4 F 63 Proximal weakness LL IVS1-13T>G €.2600_2604delinsA | 311 | Yes 59 N N
+ axial
5 M 11 HyperCKemia IVS1-13T>G c.573C>A 276 | No - N N
6 F 45 Proximal weakness LL IVS1-13T>G c.1532C>A 322 | Yes 42 N N
7 F 51 Proximal weakness LL IVS1-13T>G €.236_246del 240 | Yes 47 N N
8 M 66 Axial + respiratory IVS1-13T>G c.1933G>T 406 | No - N N
insuf®ciency
9 F 59 Proximal weakness LL IVS1-13T>G c.1637A>G 341 | Yes 52 N N
10 F 55 Proximal weakness LL IVS1-13T>G c.2173C>T 359 | Yes 48 N N
11 M 42 Proximal weakness LL IVS1-13T>G c.573C>A 606 | Yes 39 N Y
+ axial + respiratory
insuf®ciency
12 F 31 Proximal weakness UL and IVS1-13T>G c.1637A>G 391 | Yes 24 Y Y
LL + respiratory insuf®cieng
13 F 46 Proximal weakness LL IVS1-13T>G C.1192dupC 396 | Yes 39 N N
14 M 47 Proximal weakness LL c.2173C>T c.2173C>T 508 | Yes 45 N Y
+ respiratory insuf®cieng/
15 M 51 Proximal weakness LL IVS1-13T>G c.1657C>T 709 | Yes 45 N Y
+ respiratory insuf®cieng
16 F 51 Proximal weakness UL and IVS1-13T>G c.1657C>T 458 | Yes 46 N Y
LL + respiratory insuf®cieng
17 M 22 HyperCKemia IVS1-13T>G c.1781G>A 1268 | No - N N
18 M 49 HyperCKemia c.271G>A c.2510G>A 641 | No - N N
19 M 14 HyperCKemia IVS1-13T>G c.573C>A 660 | No - N N
20 F 65 Proximal weakness LL c.1781G>A c.1194+5G>A 68 | Yes 64 N N
+ respiratory insuf®cieng
21 F 35 Proximal weakness LL IVS1-13T>G c.1A>T 355 | Yes 29 N N
22 F 40 Proximal weakness LL IVS1-13T>G c.1889-1G>A 831 | No - N Y
23 F 52 Proximal weakness LL c.1781G>A c.1194+5G>A 907 | Yes 45 N N
+ respiratory insuf®cieng
24 M 64 Proximal weakness UL + LL | IVS1-13T>G c.2481+102_2646 430 | Yes 57 N Y
+ axial + respiratory +31del
insuf®ciency
25 M 8 HyperCKemia IVS1-13T>G c.1889-1G>A 1077 | No - N N
26 F 57 Proximal weakness LL IVS1-13T>G c.1447G>T 394 | Yes 55 N Y
+ respiratory insuf®cieng
27 M 46 Proximal weakness LL IVS1-13T>G c.1532 C>A 882 | Yes 43 N Y
28 M 51 Proximal weakness LL IVS1-13T>G c.1933G>T 952 | Yes 51 N Y
29 M 51 Proximal weakness LL IVS1-13T>G c.1933G>T 432 | No - N Y
30 M 43 Proximal weakness LL IVS1-13T>G |c.1408_1410delinsTTT| 317 | Yes 43 N N
31 F 54 Axial *Not found *Not found 275 | Yes 48 N N
32 M 42 Proximal weakness UL + LL | IVS1-13T>G c.655G>A 886 | No - N N
33 F 20 HyperCKemia IVS1-13T>G c.1551+1G>A 928 | No - N N
(Continued)
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Table 1. (Continued)

N | Gender Age at Phenotype GAA gene CK |ERT | Ageat Wheelchair | Ventilation
Study (y) Mut 1 Mut 2 un) ERT (y) dependent
34 M 50 Proximal weakness LL IVS1-13T>G c.1637A>G 492 | No - N Y

Patient 31: Diagnosis was con®rmedby enzymatic quanti®ation in muscle biopsy and peripheral blood lymphocytes. No mutation was found in the GAA
gene. F, female. M, male

doi:10.1371/journal.pone.0163493.t001

study (Spearman test, p:0.015; r = -0.414), with time from onset of the symptoms (Spearman
test, p:0.018; r = -0.404) and with gender (Spearman test, p = 0.009, r: 0.441) and did not corre-
late with delay in the start of ERT (Table 3). In contrast, MRC score had a good correlation
with the results of most of muscle function tests used in clinical trials such as 6MWT or the
time to climb up and down four stairs, and also with scales measuring daily live activities
(Activlim) or muscle function (MFM-20). Correlation between MRC score and Quality of life
scales was statistically significant, but correlation coefficient was poor. We also measured
strength using hand-held myometry. The mean myometry score was 196.3 points (range 55-

Table 2. Demographic, clinical and radiologic features of hyperCKemia and symptomatic Pompe patients.

HyperCKemia (N = 7) Symptomatic (n = 27) Statistical signi®cance
Demographic characteristics

Age at study (y) 21.4 (+/-15.5) 50.1 (+/-8.9) <0.001
Gender female 2/7 (28.6%) 16/27 (59.3%) 0.124*

Delay in diagnosis (y) 6.1(+/-5.1) 9 (+-7) 0.367

Time of progression (y) NA 15.5 NA
Strenght and functional scales
Total MRC score 119.5(0.7) 96 (15.5) <0.001
Myometry score (Nm) 288.28 (137.3) 196.63 (136.1) 0.143
Time to walk 10 meters (sec) 3.22(0.5) 7.40(3.7) 0.006
6 minutes walking test (meters) 594 (75.6) 403.5 (147.1) 0.003
Time climb up 4 steps (sec) 1.5(0.2) 4.7 (3.4) 0.002
Time go down 4 steps (sec) 1.4 (0.2) 3.7 (2.5) 0.022
Time to up&go (sec) 3.8(1.5) 9.4 (8.5) 0.140
Daily live activities and quality of live scales

Activlim 36 (6.3) 29.3(5.9) 0.003

SF-36 (%) 0.002

INQuol 14.4 110.6 <0.001

Laboratory, respiratory and cardiac assesments

CVF seated (%) 95.7(12.2) 75.7(22.6) 0.049

CVF lying (%) 82.3 (12.5) 64.4(27) 0.240

CPKs (U/1) 911.5(260.9) 523.8(236.6) 0.008

Muscle MRI-T1w imaging
Total muscle MRI Score 6 (6.8) 125.9 (46.7) <0.001
Muscle MRI head/arms 2.1 253 <0.001
Muscle MRI trunk 4.9 13.7 <0.001
Muscle MRI legs 0.5 74.3 <0.001
Muscle MRI-3 point Dixon imaging

Thighs fat fraction (%) 11.73 38.17 <0.0001
Paraspinal muscles fat fraction (%) 18.79 65.07 <0.0001

doi:10.1371/journal.pone.0163493.t002
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Fig 1. Distribution of muscle weakness in the cohort of AOPD participating in the study. The heatmap showed the MRC value for all muscles
studied. Hip extension and flexion and trunk extension and flexion were the most weak impaired movements of the patients. In contrast, we did not
observe distal weakness involving the lower or the upper limbs.

doi:10.1371/journal.pone.0163493.9001

570). There was a good correlation between the total MRC score and the Myometry score
(Spearman test, p = 0.001; r: 0.667). Myometry score correlated well with muscle function
tests, but this correlation coefficient was lower than correlation coefficient obtained with
MRC score (Table 3).

Muscle MRI analysis: T1w imaging and pattern description

We performed a hierarchical clustering analysis of values obtained from the
quantification of T1w muscle MRI and visualized these data using heatmaps (Fig 2). Our
analysis showed pre-dominant involvement of paraspinal muscles, abdominal muscles,
tongue, subscapularis and
latissimus dorsi in head and trunk. Head muscles (except tongue), upper limbs and
periscapu-lar muscles (except subscapularis) were not generally involved. In lower limbs,
glutei muscles, psoas, illiacus and posterior muscles of the thighs (semitendinosus,
semimembranosus, adductor major and longus, and both heads of biceps) were
predominantly involved. Glutei minor and medius were more involved than glutei
maximus. Vastus intermedius was the most commonly involved quadriceps muscle, while
rectus femoris was rarely involved. In contrast, sartorius and gracillis muscles and lower legs
muscles were commonly spared (Fig 2). We show some exam-ples of muscle involvement
in Fig 3.
We observed subtle changes in 4 of the 7 pre-symptomatic patients (Fig 2). Mild fatty
infil-tration (score = 1) was observed in paraspinal muscles (multifidus, longisimus,
iliocostalis),
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Table 3. Correlation between MRC Score, Myometry Score, demographic data and muscle function tests.

Gender
Age at MRI

Time from onset of symptoms

Delay from onset to ERT

Time to walk 10 meters
6MWT
Time to up&go
Time to climb up 4 stairs
Time to go down 4 stairs
MFM-20

Activlim
SF-36
INQoL

CVF seated
CVF lying
MIP
MEP

MRC Score Myometry Score
Spearmantest Correlation coef®cient Spearman test Correlation coef®dient
Demographic data
0.009 0.441 0.01 0.553
0.015 -0.414 0.049 -0.351
0.018 -0.404 0.012 -0.437
0.158 0.384
Functional tests
0.0001 0.803 0.0001 0.722
0.0001 0.708 0.0001 0.642
0.083 -0.322 0.487 -0.132
0.0001 -0.810 0.0001 -0.630
0.0001 -0.770 0.0001 -0.664
0.0001 0.803 0.0001 0.722
Daily live activities and Quality of life scales
0.0001 0.860 0.0001 0.726
0.017 0.448 0.002 0.579
0.001 -0.587 0.001 -0.633
Respiratory tests

0.012 0.454 0.469 0.140

0.05 0.498 0.666 0.121
0.246 -0.308 0.254 -0.314
0.149 -0.392 0.670 0.125

Table 3 shows correlation between MRC Score and myometry score with demographic data, muscle function tests and daily live activities.

doi:10.1371/journal.pone.0163493.t003

abdominal muscles (rectus abdominis, obliquus internus, obliquus externus, transversus abdo-
minalis), tongue, and adductor major muscles.

Muscle MRI analysis: 3-point Dixon imaging.

We analyzed twelve muscles of the thighs and four muscles of the trunk. Fig 4A summarizes
the results, showing significant differences in fatty infiltration of muscles between symptomatic
and hyperCKemia patients (Mann-Whitney U test, p<0.05). S1 Fig shows an example of a
3-point Dixon analysis of thighs. The degree of muscle involvement in symptomatic patients
varied from severe, as in Adductor Major (median fat fraction 78.05%) to mild involvement as
in Rectus femoris (median fat fraction 13.46%) (S1 Table). Fatty substitution of paraspinal mus-
cles (multifidus, longisimus and illiocostalis) was very high in symptomatic patients, reaching
more than 80% in 19/27 symptomatic patients, and was also detectable in hyperCKemia
patients (median fat fraction of 22.26%). There was a strong correlation between Mercuri
scores detected using T1w imaging and fat fraction analyzed using 3-point Dixon images (Fig
4D).

Correlation between muscle function tests and muscle MRI

Correlations between myometry measures and fat infiltration in appropriately tested muscles
were similar for 3-point Dixon and for T1w imaging (S2 Table). For example, correlation
between knee flexion strength and “hamstring average fat fraction” (the average of fatty
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Fig 2. Representation of score of muscle infiltration observed in T1 imaging in each muscle of every patient by heatmaps. (A)
Heatmap including muscles of the head, upper limbs and trunk. (B) Heatmap including muscles of the pelvis and lower limbs. In each
heatmap, patients (rows) are ordered according to hierarchical clustering with increasing grading in infiltration severity from the top to the
bottom. Muscles (columns) are ordered according to dendrogram (upper part of the figures). The score of a muscle in a patient is indicated by
the colour of the square in the interaction between the patient and that muscle. The darker the square, the more intense the fatty infiltration of
that muscle is.

doi:10.1371/journal.pone.0163493.9002

infiltration in semimembranosus, semitendinosus, biceps long and short head muscles) for
3-point Dixon imaging was p = -0.70, while for T1w imaging, was r = -0.649 (Fig 4D).

We developed a muscle MRI-T1w score that was the sum of values of the Mercuri scale for
each muscle. The mean MRI score was 6 (range: 0 to 15 points) in hyperCKemia patients and

Fig 3. T1w Muscle MRI of patients with Pompe disease. We observed mild fatty infiltration in muscles of hyperCKemia patients: Tongue (Tin
A), paraspinal muscles (Ps in B), lateral abdominal muscles (Ab in B) and rectus abdominis (RA in C) and in adductor major muscles (AM in D).
The fatty infiltration in symptomatic patients was more evident (E-L). The muscles more commonly involved were tongue (T in E), subscapularis
(Scin F), latissimus dorsi (LD in G), the abdominal (Ab in H) and paraspinal muscles (Ps in H), the Gluteus minor (GMn in |), medius (GMe in J)
and maximus (GMa in J), the muscles of the pelvic floor such as the Externus Obturator (Obt. Ext. in K), the posterior muscles of the thighs
(Post in L), and the vasti muscles including vastus intermedius (VI in M) and vastus lateralis (VL in M). We observed involvement of rectus
femoris and gracillis in advanced patients (RF and Gra in N). Muscles of the lower legs were commonly spared (O).

doi:10.1371/journal.pone.0163493.9003
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Fig 4. Analysis of fatty infiltration in muscle MRIs. (A) We observed significant differences in the percentage of fatty infiltration quantified using
3-point Dixon technique in most of the muscles between symptomatic (red bars) and hyperckemia patients (green bars). We compared both groups
using the Student T test (single asterisk for differences with p<0.05 and double asterisk for differences with p<0.01). (B) Fat-fraction maps of the
right thigh in a hyperckemia and a symptomatic AOPD patient. We show the quantification of the fatty involvement of posterior muscles of the
thighs using the mean Mercuri Score and the mean 3 point Dixon score (Semitendinosus, Semimembranosus, Biceps Long Head and Biceps Short
Head). Pompe 14 patients

(hyperckemia patient) had higher strength in knee flexion measured with the myometer than patient 1 (symptomatic patient). We observed
predominant fatty infiltration in the posterior muscles of the thighs producing decreased strength in the knee flexion test. (C) There was a strong
correlation between knee flexion strength and the degree of muscle fatty infiltration calculated both using 3-point Dixon (left) and the Mercuri scale
(right). Green dots showed values of hyperckemia patients, while red ones represent values of symptomatic patients. (D) We found a strong
correlation between 3 point Dixon analysis and Mercuri score. We have represented the correlation between the quantification of fat infiltration
using the mean Mercuri score and the mean 3-point Dixon score of the posterior thigh muscles (Semitendinosus, Semimembranosus, Biceps Long
Head and Biceps Short Head). RF: rectus femoris; VL: vastus laterallis; VM: vastus medialis; VI: vastus intermedius; AM: adductor major, AL:
adductor longus; BSH: biceps short head, BLH: biceps long head; ST: semitendinosus; SM: semimembranosus; SA: sartorius; GR: gracillis; MU:
multifidus; LO: longissimus; IL: iliocostalis; QU: quadratus femoris; PS: psoas; ABD: lateral abdominal muscles; RA: rectus abdominis.

doi:10.1371/journal.pone.0163493.004 125.9 (range: 39 to 210 points) in symptomatic patients (Table 2). These differences reached
statistical significance (Mann-Whitney U, p<0.001). We found strong correlation between
muscle MRI-T1w score and most of the functional muscle tests, such as MRC score, 6SMWT,
MEFM-20 or Activlim scale (Table 4). In contrast, we did not find a good correlation with respi-
ratory tests results or quality of life scales (SF-36 and INQoL). Fig 5 shows 3 examples of corre-
lation between Muscle MRI and functional tests.

We also found strong correlation between the average fat fraction of thigh measured using
3-point Dixon imaging and functional scales (Table 4). In most of the cases, correlation coeffi-
cients were higher for 3-point Dixon studies than for T1w imaging. For instance, the correla-
tion coefficient between 6MWT (main test used in clinical trials) and 3-point Dixon tests was p
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Muscle MRI in Pompe Disease

Table 4. Comparison among MRI score and 3-point Dixon correlations with demographic data and muscle function tests.

T1w-MRI Score 3-point Dixon (Average Thigh)
SpearmanTest Correlation coef®cient Spearman Test Correlation coef®cient
Demographic data
Gender 0.069 -0.315 0.019 -0.456
Age at MRI 0.055 0.381 0.022 0.391
Time from onset of symptoms 0.257 0.231 0.043 0.349
Delay from onset to ERT 0.421 -0.224 0.498 -0.152
Functional tests
Myometry Score 0.001 -0.560 0.0001 -0.633
6MWT 0.001 -0.610 0.0001 -0.764
Time to up&go 0.097 0.308 0.006 0.515
Time to climb up 4 stairs 0.0001 -0.782 0.0001 0.858
Time to go down 4 stairs 0.0001 -0.737 0.0001 0.810
MFM-20 0.0001 0.693 0.0001 -0.681
Daily live activities and Quality of life scales
Activlim 0.0001 0.785 0.0001 -0.754
Respiratory tests
FVC seated 0.035 -0.386 0.018 -0.469
FVC lying 0.08 -0.450 0.055 -0.544
PIM 0.356 0.247 0.40 0.253
PEM 0.541 -0.171 0.6 -0.16

doi:10.1371/journal.pone.0163493.t004

= -0.764 while it was lower for T1w imaging, r = -0.610. There was no correlation between
3-point Dixon studies and results of respiratory studies.

We analyzed the group of hyperCKemia patients in detail. We found mild changes in mus-
cle MRI in four out of seven cases using T1w imaging that were statistically significant (Mann-
Whitney U test, p = 0.008). HyperCKemia patients with changes in MRI were older than 20
years old, whereas patients with no changes were younger than 15 years old. 3-point Dixon
analysis showed statistically significant differences in the amount of muscle fatty infiltration of
the paraspinal muscles in hyperCKemia patients older than 20 years when they were compared
with patients younger than 15 years old (Table 5). In contrast, functional scales were similar in
both groups.

Discussion

In the present paper we demonstrate that muscle MRI is a useful tool for the study of patients
with AOPD for several reasons. Muscle MRI efficiently identifies a group of atrophic muscles
that corresponds to the weakest muscles in clinical examination. Muscle MRI has a good corre-
lation with results of the functional muscle scales commonly used in clinical trials. Addition-
ally, muscle MRI has sensitivity to detect early fat infiltration in patients with hyperCKemia
before functional scales are impaired. Based on our results, muscle MRI is a acceptable tool to
investigate muscle function status in patients with AOPD.

MRI imaging is progressively gaining widespread use to study patients with muscle diseases
[14]. There are sequences available to study several aspects of muscle structure. Carlier et al
showed the striking utility of using whole-body T1w imaging in a group of twenty AOPD
patients, revealing bright signals as indicators of fat replacement in some specific muscles[21].
This technique facilitates pattern recognition when diagnosis is not clear [22]. However, quan-
tification of fatty infiltration using T1w imaging is based usually in visual semiquantitative
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Fig 5. Correlation between Muscle MRI and Functional scales. Patient 30 is a 43 years old man with mild
infiltration of pelvic and lower limbs muscles with minor functional impairment. Patient 22 is a 40 years old lady with
moderate involvement of trunk, pelvic and thighs muscles. She was able to perform most of her daily live activities
with no major problems but her clinical examination showed moderate weakness of pelvic muscles. Patient2 is a
48 years old lady with a severe involvement of muscle producing severe weakness and notably impairing her daily
live activities.

doi:10.1371/journal.pone.0163493.9005

scales that are observer dependent. On the other hand, analysis of 3-point Dixon images is per-
formed using software that quantifies the exact amount of fat per pixel. Thus, 3-point Dixon is
more accurate than T1w imaging to detect slight changes in fatty infiltration. For this reason,
3-point Dixon could be potentially useful in clinical trials of patients with AOPD, in which
fatty infiltration slowly progresses over time.

Nevertheless, to consider muscle MRI findings as a reliable outcome measure, it should also
correlate with relevant patient function tests[23]. We show strong correlations between muscle
MRI results and several functional scales commonly used in clinical trials such as MRC, time
to walk 10 meters or the Activlim scale. We detected a significant correlation between muscle
strength measured using hand held myometry and muscle fat fraction. Accordingly MRI pro-
vides evidence of muscle damage that correlate strongly with muscle strength and function that
are independent of participant effort. This fact is especially important in patients with AOPD
in whom 6 MW has been used as the main functional test to analyze response to treatment.
6MWT is not only dependent on muscle strength, but is also influenced by many other factors
such as dyspnea and muscle pain, therefore in our opinion, it analyzes general endurance. In
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Table 5. Comparison between presymptomatic patients with hyperckemia depending on the results of the MRI.

Normal MRI (n = 3)) Abnormal MRI (n = 4)) Mann-Whitney

Age (y) 11 29.2 0.073
MRC Score 180 179.2 0.243
Myometry Score (Nm) 261.24 308.49 0.695
6MWT (min) 616 577 0.572
Time to walk 10 meters (sec) 3.0 3.3 0.571
Time to climb up 4 stairs (sec) 1.4 15 0.677
Time to go down 4 stairs (sec) 1.3 1.5 0.455
Time to up&go (sec) 4.8 3.1 0.204
MFM-20 57.6 59.2 0.471

Activlim 36 36 1
T1w-MRI Score 0 10.5 0.008
3-point Dixon Fat fraction Thighs (%) 11.93 11.58 0.865
3-point Dixon Fat fraction Paraspinal muscles (%) 13.54 33.43 0.039

doi:10.1371/journal.pone.0163493.t005

fact, we have found a good correlation between muscle MRI and 6MWT. Moreover, the corre-
lation between muscle MRI and muscle strength was strong. Muscle groups that were found
atrophic in muscle MRI were the ones weak in MRC study. Heatmaps analyzing MRC (Fig 1)
and muscle MRI are practically overlapping (Fig 2). Based on our results, muscle MRI offers a
valid and consistent surrogate measure of muscle function. The group of Hovarth studied 7
Pompe patients and 11 controls, using whole-body proton-density fat-fraction imaging[24].
They reported a great sensitivity of MRI to detect subtle changes in skeletal muscles and a good
correlation between muscle MRI results and muscle strength analyzed using MRC scale. Our
study, which contains a larger number of patients, a more detailed physical examination, a
comparison between quantitative and qualitative MRI sequences, and a shorter MRI protocol
time (no more than 45 min), confirms their results.

Muscle MRI is also able to identify early changes in muscle signal of several neuromuscular
disorders. We observed signs of muscle fatty infiltration in 4 out of 7 patients without any clini-
cal symptom of muscle weakness. Clinical examination, functional and respiratory tests were
all normal in these patients. In contrast, muscle MRI already revealed subtle changes, preferen-
tially involving paraspinal and abdominal muscles, suggesting that the process of muscle
degeneration had started. A recent retrospective study in a small cohort of AOPD patients ana-
lyzing muscle MRI of lower limbs in four asymptomatic patients showed a remarkable increase
in fat infiltration of Adductor magnus muscle and mild changes in the remaining thigh muscles
in one pre-symptomatic patient, suggesting that progressive fatty muscle infiltration starts
before clinical manifestations[21]. However, the authors only used T1w imaging to determine
mean gray values, which is not a quantitative technique. We have used 3-point Dixon
sequences which calculate the exact percentage of fat in every muscle[25]. Moreover, we have
analyzed muscle function in detail using several different tests demonstrating the lack of symp-
toms in patients with isolated hyperCKemia and therefore strengthening our results. In our
opinion, detection of a progressive increase in the amount of fatty infiltration in skeletal mus-
cles could potentially be taken into account before deciding to start ERT treatment in a patient
with clinically asymptomatic AOPD. Although it is not know how much fatty infiltration in a
single muscle is needed to produce weakness, it seems clear that the process of muscle fatty
degeneration is not reversible once the treatment is started[26, 27]. Based on our results, it
makes sense to follow-up AOPD patients with repeated muscle MRIs, especially those with
asymptomatic hyperCKemia. Analysis of paraspinal and abdominal area is crucial to detect
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changes and to determine whether fatty involvement of muscles progress[28]. We have already
described the early involvement of paraspinal muscles in AOPD patients, which can sometimes
present as a pure axial myopathy[28]. In this sense, 3-point Dixon imaging technique has emerged
as a powerful tool, superior to T1w imaging, to detect subtle changes in percentage of muscle fatty
infiltration in skeletal muscles[29]. Other quantitative sequences, such as quantitative T2-map-
ping, also showed a better profile than T1-weighted imaging to determine minimal changes in
AOPD progression[30]. Although our aim was not to analyze disease progression, those results
reinforce the need to improve our knowledge and use of new quantitative techniques.

In the last years several groups have started using quantitative MRI sequences to follow-up
AOPD patients. However, these new quantitative techniques have some drawbacks: they are
not available in many of the medical centers, they need specific software for quantification and
the acquisition and analysis of the images consume a lot of time. In order to surpass these limi-
tations, some authors have quantified fat tissue in skeletal muscles of T1w images using imag-
ing software. For example, the group of Dr. Pichiechio followed-up 9 AOPD patients for six-
months and the group of Dr. Kley analyzed muscle MRI of 7 AOPD using this technology([31,
32]. Although they were able to identify changes in fat tissue present in the muscles, it has
reported than 3-point Dixon is more precise and reliable than T1w analysis for evaluation of
fat fractions in longitudinal follow-up studies of patients with neuromuscular disorders[29].
We are currently conducting a prospective study of a large cohort of AOPD patients using
3-point Dixon as a tool in patient follow-up. We hope this new study will further support the
usefulness of MRI for routine clinical practice.

In conclusion, muscle MRI is a reliable, valid and surrogate biomarker of muscle function in
patients with AOPD. Muscle MRI is not only useful for diagnosis but also may be useful to pre-
dict muscle function in these patients. Furthermore, muscle MRI visualizes fatty muscle infil-
tration in asymptomatic Pompe patients before functional tests are impaired and potentially
help to decide when ERT treatment should be started. Based on our observations, we consider
muscle MRI could be used as a complementary test in clinical trials and in daily clinics of
patients with AOPD.

Supporting Information

S1 Fig. Examples of Fat fraction estimation. (A) Muscles of the thighs can be clearly identi-
fied in a single slice. (B) Selection of the region of interest (ROI) in the vastus laterallis muscle
for the analysis of fat fraction that in this case is of 23.1%. (C) Paraspinal muscles can be identi-
fied in a single slice. (D) Selection of the region of interest (ROI) in the multifidus muscle for
the analysis of fat fraction that in this case is of 21%.

(TIF)

S1 Materials. Muscles studied using Fischer modified Mercuri Scale and 3 point Dixon.
(DOC)

S1 Table. Quantification of fatty muscle infiltration using 3-point Dixon imaging. Quanti-
fication of fatty muscle infiltration in muscles of thighs and trunk in symptomatic AOPD
patients and patients with hyperckemia only. Student T test was used to compare both groups
of patients. P values lower than 0.05 were considered significant.

(DOCX)

S2 Table. Comparison of the correlation between quantification of fatty involvement ana-
lyzed using T1 imaging and 3-point Dixon with muscle strength in appropriately tested
muscles. We correlated the strength of the thighs muscles with the degree of fatty infiltration
in muscles analyzed using T1w and 3-point Dixon imaging. We correlated hip flexion with
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ABSTRACT

Late onset Pompe disease (LOPD) is a slow, progressive disorder characterized by
skeletal and respiratory muscle weakness. Enzyme replacement therapy (ERT) slows
down the progression of muscle symptoms. Reliable biomarkers are needed to follow
up ERT-treated and asymptomatic LOPD patients in clinical practice. In this study, 32
LOPD patients (22 symptomatic and 10 asymptomatic) underwent muscle MRI using 3-
point Dixon and were evaluated at the time of the MRI with several motor function tests
and patient-reported outcome measures, and again after one year. Muscle MRI showed
a significant increase of 1.7% in the fat content of the thigh muscles in symptomatic
LOPD patients. In contrast, there were no noteworthy differences between muscle
function tests in the same period of time. We did not observe any significant changes
either in muscle MRI or in muscle function tests in asymptomatic patients over the year.
We conclude that 3-point Dixon muscle MRI is a useful tool for detecting changes in
muscle structure in symptomatic LOPD patients and could become part of the current

follow-up protocol in daily clinics.
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INTRODUCTION

Pompe disease is a genetic disorder characterized by glycogen accumulation in all
tissues of the body [1]. Pompe patients are classified as infantile or late onset (LOPD)
depending on their age when symptoms first appear. LOPD patients have variable
clinical presentations, ranging from asymptomatic hyperCKemia to limb girdle and
respiratory muscle weakness [2]. Enzymatic replacement therapy (ERT) is indicated for
LOPD patients with skeletal muscle weakness and/or respiratory involvement [3].
Several studies have reported motor and respiratory stabilization during the first few
years of ERT, and even a decrease in the mortality rate [4-9]. However, it has been
suggested that ERT does not stop muscle degeneration at the histological level [10].
Indeed, recently published data have shown impairment in muscle and respiratory

function after several years of treatment [11].

In following up asymptomatic LOPD patients, the main aim is to detect changes in
muscle function that could support ERT treatment. However, normal muscle function
tests do not reveal the integrity of the muscle structure of these patients; muscle fiber
loss and fatty replacement could have started without yet influencing the results of the
tests. Moreover, it is questionable whether muscle function tests are precise enough to
detect subtle changes, and most authors agree that we need reliable non-invasive

biomarkers of disease progression [12, 13].

Quantitative muscle MRI (QMRI) has emerged as a valuable biomarker to follow up the
progression of neuromuscular disorders [14-18]. gqMRI is a non-invasive tool that
quantifies the amount of fat present in a muscle's region of interest (ROI). The total

muscle area and remaining muscle tissue can also be calculated [16, 17]. We have
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previously demonstrated that qMRI correlates strongly with common outcome measures
used in LOPD [19]. Our main aim was to investigate MRI changes occurring in the
muscles of LOPD patients and assess whether qgMRI was more sensitive to changes
after one year than other commonly used motor function tests or patient-reported

outcome measures (PROMs).
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We recruited 32 late onset Pompe disease (LOPD) patients for this study. They were

classified as symptomatic or asymptomatic depending on the presence of weakness at

clinical examination. Twenty-two patients were symptomatic and treated with ERT

while ten were non-symptomatic and only had hyperCKemia. This second group was

studied in neuromuscular disorder units because high levels of CKs were found in

routine blood tests (7 cases) or because they had relatives already diagnosed with

Pompe disease (3 cases). Clinical and genetic data of the patients included in the study

are described in tables 1 and 2. We'found two pathogenic mutations in'all our patients.

Respirat
Age at CK Age at Wheelchair
N Gender Phenotype Mut 1 Mut 2 ERT ory
study (y) w/mn ERT dependent
support
Proximal
1 Female 50 weakness LL + IVS1-13T>G | ¢1076-1G>C | 251 Yes 47 N N
axial
Proximal
weakness UL
2 Female 48 and LL + axial IVS1-13T>G c.2173C>T 779 Yes 39 Y NIV
+ respiratory
insufficiency
3 Female 26 HyperCKemia IVS1-13T>G c.1889-1G>A | 720 No - N N
4 Female 63 Proximal IVS1-13T>G | ¢.2600_2604 | 311 Yes 59 N N
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weakness LL +

axial

delinsA

Male

11

HyperCKemia

IVS1-13T>G

c.573>A

Female

45

Proximal

weakness LL

IVS1-13T>G

c.1532C>A

322

Yes

42

Female

51

Proximal

weakness LL

IVS1-13T>G

€.236_246del

240

Yes

47

Female

59

Proximal

weakness LL

IVS1-13T>G

c.1637A>G

341

Yes

52

Female

55

Proximal

weakness LL

IVS1-13T>G

c.2173C>T

359

Yes

48

10

Male

42

Proximal
weakness LL +
axial +
respiratory

insufficiency

IVS1-13T>G

c¢.573C>A

606

Yes

39

NIV

11

Female

31

Proximal
weakness UL
and LL +
respiratory

insufficiency

IVS1-13T>G

c.1637A>G

24

12

Male

47

Proximal
weakness LL +
respiratory

insufficiency

c.2173C>T

c.2173C>T

508

Yes

45

NIV

13

Male

51

Proximal
weakness LL +
respiratory

insufficiency

IVS1-13T>G

c.1657C>T

709

45

NIV

14

Female

51

Proximal
weakness UL
and LL +
respiratory

insufficiency

IVS1-13T>G

c.1657C>T

458

Yes

46

NIV

15

Male

22

HyperCKemia

IVS1-13T>G

c.1781G>A

126
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16 Male 49 HyperCKemia c.271G>A ¢.2510G>A 641 No - N
17 Male 14 HyperCKemia IVS1-13T>G c.573C>A 660 No - N
Proximal
weakness LL + c.
18 Female 65 c.1781G>A 68 Yes 64 N
respiratory 1194+5G>A
insufficiency
Proximal
19 Female 35 IVS1-13T>G c.1A>T 355 Yes 29 N
weakness LL
Proximal
20 Female 40 IVS1-13T>G | ¢.1889-1G>A | 831 Yes - NIV
weakness LL
Proximal
weakness LL + ¢.1194+5G>
21 Female 52 c.1781G>A 907 Yes 45 N
respiratory A
insufficiency
Proximal
weakness UL +
€.2481+102_
22 Male 64 LL + axial + IVS1-13T>G 430 Yes 57 NIV
2646+31del
respiratory
insufficiency
¢.1889-1 107
23 Male 8 HyperCKemia IVS1-13T>G No - N
G>A 7
Proximal
weakness LL +
24 Female 57 IVS1-13T>G c. 1447G>T 394 Yes 55 NIV
respiratory
insufficiency
Proximal
25 Male 46 IVS1-13T>G c. 1532C>A 882 Yes 43 NIV
weakness LL
Proximal
26 Male 51 IVS1-13T>G c. 1933G>T 952 Yes 51 NIV
weakness LL
27 Male 51 HyperCKemia IVS1-13T>G c.1933G>T 432 No - N
c.
Proximal
28 Male 43 IVS1-13T>G 1408_1410d 317 Yes 43 N
weakness LL
elinsTTT
Proximal UL
29 Female 54 and axial *Not found *Not found 275 Yes 48 N

weakness
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[
30 Female 20 HyperCKemia IVS1-13T>G 928 No - N
1551+1G>A
c.1551+1
31 Male 50 HyperCKemia IVS1-13T>G 250 No - N
G>A
IVS1-
32 Female 36 HyperCKemia IVS1-13T>G 230 No - N
13T>G

Table 1: Clinical characteristics of the cohort of LOPD patients participating in the

study. Normal CK levels were lower than 170 U/L. Patients 13 and 14 and patients

26 and 27 were siblings. Respiratory support: NIV means non-invasive ventilation

while IV means invasive ventilation. UL: Upper limbs, LL: lower limbs, Y: yes, N: No.

Patients
ERT treated HyperCKemia p*
Number of patients 22 10
Gender (W) 15, 68.2% 3,30% 0.06*
Age at baseline 51 (45-55) 24 (13.5-49.5) 0.04
Time from onset of symptoms 15 (11-22) -
Time on ERT 4(2-7) -
Walking aids 10 -
Ventilation 11 -
Time to walk 10 meters (s) 7.1 (5.3-8.8) 3.1(2.7-34) 0.001
6 MWT (m) 414.5 (306.2-493.2) 603 (535.2-677.7) 0.0001
Time to climb 4 steps (s) 3.4 (2.3-6.5) 1.5 (1.2-1.9) 0.005
Time to descend 4 steps (s) 2.8 (2.1-4.8) 1.4 (1.1-1.6) 0.007
Timed up & go test (s) 5.7 (3.1-7.9) 4(2.9-5.4) 0.03
MRC 96 (84-106) 120 (118-120) 0.0001
Myometry 141 (101-231) 342 (215-491) 0.02
MFM-20 (score) 47.5 (43.5-55) 59.5 (57.5-60) 0.0001
CVF seated (%) 79.9 (60.2-88.7) 92 (85.8-103) 0.03
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CVF lying (%) 68.5 (39.5-81.7) 85.5(77.5-92.2) 0.02
Activlim (score) 21 (18-26) 18 (18-24) >0.05
SF36 (score) 56.9 (43.7-69.9) 85.5 (69-90) 0.02
INQoL (score) 39 (23.5-53.9) 2.5(0.9-18.1) 0.05

1 Table 2: Demographic and clinical data of symptomatic and asymptomatic Pompe

2 patients included in the study. Median value and 25"-75" percentiles are shown for
3 every variable. S: seconds, m: meters.
4

5 Baseline Muscle MRI and muscle function analysis.

6  We focused our attention on the trunk and thigh regions because these muscles are the

7  most commonly involved in LOPD [19, 20]. Analysis of 3-point Dixon studies showed
8  ahigher statistical significance for the fat fraction (FF) in symptomatic compared to

9 asymptomatic LOPD patients in all analyzed muscles, except for sartorius and gracillis

10  (Figure 1C).

Muscle analyzed:
Vastus lateralis
Area: 17.8 cm

Fat fraction: 23.4%

€

100
0
0

" - Symptomatic
m Asymptomatic

aae ame aaw gae axk xew
ke ELN S I
g " T8 T2 Ta lgulnm g

RF VL Gr VM Sa BFSH VI ST AL BFLH Pso SM Ps AM
Muscles analyzed

ok sk dkek

E]

% Fat fraction

e 3 B 8 & 8 8

11
12 Figure1: Analysisof fat fraction in thigh and trunk musclesin LOPD patients at

13 baseline. A and B show an example of how ROIs are drawn to obtain total muscle area
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and fat fraction in 3-point Dixon images. C shows the fat fraction calculated for thigh
and trunk muscles in symptomatic (red) and asymptomatic (blue) patients. The box plot
includes the 25%-75% percentile, the mid lines indicate the median, bars are the 5th_gs5th
percentiles. ¥*P<0.05, ** P<0.01 and ***P<0.001. RF: Rectus Femoris, VL: Vastus
Lateralis, Gr: Gracilis, VM: Vastus Medialis, Sa: Sartorius, BFSH: Biceps Femoris
Short Head, VI: Vastus Intermedius, ST: Semitendinosus, AL: Adductor Longus, BFLH:
Biceps Femoris Long Head, Pso: Psoas, SM: Semimembranosus, Ps: Paraspinalis, and

AM: Adductor Major.

Thigh FF was significantly higher in symptomatic than asymptomatic patients (Median:
34.03 vs. 11.07, Mann Whitney U test, p=0.0001). We found strong correlations
between muscle function tests and average thigh FF at baseline (Table 3). For example,
thigh FF correlated with the total MRC lower limb score (p=0.0001, p=—0.89) or
6MWT results (p=0.0001, p=—0.68). In contrast, there was a poor correlation between
thigh FF and respiratory parameters (CVF while seated: p=0.02, p=0.4; CVF while
lying down: p=0.17, p=—0.34), as well as with the results of the patient-reported
outcome measures (INQoL: p=0.05, p=0.37). We did not find a strong correlation
between thigh FF and clinical parameters such as age at baseline (p=0.03, p=0.48), time

from onset of symptoms (p=0.06, p=0.32), or time on ERT (p=0.013, p=0.52).

Muscle function test p Spearman qurelatlon
coefficient
Muscle function tests

MRC score (all muscles) 0.0001 -0.89
MRC score (lower limbs) 0.0001 -0.91
Myometry score (all muscles) 0.0001 -0.64
Myometry score (lower limbs) 0.0001 -0.65
6MWT 0.0001 -0.68
Time to walk 10 meters 0.0001 0.80
Time to climb 4 steps 0.0001 0.84

10
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Time to descend 4 steps 0.0001 0.75

Timed up & go test 0.021 0.40

MFM-20 0.0001 -0.75
Spirometry

CVF seated 0.022 -0.40
CVF lying 0.17

Patient-reported outcomes

Activlim 0.01 0.43
SF36 total 0.08

SF36 physical 0.004 -0.53
SF36 mental 0.86

INQoL 0.05 0.37

Table 3: Correlation between Thigh fat fraction and muscle function tests,
spirometry results and patient-reported outcomes at baseline visit. Spearman test
was used to study whether there was a significant correlation between variables.
Adjustment for multiple comparisons using Bonferroni correction was applied; p

was considered significant if lower than 0.003.

Oneyear muscle MRI and muscle function analysis

We repeated muscle function tests, spirometry, patient-reported outcome measures and
muscle MRI for all patients after one year. In symptomatic patients, muscle function
tests, spirometry and patient-reported outcomes did not show significant changes from
baseline to year 1 (Table 4). In contrast, 3-point Dixon images detected a median
increase of 1.7% in thigh FF that was statistically significant (paired Wilcoxon signed
rank test, p=0.001) (Figure 2). Changes in FF between baseline and year 1 for

individual muscles are specified in Table 5.

Symptomaltic treated Asymptomatic patients
patients (baseline vs. P symp p P
(baselinevs. 12-month
12-month follow-up) |value _ value
_ follow-up) (n=10)
(n=22)
Muscle function tests
MRC total, score 0 (-4;+6) 0.79 0 (0;+1) 0.31
MRC L ower 0 (-5;+4) 0.54 0(0) 0.31

11
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limbs, score

Knee extension
(Nm)

Kneeflexion (Nm) | 1.84 (-1.26;+5.97) | 0.20 | -0.51(-10.13;+6.43) | 0.67
Hip flexion (Nm) | 3.97 (-1.7;+9.84) | 0.14 |  -0.75 (-15.1;+3.9) 0.40

10.74 (0;+20.44) 0.19 -0.96 (-18.11;+3.15) 0.40

Hip ?ﬁtg)‘gon 2(-0.13;+547) | 0.08 | -4.15(-16.04;:+1.82) | 0.40
6-MWT, m 0(-9.5:+11) 0.96 10 (-24.7:+7.5) 0.48
Timetowalk 10 0(-1.44:+0.4) 043 | -0.1(:252:4032) 091
m, seconds
Tsit"(;;sfos:g;‘gs‘l 0 (-0.42;+0.5) 0.77 -0.1 (-0.32; 0) 0.39
Timetodescend 4| 35,1 3y 043 | -0.05(-0.12;+0.1) 0.55

steps, seconds

Timfe‘;,ugef go 0.6(-04:452) | 047 | -0.15(-0.72:+0.97) | 0.94
MFM-20, score 0 (-2;+2) 0.63 0 (0;+1) 0.33
Respiratory studies
CVF seated (%) -0.3 (-4;+3) 0.24 0 (-6;+5.77) 0.73
CVF lying (%) 0 (-6.2;+7.62) 0.73 9 (-2;+12) 0.13
Muscle MRI
gMRI Thighs 1.79 (+0.2;+2.4) 0.001 -0.11 (-0.82;+0.4) 0.57
gMRI Paraspinal | -0.03 (-2.23;+0.73) | 0.34 0(-1.25;+1.89) 0.77
Patient-reported outcomes
Activlim 33 (+1;+59) 0.81 67.5 (+37.5;+70.2) 0.31

SF36 1.8 (+0.67;+10.73) | 0.22 | 3.28 (+24.84;+10.12) 0.89
INQoL -2.9 (-5.5;+0.73) 0.17 -4.3 (-8.2;+1.1) 0.31

Table 4: Change between baseline and year 1 evaluation in muscle function tests,
spirometry, quantitative muscle MRI and patient reported outcome measures in
symptomatic and asymptomatic LOPD patients. Median value and 25th-75" percentiles
are shown. Paired Wilcoxon signed rank test was used to find out whether the
differences observed between baseline and year 1 evaluation were statistically
significant. Adjustment for multiple comparisons using Bonferroni correction was

applied; p was considered significant if lower than 0.002.

12
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Figure 2:Yearly progression in thigh muscle fat replacement in symptomatic
L OPD patients. The box plot includes the 25h.75™ percentile, the mid lines indicate
the median, bars are the 5™-95" percentiles. Each dot represents one symptomatic

LOPD patient. Mann-Whitney U Test, ***P<0.001

Symptomatic Asymptomatic
treated patients Pvalue patients (baseline P
(basdlinevs. 12- vs. 12-month value
month follow-up) follow-up)
Rectus Femoris | 0.44 (+0.02;+2.22) | 0.04 | -1.04 (-1.94-0.19) | 0.13
Vastus Lateralis | 1.4 (+0.01;42.99) | 0.009 | -0.55(-1.3;+0.22) | 0.24
Vastus Medialis 0.22 (-1.04;+2.8) 0.15 0.48 (-1.34;4+2.03) | 0.44
Vastus Intermedius| 1.66 (+0.24;+3.21) 0.001 -0.54 (-1;10.05) 0.13
Biceps Femoral ) )
<hort head 1.76 (-0.3;+2.78) | 0.007 | 0.01 (-1.23;+2.64) | 0.64
Biceps femoral 12(-02;+#3.3) | 0.006 | 0.36(-0.79;+0.64) | 0.64
long head
Adductor Longus 0.04 (-1.6;+1.24) 093 | -0.2(-1.62;+1.35) | 0.50
Adductor Magnus | 0.51 (-0.06;+1.66) 0.053 | 0.3 (-1.79;+1.03) 0.57
Sartorius 1.03 (-0.85;+2.34) | 0.08 | -0.97 (-1.38;+1.13) | 0.38
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Gracillis 0.11 (-2.44:+1.79) | 0.73 | -0.71 (-1.79;+0.77) | 0.44
Semitendinosus 1.17 (0;+3.22) 0.02 | -0.45(-1.9;+0.77) | 0.59
Semimembranous | 0.6 (-0.61;+3.15) | 0.10 | 1.82(-0.16;+3.21) | 0.02
Total thigh 1.79 (+0.2;+2.4) | 0.001 | -0.11(-0.82;+0.4) | 0.57
Paraspinal -0.03(-2.23;+0.73) | 034 | 0(-1.25:+1.89) | 0.77
Psoas 0.97 (+0.06:+0.95) | 0.02 |-0.91 (-3.08;+2.71) | 0.67

Tableb5: Fat fraction progression in every thigh and trunk muscle after one year of
follow-up in symptomatic and asymptomatic patients. Median value is shown with
25th-75" percentiles in brackets. Paired Wilcoxon signed rank test was used to find out
whether the differences observed between baseline and year 1 evaluation were
statistically significant. Adjustment for multiple comparisons using Bonferroni

correction was applied: p was considered significant if lower than 0.004.

We studied whether demographic or clinical factors such as sex or age at the start of
ERT were associated with the increase of thigh FF at year 1. We only found a
significant correlation between baseline thigh FF and increase of thigh FF at year 1
(Spearman test p=0.024; p=0.48). The thigh FF value in a single patient is an average
value of fat present in muscles at different stages of involvement, from mild
involvement to complete fat replacement. It has recently been shown that the basal
status of muscles could influence response to treatment and consequently their increase
in FF [21]. For this reason, in an exploratory post-hoc analysis, we decided to study all
muscles as separate variables. We classified muscles as having mild fatty infiltration
when FF at baseline was lower than 30%, moderate infiltration when FF at baseline was
between 30 and 60%, and severe infiltration when FF at baseline was higher than 60%.
There were significant differences in the increase in FF between the three groups after
one year (Kruskal-Wallis, p<0.0001, Figure 3). We observed that FF in muscles with

less than 30% FF at baseline increased less than muscles with FF between 30 and 60%
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after one year (median +0.28% vs. +2.84%, p<0.0001). In a similar way, FF in muscles

with more than 60% FF at baseline increased less than muscles with FF between 30 and

60% during the same period (median +0.75% vs. +2.84%, p=0.004).
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Figure 3: Yearly progression of fat replacement in individual muscles of symptomatic

patients. A: Each dot represents fat fraction calculated in a single muscle. Vertical lines

divide muscles based on baseline fat fractions: low (green dots, 0-30%), intermediate
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(red dots, 30-60%) and severe (orange dots, 60-90%). B: Increase in muscle fat
replacement related to baseline fat fraction. The box plot includes the 25th.75h
percentile, the mid lines indicate the median, bars correspond to the 5h_gs5h percentiles.

Black dots are outliers. Kruskal-Wallis test, *P<0.05, **P<0.01.

Muscle FF did not change significantly in asymptomatic LOPD patients. The median
change in thigh FF in this group was -0.11% (Paired Wilcoxon signed rank test,
P=0.57). We did not find significant changes in muscle function tests in this group of

patients after the one year follow-up (Table 4).
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DISCUSSION

In the present study we show that quantitative muscle MRI using 3-point Dixon is a
useful tool for monitoring disease progression in patients with late onset Pompe disease.
qMRI was more sensitive to the changes over a period of one year than other more
conventional muscle tests. We analyzed a large cohort of LOPD patients including
symptomatic treated patients and asymptomatic patients with hyperCKemia. Our
results support the addition of gqMRI to the protocol currently used to follow up LOPD
patients. In the case of treated patients, qgMRI could be useful for analyzing treatment
response. For asymptomatic patients, meanwhile, an increase in fat infiltration detected
by gMRI, before clinical symptoms are evident, should be taken into account when

considering ERT or a closer follow-up of progression.

Hereditary myopathies are characterized by slow progression over the years. Skeletal
muscle is replaced by fat and fibrotic tissue leading to muscle weakness [22]. However,
annual changes in muscle strength and function can be subtle and difficult to quantify,
and it is not uncommon to find a heterogeneous rate of progression among patients. For
these reasons, establishing the progression rate of hereditary myopathies is a difficult
task. This difficulty needs to be addressed, especially at present, when several drugs
designed to slow down the progression of these diseases are being tested in clinical
trials[23]. To keep up with these therapeutic advances, the neuromuscular field needs

reliable biomarkers to detect subtle changes in muscle structure and function [24-26].

gMRI has recently been suggested as a useful tool for following up patients with

various neuromuscular diseases [13, 15, 18, 27, 28]. We analyzed the progression of

muscle fat infiltration in patients with LOPD over a period of one year using a qMRI
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sequence, the 3-point Dixon, which has been reported to be a valuable outcome
measure, reproducible and more sensitive to change after a short period of time than
muscle function tests [17]. Our results agree with this previous observation. However,
in our opinion, 3-point-Dixon has some limitations. Analysis of the images is still
performed by hand as ROIs are manually drawn on muscle sections, making the
evaluation of images a time-consuming task that requires a high degree of expertise and
patience. Software that can automatically calculate fat fraction on an entire slice stack
has been developed, but has not yet been applied to neuromuscular disorders [29]. As
fat infiltration is not homogeneous through all the muscle, several slices should be
analyzed to calculate median fat infiltration. Moreover, the analysis of a new set of
images obtained from the same patients after a period of time requires internal anatomic

landmarks to facilitate the recognition of slices that were previously quantified.

This is the largest prospective study using qMRI in LOPD patients reported so far. We
analyzed 22 LOPD patients treated with ERT in a wide range of clinical situations, from
wheelchair-bound patients requiring ventilation, to patients with slight weakness and no
major problems in daily activities [30, 31]. Two reports including longitudinal data of
gMRI imaging from LOPD patients have already been published. Dr. Carlier and
collaborators performed a retrospective analysis of 14 LOPD patients treated with ERT
and found a significant increase of 0.9% in FF of all lower limb muscles during a one
year period [32]. The EMBASSY study provided follow-up data for 16 LOPD patients
using muscle function tests or repeated muscle biopsies [33]. Five of the 16 patients
were also followed up using gqMRI which included 3-point Dixon. After six months, a
mean increase of 0.6% in FF of all leg muscles was observed. However, both studies

analyzed lower leg muscles, such as tibialis anterior or soleus, that are commonly less
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involved in LOPD, probably reducing the final average increase in FF observed [19,

20].

Our study also adds new information about the natural progression of pathology in
Pompe disease. 3-point Dixon imaging quantifies fat infiltration in skeletal muscles,
which is a common pathological change observed in neuromuscular disorders. In the
case of LOPD, the earliest pathological change is the accumulation of glycogen inside
lysosomes in the sarcoplasm [34]. The progressive addition of lysosomes has two
consequences. On the one hand, there is dysfunction in the contractile properties of the
myofiber. On the other, the cellular autophagy process is impaired, leading to an
accumulation of debris inside the muscle fiber [35-37]. Eventually, the muscle fiber
degenerates and dies, and is replaced by fat, which is detectable using muscle MRI.
ERT has been shown to reduce the accumulation of glycogen in the sarcoplasm and
reactivate cellular autophagy, reducing muscle fiber loss [37]. We therefore argue that
3-point Dixon could be useful in following up the progression of muscle fiber loss and
fatty replacement in LOPD, which is the final consequence of glycogen accumulation in
lysosomes. However, 3-point Dixon imaging does not identify glycogen, which would
be very useful in following up asymptomatic patients for whom muscle fiber necrosis
has probably just started or is minimal [38]. MRI sequences to detect glycogen in
human tissue have been developed, including (13)C-MR spectroscopy, chemical
exchange saturation transfer imaging or proton MRS. However, this technology is not
routinely available on standard clinical scanners [39]. MRI sequences commonly used
in clinical centers include T1, 3-point Dixon, T2 and STIR [40]. An increase in the
STIR signal in muscles from LOPD patients has recently been described, with the

suggestion that this is related to the presence of water molecules retained by glycogen
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[41]. Nevertheless, this increase was not detected in all Pompe patients. In a similar
way, an increased T2 signal has been described in some muscles in Pompe patients [32].
Although the increase in STIR signal has been related to accumulation of water or
edema, the increase in T2 signal is not specific and can be observed in muscle fiber
necrosis, inflammation, or presence of free water [42, 43]. We therefore still need MRI
sequences capable of identifying glycogen that can be used in clinical settings, and

future research should focus on this area.

We detected an average increase in FF of 1.7% in symptomatic ERT treated patients
after one year of follow-up. In contrast, no functional changes were observed in the
same period of time. The increase in FF detected in ERT-treated patients is probably not
enough to produce a functional change. However, the progressive increase of FF could
result in a deterioration of muscle function after several years, as has been recently
described in patients treated with ERT for more than 5 years [11]. It would be very
valuable to identify the ratio of FF increase in non-treated symptomatic LOPD patients.
One of the limitations of this study is that we had no control group including
symptomatic non-treated patients, because ERT usually starts soon after patients

develop muscle symptoms.

The factors that could influence the response of LOPD to ERT are still not known. The
majority of muscles had a slow, continuous progression despite ERT treatment, which is
reminiscent of that observed in other slow, progressive muscular dystrophies. We
observed that those muscles which were less infiltrated at the basal evaluation were the
ones that progressed the least. This finding has also been reported by other groups

studying Pompe disease. In our opinion, this may be due to the fact that in muscles with
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a certain degree of degeneration, autophagic vacuoles accumulate, impairing the
transport of the enzyme from the sarcolemma to the lysosomes and probably reducing
the effect of ERT [35-37]. However, this rate of progression has also been described in
patients with facioscapulohumeral muscle dystrophy [28], suggesting that a certain
amount of baseline damage in skeletal muscles can be associated with a more rapid
progression of the disease. If this were confirmed, early treatment of patients could
result in a better and longer-lasting response to drugs, although this should be further
investigated in a prospective clinical trial [21, 37]. In any case, we think qMRI may
play an important role in the early detection of fatty infiltration in muscle, which would

suggest following up asymptomatic patients more closely.

Based on our results, we conclude that gqMRI is a very efficient tool for demonstrating
the muscular condition of Pompe patients from the morphological point of view, and to
monitor symptomatic and asymptomatic LOPD patients treated or not with ERT in daily
clinics. However, its utility in detecting muscle degeneration in short therapeutic trials

may be questionable.
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METHODS

Study design and participants

We are conducting a prospective observational study following up LOPD patients at the
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau (HSCSP) in Barcelona. This comprises annual
evaluations, including muscle function tests, spirometry, quality of life scales and
quantitative muscle MRI. This study is registered in ClinicalTrials.gov with the
identifier NCT01914536. The HSCSP ethics committee approved the study and all
participants signed an informed consent form. All study procedures were performed in
accordance with Spanish regulations.

Inclusion criteria for the study were: 1) Diagnosis of LOPD based on recommendations
recently proposed by the European Pompe Consortium; reduced enzymatic activity in
leukocytes, fibroblasts or skeletal muscle and/or the presence of two mutations in the
GAA gene following the diagnostic [44]; 2) No contraindications to MRI; 3) Symptoms
of muscle weakness starting after the age of 18; 4) Willingness to complete all muscle

function tests, respiratory assessment and patient-reported outcomes measures.

All patients were studied by two physiotherapists (I.B. and I.P.) with considerable
experience in neuromuscular disorders at HSCSP in Barcelona. The physiotherapists
evaluated muscle function using the following tests: the 6 minute walking test, time to
walk 10 meters, timed up-and-go test, time to climb up and down 4 steps, and the motor
function measure-20 item scale (MFM-20) [45]. Muscle strength was studied using both
the Muscle Research Council scale (MRC) and hand-held myometry. ACTIVLIM,
INQoL and SF-36 were used as patient-reported outcome measures [46]. We obtained
forced vital capacity, both seated and lying down, using the Carefusion Microlab ML

3500 MKS8 spirometer (Carefusion, Yorba Linda, CA, USA).
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Patients were classified as symptomatic or asymptomatic. We considered a patient
symptomatic when muscle weakness was found in clinical examination using the MRC

scale, or when Forced Vital Capacity was at less than 85% of the normal values.

Muscleimaging

All patients were examined in a Philips Achieva XR 1.5 Tesla located at HSCSP. We
used the same positioning protocol for all patients: a supine position with the legs

stretched out, the patella facing upwards and the ankles in a neutral position.

Axial 3D 3-point Dixon images were acquired with the following acquisition
parameters: TR/TE=5.78/1.8, 4 ms, flip angle=15°, FOV=520x340x300 mm, voxel
size=1x1x3 mm for thighs and FOV=520x320x200 mm and voxel size=1.3x1.7x5 mm

for the lower trunk. The acquisition time was 45 minutes per patient.

Two investigators (S.F-B. and J.D-M.) analyzed 3-point Dixon MR images using the
PRIDE (Philips Research Image Development Environment) tool. ROIs were manually
drawn on five slices of the following muscles: rectus femoris, vastus intermedius, vastus
lateralis, vastus medialis, adductor magnus, sartorius, gracilis, semitendinosus and
semimembranosus; on three slices of biceps femoris long head, biceps femoris short
head and adductor longus; and on two slices for psoas and lumbar paraspinal muscles.
We used anatomical landmarks to ensure consistency between baseline and year 1
analysis: we took the last slice in which the femoral head was observed as a reference,

and analyzed muscles every 5 cm along the entire thigh.
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For every ROI, the total area and area covered by fat were calculated automatically

using the PRIDE tool (Figure 1A and B). The fat fraction coefficient was defined as

f at/ fat + water where fat and water were the image intensity values over the ROI for

the fat and water Dixon images respectively. From those two parameters, and assuming
that water content corresponds mainly to muscle, fat and muscle area were estimated.
Accumulative values across all slices were also computed and, as a final index, muscle
Fat Fraction (FF) was calculated as follows: FF=(muscle fat area x 100)/ muscle

area. Once we obtained the values from every muscle we calculated thigh fat fraction as
follows: thigh FF=(Sum of fat area of all thigh muscles x 100)/sum of muscle area of all

thigh muscles).

The average time to quantify fat fraction in 3-point Dixon images was 60 minutes. A
high degree of reliability was found between investigators. The IIC coefficient was

0.982 with a 95% confidence interval from 0.977 to 0.987.

Statistics

We used non-parametric tests for the statistical analysis of the variables. We used the
Mann-Whitney U test to investigate whether there were significant differences between
variables between groups (symptomatic vs. asymptomatic). Agreement between fat
fraction measurements in quantitative muscle MRI, taken by two different investigators,
was measured using the Intraclass Correlation Coefficient (IIC). We used the paired
Wilcoxon signed rank test to investigate whether there were significant changes in
motor function tests, spirometry, quality of life scales and the fat fraction measurements
obtained with qMRI between the baseline and year 1 visit. We used Spearman’s rank
correlation (coefficient reported as p) to investigate whether there was a correlation

between the results of the muscle function tests, spirometry, quality of life scales and
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the thigh fat fraction obtained using qMRI. As we ran multiple correlations, a
Bonferroni test was performed to avoid type 1 errors. An ROC curve was performed to
study whether thigh fat fraction was able to differentiate between symptomatic and
asymptomatic Pompe patients with high sensitivity and specificity. The results of all
statistical studies were considered significant if P was lower than 0.05. Statistical
studies were performed using IBM SPSS® Statistics software version 21.

The datasets generated during the current study are available from the corresponding

author on reasonable request.
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Figurelegends

Figure 1: Analysisof fat fraction in thigh and trunk musclesin LOPD patients at
baseline. A and B show an example of how ROIs are drawn to obtain total muscle area
and fat fraction in 3-point Dixon images. C shows the fat fraction calculated for thigh
and trunk muscles in symptomatic (red) and asymptomatic (blue) patients. The box plot
includes the 25%-75™ percentile, the mid lines indicate the median, bars are the 5th_g5th
percentiles. ¥*P<0.05, ** P<0.01 and ***P<0.001. RF: Rectus Femoris, VL: Vastus
Lateralis, Gr: Gracilis, VM: Vastus Medialis, Sa: Sartorius, BFSH: Biceps Femoris
Short Head, VI: Vastus Intermedius, ST: Semitendinosus, AL: Adductor Longus, BFLH:
Biceps Femoris Long Head, Pso: Psoas, SM: Semimembranosus, Ps: Paraspinalis, and

AM: Adductor Major.

Figure 2:Yearly progression in thigh muscle fat replacement in symptomatic
LOPD patients. The box plot includes the 25th_75M percentile, the mid lines indicate
the median, bars are the 57-95" percentiles. Each dot represents one symptomatic

LOPD patient. Mann-Whitney U Test, ***P<0.001

Figure 3: Yearly progression of fat replacement in individual muscles of symptomatic
patients. A: Each dot represents fat fraction calculated in a single muscle. Vertical lines
divide muscles based on baseline fat fractions: low (green dots, 0-30%), intermediate
(red dots, 30-60%) and severe (orange dots, 60-90%). B: Increase in muscle fat
replacement related to baseline fat fraction. The box plot includes the 25™-75™
percentile, the mid lines indicate the median, bars correspond to the 5h_gsth percentiles.

Black dots are outliers. Kruskal-Wallis test, *P<0.05, **P<0.01.
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Abstract

Objectives

Enzyme replacement therapy has shown to be effective for childhood/adult onset Pompe
disease (AOPD). The discovery of biomarkers useful for monitoring disease progression is
one of the priority research topics in Pompe disease. Muscle MRI could be one possible
test but the correlation between muscle MRI and muscle strength and function has been
only partially addressed so far.

Methods

We studied 34 AOPD patients using functional scales (Manual Research Council scale, hand
held myometry, 6 minutes walking test, timed to up and go test, time to climb up and down 4
steps, time to walk 10 meters and Motor Function Measure 20 Scale), respiratory tests
(Forced Vital Capacity seated and lying, Maximun Inspiratory Pressure and Maximum Expira-
tory Pressure), daily live activities scales (Activlim) and quality of life scales (Short Form-36
and Individualized Neuromuscular Quality of Life questionnaire). We performed a whole body
muscle MRI using T1w and 3-point Dixon imaging centered on thighs and lower trunk region.

Results

T1w whole body muscle MRI showed a homogeneous pattern of muscle involvement that
could also be found in pre-symptomatic individuals. We found a strong correlation between
muscle strength, muscle functional scales and the degree of muscle fatty replacementin
muscle MRI analyzed using T1w and 3-point Dixon imaging studies. Moreover, muscle MRI
detected mild degree of fatty replacement in paraspinal muscles in pre-symptomatic patients.
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Conclusion

Based on our findings, we consider that muscle MRI correlates with muscle function in
patients with AOPD and could be useful for diagnosis and follow-up in pre-symptomatic
and symptomatic patients under treatment.

Take home message

Muscle MRI correlates with muscle function in patients with AOPD and could be useful to
follow-up patients in daily clinic.

Introduction

Childhood/adult onset Pompe disease (AOPD) is a genetic disorder caused by mutations in the
GAA gene leading to a deficiency of the enzyme acid a-glucosidase[1]. This enzyme degrades gly-
cogen inside the lysosomes. Glycogen accumulates in skeletal muscles of AOPD patients leading
to a number of pathologic changes producing muscle weakness[2]. AOPD patients may have dif-
ferent clinical presentations, such as asymptomatic hyperCKemia, slowly progressive limb girdle
weakness and respiratory insufficiency secondary to respiratory muscle weakness|[3].

Enzyme replacement therapy with alfa-glucosidase (ERT) has changed the natural history of
AOPD[4]. Published studies show that ERT improves muscle function during the first months of
treatment and stabilizes clinical situation over time[5-7]. One of the main drawbacks of this
treatment is the high cost of the drug per patient and year (more than 250.000$/year). Consider-
ing that the drug stabilizes function but lifelong treatment is needed, health authorities have
expressed concern regarding how to measure the effectiveness of treatment and when therapy
should be started[8]. Clinical guides suggest that muscle MRI could be useful to follow progres-
sion of the disease in treated patients or to monitor signs of muscle deterioration in patients with
asymptomatic hyperCKemia, anticipating the onset of their treatment[9-11].

Muscle MRI is a useful tool to study the structure of skeletal muscles. There are several
sequences that analyzes different aspects of muscle [12]. T1-weighted (T1w) and 3-point
Dixon imaging provide information on fat infiltration in muscle[13, 14]. T1w imaging has
been used to identify patterns of muscle fatty infiltration helpful for the diagnosis of muscles
diseases[15, 16]. Recent studies have pointed out the utility of 3-point Dixon sequences to
quantify the percentage of fatty infiltration in muscles and follow-up patients over a period of
time[17, 18]. However it is not yet known whether the degree of muscle fatty infiltration corre-
lates with muscle strength and function in AOPD patients. This question needs to be addressed
prior to consider muscle MRI as a surrogate biomarker of disease progression, especially at
present, when ERT has changed the natural history of the disease. To tackle this question, we
performed a transversal observational study in a large group of AOPD patients comparing
muscle function tests with results of T1w and 3-Point Dixon muscle imaging.

Material and Methods
Clinical assessment

We are currently conducting a prospective observational study following-up a cohort of 34
genetically confirmed AOPD patients at the Hospital of Sant Pau. This study is registered in
the webpage ClinicalTrials.gov with the identifier NCT01914536. All patients provided written
informed consent to participate in the study. The study was reviewed and approved by the Eth-
ics Committee at Hospital de la Santa Creu i Sant Pau.
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We collected data concerning epidemiological characteristics, general medical background
and current clinical status at basal visit. Two physiotherapists evaluated muscle function using
the following tests: 6-minutes walking test (6MWT), time to walk 10 meters, time to up-and-
go, time to climb up and down 4 steps, and motor function measure-20 items scale (MFM-20).
Daily living activities were studied using Activlim test and quality of life was investigated using
INQoL and SF-36 questionnaires.

Muscle strength was studied using both Muscle Research Council scale (MRC) and hand-held
myometry. Using MRC, which grades muscle strength from 0 (no movement) to 5 (normal
strength), we evaluated neck flexion and extension, arm abduction, elbow flexion and extension,
finger flexion and extension, hip flexion, extension, adduction and abduction, knee flexion and
extension, and foot flexion, extension, inversion, and eversion. Trunk flexion and extension func-
tions, which are not commonly studied using MRC, were analyzed as follows: normal movement:
5 points, ineffective muscle contraction: 3 points, no muscle contraction: 0 points. We defined a
MRC total score as the aggregate of MRC scores of every single function analyzed.

Using hand-held myometry we evaluated the following muscle functions: neck flexion, arm
abduction, elbow flexion and extension, hip flexion, extension, adduction, and abduction, knee
flexion and extension. These studies were performed only on patient’s dominant side. A myo-
metry score was defined as the aggregate of scores obtained with the myometer.

We obtained forced vital capacity seated (SFVC), forced vital capacity in a lying position
(IFVC), maximum inspiratory pressure (MIP) and maximum expiratory pressure (MEP) using a
conventional spirometry. We performed a blood analysis to all patients to test CK levels before
physiotherapy assessment. The normal values of CK in our laboratory are less than 174 U/L.

Muscle MRI

Whole body muscle MRI was performed in a Philips Achieva XR 1.5 Teslas device at Hospital
dela Santa Creu i Sant Pau. Axial T1 weighted turbo spin echo images were obtained using the
following acquisition parameters TR = 757 ms, TE = 17 ms, thickness = 8 mm, number of
slices = 164, FOV = 530 x 530 mm, acquired voxel size = 1.6 x 2.88 mm. 3-point Dixon images
were acquired in 3D with the following acquisition parameters: TR/TE = 5.78/1.8, 4 ms, flip
angle = 15 degrees, FOV = 520 x 340 x 300 mm, voxel size = 1 x 1x 3 mm of both thighs and
FOV =520 x 320 x 200 mm and voxel size = 1.3 x 1.7 x 5 mm for the lower trunk. Water and
fat images were automatically obtained from the Dixon acquisition. The time to obtain all the
images was 45 minutes per patient.

Two observers (J.D. and J.L.) quantified fatty muscle infiltration in T1w imaging using the
modified version of the Mercuri score published by the group of Dr. Fischer [19]:

o Normal muscle appearance: 0 points
o Mild: traces of increased signal intensity on the T1-weighted MR sequences: 1 point

o Moderate: increased T'1-weighted signal intensity with beginning confluence in less than 50%
of the muscle: 2 points

o Severe: increased T'1-weighted signal intensity with beginning confluence in more than 50%
of the muscle: 3 points

o End-stage appearance: entire muscle replaced by increased density of connective tissue and
fat: 4 points

Each muscle was evaluated at both sides. A complete list of the muscles analyzed can be
found in S1 Materials. We generated a muscle MRI score that was calculated adding all the
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values obtained from the muscles analyzed. Its value ranged from 0 (lowest value, all muscles
are scored as 0) to 290 (highest value, all muscles are scored as 4).

To analyze 3-point Dixon images we chose five cross-sectional Dixon slices of thighs and
lower trunk, in which muscle volume was highest. A complete list of the muscles analyzed can
be found in S1 Materials. We mapped full cross-section of muscle groups or individual muscles
and the fat fractional data were generated.

A single observer (S.F-B) estimated fat content in the muscles using the PRIDE platform
(Philips Research Image Development Environment) which enables analysis of Dixon images.
In order to calculate the fat fraction, a ROI (Region of Interest) was drawn in both the fat and
water images. Fat fraction coefficient was defined as fat/fat+water) where fat and water are the
image intensity values over the ROI for the water and fat images respectively.

Statistics

We used Shapiro-Wilk test to confirm that none of our measured variables were normally dis-
tributed and we used non-parametric statistic tests for the analysis.

Mann-Whitney U test was used to compare quantitative variables and Chi-square test to
compare qualitative variables. To investigate whether there was a correlation between the mus-
cle function scales and MRI findings we used Spearman’s rank correlation (coefficient reported
asr). We considered the correlation was good if P was lower than 0.05 and r was 0.65 or higher.
Hierarchical analysis and graphical representation as a heatmap was performed using R soft-
ware version 3.1.3 as previously described[20]. Statistical studies were performed using SPSS™
Statistics software version 21 from IBM®. All data acquired from the visits and analysis of the
MRIs can be found in the Supplemental Study Data Section.

Results
Clinical description of the cohort

We included 34 patients with a diagnosis of AOPD (Table 1). Seven patients were considered
asymptomatic as they had only hyperCKemia, without any clinical symptom of muscle weak-
ness, while 27 patients were considered symptomatic as they had muscle weakness. HyperCKe-
mia patients were younger than symptomatic ones (21.4 y.o. vs 50.18 y.0, Mann-Whitney U
test, p<0.001) (Table 2).

The most common clinical complaint was muscle weakness involving lower limbs. Only
20% of patients had problems raising their arms. Twelve patients used aids for walking such as
cane or stick, while two patients were wheelchair bound. Exertion dyspnea was present in 60%
of patients and orthopnea was present in 28%. Thirteen of 27 symptomatic patients (48.1%)
were on respiratory support; which was non-invasive and nocturnal in 12 patients and invasive
in 1 patient.

Twenty-two of the 27 symptomatic patients were treated with ERT, while none of the
hyperCKemia patients were under ERT. The mean age at which ERT was started was 45.7 +/- 9
years old. The mean time on ERT when the tests were performed was 4.4 +/- 1.03 years.

Analysis of muscle function

The MRC scale detected muscle weakness in all symptomatic patients. Hierarchical clustering
analysis of the MRC scale scores showed that paraspinal, abdominal and proximal muscles of
lower limbs were the weakest muscles (Fig 1). In general, hip extension was weaker than hip
flexion and thigh adduction was weaker than thigh abduction. Mean muscle MRC score was
161.5 points (range 124-180). MRC score had a poor correlation with age at the time of the
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Table 1. List of patients participating in the study.

N | Gender Age at Phenotype GAA gene CK |ERT | Ageat Wheelchair | Ventilation
Study (y) Mut 1 Mut 2 un) ERT (y) dependent
1 F 50 Proximal weakness LL IVS1-13T>G c.1076-1G>C 251 | Yes 47 N N
+ axial
2 F 48 Proximal weakness UL and IVS1-13T>G c.2173C>T 779 | Yes 39 Y Y
LL + axial + respiratory IVS1-13T>G
insuf®ciency
3 F 26 HyperCKemia IVS1-13T>G c.1889-1G>A 779 | No - N N
4 F 63 Proximal weakness LL IVS1-13T>G €.2600_2604delinsA 311 | Yes 59 N N
+ axial
5 M 11 HyperCKemia IVS1-13T>G c.573C>A 276 | No - N N
6 F 45 Proximal weakness LL IVS1-13T>G c.1532C>A 322 | Yes 42 N N
7 F 51 Proximal weakness LL IVS1-13T>G €.236_246del 240 | Yes 47 N N
8 M 66 Axial + respiratory IVS1-13T>G c.1933G>T 406 | No - N N
insuf®ciency
9 F 59 Proximal weakness LL IVS1-13T>G c.1637A>G 341 | Yes 52 N N
10 F 55 Proximal weakness LL IVS1-13T>G c.2173C>T 359 | Yes 48 N N
1 M 42 Proximal weakness LL IVS1-13T>G c.573C>A 606 | Yes 39 N Y
+ axial + respiratory
insuf®ciency
12 F 31 Proximal weakness UL and IVS1-13T>G c.1637A>G 391 | Yes 24 Y Y
LL + respiratory insuf®cieng
13 F 46 Proximal weakness LL IVS1-13T>G C.1192dupC 396 | Yes 39 N N
14 M 47 Proximal weakness LL c.2173C>T c.2173C>T 508 | Yes 45 N Y
+ respiratory insuf®cieng
15 M 51 Proximal weakness LL IVS1-13T>G c.1657C>T 709 | Yes 45 N Y
+ respiratory insuf®cieng
16 F 51 Proximal weakness UL and IVS1-13T>G c.1657C>T 458 | Yes 46 N Y
LL + respiratory insuf®cieng
17 M 22 HyperCKemia IVS1-13T>G c.1781G>A 1268 | No - N N
18 M 49 HyperCKemia c.271G>A c.2510G>A 641 No - N N
19 M 14 HyperCKemia IVS1-13T>G c.573C>A 660 | No - N N
20 F 65 Proximal weakness LL c.1781G>A c.1194+5G>A 68 | Yes 64 N N
+ respiratory insuf®cieng
21 F 35 Proximal weakness LL IVS1-13T>G c.1A>T 355 | Yes 29 N N
22 F 40 Proximal weakness LL IVS1-13T>G c.1889-1G>A 831 No - N Y
23 F 52 Proximal weakness LL c.1781G>A c.1194+5G>A 907 | Yes 45 N N
+ respiratory insuf®cieng
24 M 64 Proximal weakness UL + LL | IVS1-13T>G €.2481+102_2646 430 | Yes 57 N Y
+ axial + respiratory +31del
insuf®ciency
25 M 8 HyperCKemia IVS1-13T>G c.1889-1G>A 1077 | No - N N
26 F 57 Proximal weakness LL IVS1-13T>G c.1447G>T 394 | Yes 55 N Y
+ respiratory insuf®cieng
27 M 46 Proximal weakness LL IVS1-13T>G c.1532 C>A 882 | Yes 43 N Y
28 M 51 Proximal weakness LL IVS1-13T>G c.1933G>T 952 | Yes 51 N Y
29 M 51 Proximal weakness LL IVS1-13T>G c.1933G>T 432 | No - N Y
30 M 43 Proximal weakness LL IVS1-13T>G | ¢.1408_1410delinsTTT | 317 | Yes 43 N N
31 F 54 Axial *Not found *Not found 275 | Yes 48 N N
32 M 42 Proximal weakness UL + LL | IVS1-13T>G c.655G>A 886 | No - N N
33 F 20 HyperCKemia IVS1-13T>G c.1551+1G>A 928 | No - N N
(Continued)
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Table 1. (Continued)

N | Gender Age at Phenotype GAA gene CK |ERT | Ageat Wheelchair | Ventilation
Study (y) Mut 1 Mut 2 un) ERT (y) dependent
34 M 50 Proximal weakness LL IVS1-13T>G c.1637A>G 492 | No - N Y

Patient 31: Diagnosis was con®rmedby enzymatic quanti®ation in muscle biopsy and peripheral blood lymphocytes. No mutation was found in the GAA
gene. F, female. M, male

doi:10.1371/journal.pone.0163493.t001

study (Spearman test, p:0.015; r = -0.414), with time from onset of the symptoms (Spearman
test, p:0.018; r = -0.404) and with gender (Spearman test, p = 0.009, r: 0.441) and did not corre-
late with delay in the start of ERT (Table 3). In contrast, MRC score had a good correlation
with the results of most of muscle function tests used in clinical trials such as 6MWT or the
time to climb up and down four stairs, and also with scales measuring daily live activities
(Activlim) or muscle function (MFM-20). Correlation between MRC score and Quality of life
scales was statistically significant, but correlation coefficient was poor. We also measured
strength using hand-held myometry. The mean myometry score was 196.3 points (range 55-

Table 2. Demographic, clinical and radiologic features of hyperCKemia and symptomatic Pompe patients.

HyperCKemia (N = 7) Symptomatic (n = 27) Statistical signi®cance
Demographic characteristics

Age at study (y) 21.4 (+/-15.5) 50.1 (+/-8.9) <0.001
Gender female 2/7 (28.6%) 16/27 (59.3%) 0.124*

Delay in diagnosis (y) 6.1(+/-5.1) 9 (+-7) 0.367

Time of progression (y) NA 15.5 NA
Strenght and functional scales
Total MRC score 119.5(0.7) 96 (15.5) <0.001
Myometry score (Nm) 288.28 (137.3) 196.63 (136.1) 0.143
Time to walk 10 meters (sec) 3.22(0.5) 7.40(3.7) 0.006
6 minutes walking test (meters) 594 (75.6) 403.5 (147.1) 0.003
Time climb up 4 steps (sec) 1.5(0.2) 4.7 (3.4) 0.002
Time go down 4 steps (sec) 1.4 (0.2) 3.7 (2.5) 0.022
Time to up&go (sec) 3.8(1.5) 9.4 (8.5) 0.140
Daily live activities and quality of live scales

Activlim 36 (6.3) 29.3(5.9) 0.003

SF-36 (%) 0.002

INQuol 14.4 110.6 <0.001

Laboratory, respiratory and cardiac assesments

CVF seated (%) 95.7(12.2) 75.7(22.6) 0.049

CVF lying (%) 82.3 (12.5) 64.4(27) 0.240

CPKs (U/1) 911.5(260.9) 523.8(236.6) 0.008

Muscle MRI-T1w imaging
Total muscle MRI Score 6 (6.8) 125.9 (46.7) <0.001
Muscle MRI head/arms 2.1 253 <0.001
Muscle MRI trunk 4.9 13.7 <0.001
Muscle MRI legs 0.5 74.3 <0.001
Muscle MRI-3 point Dixon imaging

Thighs fat fraction (%) 11.73 38.17 <0.0001
Paraspinal muscles fat fraction (%) 18.79 65.07 <0.0001

doi:10.1371/journal.pone.0163493.t002
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Fig 1. Distribution of muscle weakness in the cohort of AOPD participating in the study. The heatmap showed the MRC value for all muscles studied.
Hip extension and flexion and trunk extension and flexion were the most weak impaired movements of the patients. In contrast, we did not observe distal

weakness involving the lower or the upper limbs.

doi:10.1371/journal.pone.0163493.9001

570). There was a good correlation between the total MRC score and the Myometry score
(Spearman test, p = 0.001; r: 0.667). Myometry score correlated well with muscle function tests,
but this correlation coefficient was lower than correlation coefficient obtained with MRC score
(Table 3).

Muscle MRI analysis: T1w imaging and pattern description

We performed a hierarchical clustering analysis of values obtained from the quantification of
T1w muscle MRI and visualized these data using heatmaps (Fig 2). Our analysis showed pre-
dominant involvement of paraspinal muscles, abdominal muscles, tongue, subscapularis and
latissimus dorsi in head and trunk. Head muscles (except tongue), upper limbs and periscapu-
lar muscles (except subscapularis) were not generally involved. In lower limbs, glutei muscles,
psoas, illiacus and posterior muscles of the thighs (semitendinosus, semimembranosus, adductor
major and longus, and both heads of biceps) were predominantly involved. Glutei minor and
medius were more involved than glutei maximus. Vastus intermedius was the most commonly
involved quadriceps muscle, while rectus femoris was rarely involved. In contrast, sartorius and
gracillis muscles and lower legs muscles were commonly spared (Fig 2). We show some exam-
ples of muscle involvement in Fig 3.

We observed subtle changes in 4 of the 7 pre-symptomatic patients (Fig 2). Mild fatty infil-
tration (score = 1) was observed in paraspinal muscles (multifidus, longisimus, iliocostalis),
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Table 3. Correlation between MRC Score, Myometry Score, demographic data and muscle function tests.

Gender
Age at MRI

Time from onset of symptoms

Delay from onset to ERT

Time to walk 10 meters
6MWT
Time to up&go
Time to climb up 4 stairs
Time to go down 4 stairs
MFM-20

Activlim
SF-36
INQoL

CVF seated
CVF lying
MIP
MEP

MRC Score Myometry Score
Spearmantest Correlation coef®cient Spearman test Correlation coef®dient
Demographic data
0.009 0.441 0.01 0.553
0.015 -0.414 0.049 -0.351
0.018 -0.404 0.012 -0.437
0.158 0.384
Functional tests
0.0001 0.803 0.0001 0.722
0.0001 0.708 0.0001 0.642
0.083 -0.322 0.487 -0.132
0.0001 -0.810 0.0001 -0.630
0.0001 -0.770 0.0001 -0.664
0.0001 0.803 0.0001 0.722
Daily live activities and Quality of life scales
0.0001 0.860 0.0001 0.726
0.017 0.448 0.002 0.579
0.001 -0.587 0.001 -0.633
Respiratory tests

0.012 0.454 0.469 0.140

0.05 0.498 0.666 0.121
0.246 -0.308 0.254 -0.314
0.149 -0.392 0.670 0.125

Table 3 shows correlation between MRC Score and myometry score with demographic data, muscle function tests and daily live activities.

doi:10.1371/journal.pone.0163493.t003

abdominal muscles (rectus abdominis, obliquus internus, obliquus externus, transversus abdo-
minalis), tongue, and adductor major muscles.

Muscle MRI analysis: 3-point Dixon imaging.

We analyzed twelve muscles of the thighs and four muscles of the trunk. Fig 4A summarizes
the results, showing significant differences in fatty infiltration of muscles between symptomatic
and hyperCKemia patients (Mann-Whitney U test, p<0.05). S1 Fig shows an example of a
3-point Dixon analysis of thighs. The degree of muscle involvement in symptomatic patients
varied from severe, as in Adductor Major (median fat fraction 78.05%) to mild involvement as
in Rectus femoris (median fat fraction 13.46%) (S1 Table). Fatty substitution of paraspinal mus-
cles (multifidus, longisimus and illiocostalis) was very high in symptomatic patients, reaching
more than 80% in 19/27 symptomatic patients, and was also detectable in hyperCKemia
patients (median fat fraction of 22.26%). There was a strong correlation between Mercuri
scores detected using T1w imaging and fat fraction analyzed using 3-point Dixon images (Fig
4D).

Correlation between muscle function tests and muscle MRI

Correlations between myometry measures and fat infiltration in appropriately tested muscles
were similar for 3-point Dixon and for T1w imaging (S2 Table). For example, correlation
between knee flexion strength and “hamstring average fat fraction” (the average of fatty
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Fig 2. Representation of score of muscle infiltration observed in T1 imaging in each muscle of every patient by heatmaps. (A) Heatmap
including muscles of the head, upper limbs and trunk. (B) Heatmap including muscles of the pelvis and lower limbs. In each heatmap, patients (rows)
are ordered according to hierarchical clustering with increasing grading in infiltration severity from the top to the bottom. Muscles (columns) are ordered
according to dendrogram (upper part of the figures). The score of a muscle in a patient is indicated by the colour of the square in the interaction
between the patient and that muscle. The darker the square, the more intense the fatty infiltration of that muscle is.

doi:10.1371/journal.pone.0163493.g002

infiltration in semimembranosus, semitendinosus, biceps long and short head muscles) for
3-point Dixon imaging was p = -0.70, while for T1w imaging, was r = -0.649 (Fig 4D).

We developed a muscle MRI-T1w score that was the sum of values of the Mercuri scale for
each muscle. The mean MRI score was 6 (range: 0 to 15 points) in hyperCKemia patients and

Fig 3. T1w Muscle MRI of patients with Pompe disease. We observed mild fatty infiltration in muscles of hyperCKemia patients: Tongue (Tin A),
paraspinal muscles (Ps in B), lateral abdominal muscles (Ab in B) and rectus abdominis (RA in C) and in adductor major muscles (AM in D). The fatty
infiltration in symptomatic patients was more evident (E-L). The muscles more commonly involved were tongue (T in E), subscapularis (Scin F), latissimus
dorsi (LD in G), the abdominal (Ab in H) and paraspinal muscles (Ps in H), the Gluteus minor (GMn in I), medius (GMe in J) and maximus (GMa in J), the
muscles of the pelvic floor such as the Externus Obturator (Obt. Ext. in K), the posterior muscles of the thighs (Post in L), and the vasti muscles including
vastus intermedius (VI in M) and vastus lateralis (VL in M). We observed involvement of rectus femoris and gracillis in advanced patients (RF and Gra in N).
Muscles of the lower legs were commonly spared (O).

doi:10.1371/journal.pone.0163493.g003
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Fig 4. Analysis of fatty infiltration in muscle MRIs. (A) We observed significant differences in the percentage of fatty infiltration quantified using 3-point
Dixon technique in most of the muscles between symptomatic (red bars) and hyperckemia patients (green bars). We compared both groups using the
Student T test (single asterisk for differences with p<0.05 and double asterisk for differences with p<0.01). (B) Fat-fraction maps of the right thighin a
hyperckemia and a symptomatic AOPD patient. We show the quantification of the fatty involvement of posterior muscles of the thighs using the mean
Mercuri Score and the mean 3 point Dixon score (Semitendinosus, Semimembranosus, Biceps Long Head and Biceps Short Head). Pompe 14 patients
(hyperckemia patient) had higher strength in knee flexion measured with the myometer than patient 1 (symptomatic patient). We observed predominant fatty
infiltration in the posterior muscles of the thighs producing decreased strength in the knee flexion test. (C) There was a strong correlation between knee
flexion strength and the degree of muscle fatty infiltration calculated both using 3-point Dixon (left) and the Mercuri scale (right). Green dots showed values
of hyperckemia patients, while red ones represent values of symptomatic patients. (D) We found a strong correlation between 3 point Dixon analysis and
Mercuri score. We have represented the correlation between the quantification of fat infiltration using the mean Mercuri score and the mean 3-point Dixon
score of the posterior thigh muscles (Semitendinosus, Semimembranosus, Biceps Long Head and Biceps Short Head). RF: rectus femoris; VL: vastus
laterallis; VM: vastus medialis; V|: vastus intermedius; AM: adductor major; AL: adductor longus; BSH: biceps short head; BLH: biceps long head; ST:
semitendinosus; SM: semimembranosus; SA: sartorius; GR: gracillis; MU: multifidus; LO: longissimus; IL: iliocostalis; QU: quadratus femoris; PS: psoas;
ABD: lateral abdominal muscles; RA: rectus abdominis.

doi:10.1371/journal.pone.0163493.9004

125.9 (range: 39 to 210 points) in symptomatic patients (Table 2). These differences reached
statistical significance (Mann-Whitney U, p<0.001). We found strong correlation between
muscle MRI-T1w score and most of the functional muscle tests, such as MRC score, 6sMWTT,
MFM-20 or Activlim scale (Table 4). In contrast, we did not find a good correlation with respi-
ratory tests results or quality of life scales (SF-36 and INQoL). Fig 5 shows 3 examples of corre-
lation between Muscle MRI and functional tests.

We also found strong correlation between the average fat fraction of thigh measured using
3-point Dixon imaging and functional scales (Table 4). In most of the cases, correlation coeffi-
cients were higher for 3-point Dixon studies than for T1w imaging. For instance, the correla-
tion coefficient between 6MWT (main test used in clinical trials) and 3-point Dixon tests was p
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Table 4. Comparison among MRI score and 3-point Dixon correlations with demographic data and muscle function tests.

T1w-MRI Score 3-point Dixon (Average Thigh)
SpearmanTest Correlation coef®cient Spearman Test Correlation coef®cient
Demographic data
Gender 0.069 -0.315 0.019 -0.456
Age at MRI 0.055 0.381 0.022 0.391
Time from onset of symptoms 0.257 0.231 0.043 0.349
Delay from onset to ERT 0.421 -0.224 0.498 -0.152
Functional tests
Myometry Score 0.001 -0.560 0.0001 -0.633
6MWT 0.001 -0.610 0.0001 -0.764
Time to up&go 0.097 0.308 0.006 0.515
Time to climb up 4 stairs 0.0001 -0.782 0.0001 0.858
Time to go down 4 stairs 0.0001 -0.737 0.0001 0.810
MFM-20 0.0001 0.693 0.0001 -0.681
Daily live activities and Quality of life scales
Activlim 0.0001 0.785 0.0001 -0.754
Respiratory tests
FVC seated 0.035 -0.386 0.018 -0.469
FVC lying 0.08 -0.450 0.055 -0.544
PIM 0.356 0.247 0.40 0.253
PEM 0.541 -0.171 0.6 -0.16

doi:10.1371/journal.pone.0163493.t004

= -0.764 while it was lower for T1w imaging, r = -0.610. There was no correlation between
3-point Dixon studies and results of respiratory studies.

We analyzed the group of hyperCKemia patients in detail. We found mild changes in mus-
cle MRI in four out of seven cases using T1w imaging that were statistically significant (Mann-
Whitney U test, p = 0.008). HyperCKemia patients with changes in MRI were older than 20
years old, whereas patients with no changes were younger than 15 years old. 3-point Dixon
analysis showed statistically significant differences in the amount of muscle fatty infiltration of
the paraspinal muscles in hyperCKemia patients older than 20 years when they were compared
with patients younger than 15 years old (Table 5). In contrast, functional scales were similar in
both groups.

Discussion

In the present paper we demonstrate that muscle MRI is a useful tool for the study of patients
with AOPD for several reasons. Muscle MRI efficiently identifies a group of atrophic muscles
that corresponds to the weakest muscles in clinical examination. Muscle MRI has a good corre-
lation with results of the functional muscle scales commonly used in clinical trials. Addition-
ally, muscle MRI has sensitivity to detect early fat infiltration in patients with hyperCKemia
before functional scales are impaired. Based on our results, muscle MRI is a acceptable tool to
investigate muscle function status in patients with AOPD.

MRI imaging is progressively gaining widespread use to study patients with muscle diseases
[14]. There are sequences available to study several aspects of muscle structure. Carlier et al
showed the striking utility of using whole-body T'1w imaging in a group of twenty AOPD
patients, revealing bright signals as indicators of fat replacement in some specific muscles[21].
This technique facilitates pattern recognition when diagnosis is not clear [22]. However, quan-
tification of fatty infiltration using T1w imaging is based usually in visual semiquantitative
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Pompe-30 Pompe-22

MRI Score: 52 MRI Score: 101 MRI Score: 183
MRC Score: 180 MRC Score: 158 MRC Score: 125
MFM-20: 60 MFM-20: 55 MFM-20: 32
Activlim: 36 ACtivliim: 31 Activlim: 20

Fig 5. Correlation between Muscle MRI and Functional scales. Patient 30 is a 43 years old man with mild
infiltration of pelvic and lower limbs muscles with minor functional impairment. Patient 22 is a 40 years old lady with
moderate involvement of trunk, pelvic and thighs muscles. She was able to perform most of her daily live activities
with no major problems but her clinical examination showed moderate weakness of pelvic muscles. Patient2is a
48 years old lady with a severe involvement of muscle producing severe weakness and notably impairing her daily
live activities.

doi:10.1371/journal.pone.0163493.9005

scales that are observer dependent. On the other hand, analysis of 3-point Dixon images is per-
formed using software that quantifies the exact amount of fat per pixel. Thus, 3-point Dixon is
more accurate than T1w imaging to detect slight changes in fatty infiltration. For this reason,
3-point Dixon could be potentially useful in clinical trials of patients with AOPD, in which
fatty infiltration slowly progresses over time.

Nevertheless, to consider muscle MRI findings as a reliable outcome measure, it should also
correlate with relevant patient function tests[23]. We show strong correlations between muscle
MRI results and several functional scales commonly used in clinical trials such as MRC, time
to walk 10 meters or the Activlim scale. We detected a significant correlation between muscle
strength measured using hand held myometry and muscle fat fraction. Accordingly MRI pro-
vides evidence of muscle damage that correlate strongly with muscle strength and function that
are independent of participant effort. This fact is especially important in patients with AOPD
in whom 6 MWT has been used as the main functional test to analyze response to treatment.
6MWT is not only dependent on muscle strength, but is also influenced by many other factors
such as dyspnea and muscle pain, therefore in our opinion, it analyzes general endurance. In
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Table 5. Comparison between presymptomatic patients with hyperckemia depending on the results of the MRI.

Normal MRI (n = 3)) Abnormal MRI (n = 4)) Mann-Whitney

Age (y) 11 29.2 0.073
MRC Score 180 179.2 0.243
Myometry Score (Nm) 261.24 308.49 0.695
6MWT (min) 616 577 0.572
Time to walk 10 meters (sec) 3.0 3.3 0.571
Time to climb up 4 stairs (sec) 1.4 15 0.677
Time to go down 4 stairs (sec) 1.3 1.5 0.455
Time to up&go (sec) 4.8 3.1 0.204
MFM-20 57.6 59.2 0.471

Activlim 36 36 1
T1w-MRI Score 0 10.5 0.008
3-point Dixon Fat fraction Thighs (%) 11.93 11.58 0.865
3-point Dixon Fat fraction Paraspinal muscles (%) 13.54 33.43 0.039

doi:10.1371/journal.pone.0163493.t005

fact, we have found a good correlation between muscle MRI and 6MWT. Moreover, the corre-
lation between muscle MRI and muscle strength was strong. Muscle groups that were found
atrophic in muscle MRI were the ones weak in MRC study. Heatmaps analyzing MRC (Fig 1)
and muscle MRI are practically overlapping (Fig 2). Based on our results, muscle MRI offers a
valid and consistent surrogate measure of muscle function. The group of Hovarth studied 7
Pompe patients and 11 controls, using whole-body proton-density fat-fraction imaging[24].
They reported a great sensitivity of MRI to detect subtle changes in skeletal muscles and a good
correlation between muscle MRI results and muscle strength analyzed using MRC scale. Our
study, which contains a larger number of patients, a more detailed physical examination, a
comparison between quantitative and qualitative MRI sequences, and a shorter MRI protocol
time (no more than 45 min), confirms their results.

Muscle MRI is also able to identify early changes in muscle signal of several neuromuscular
disorders. We observed signs of muscle fatty infiltration in 4 out of 7 patients without any clini-
cal symptom of muscle weakness. Clinical examination, functional and respiratory tests were
all normal in these patients. In contrast, muscle MRI already revealed subtle changes, preferen-
tially involving paraspinal and abdominal muscles, suggesting that the process of muscle
degeneration had started. A recent retrospective study in a small cohort of AOPD patients ana-
lyzing muscle MRI of lower limbs in four asymptomatic patients showed a remarkable increase
in fat infiltration of Adductor magnus muscle and mild changes in the remaining thigh muscles
in one pre-symptomatic patient, suggesting that progressive fatty muscle infiltration starts
before clinical manifestations[21]. However, the authors only used T1w imaging to determine
mean gray values, which is not a quantitative technique. We have used 3-point Dixon
sequences which calculate the exact percentage of fat in every muscle[25]. Moreover, we have
analyzed muscle function in detail using several different tests demonstrating the lack of symp-
toms in patients with isolated hyperCKemia and therefore strengthening our results. In our
opinion, detection of a progressive increase in the amount of fatty infiltration in skeletal mus-
cles could potentially be taken into account before deciding to start ERT treatment in a patient
with clinically asymptomatic AOPD. Although it is not know how much fatty infiltration in a
single muscle is needed to produce weakness, it seems clear that the process of muscle fatty
degeneration is not reversible once the treatment is started[26, 27]. Based on our results, it
makes sense to follow-up AOPD patients with repeated muscle MRIs, especially those with
asymptomatic hyperCKemia. Analysis of paraspinal and abdominal area is crucial to detect
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changes and to determine whether fatty involvement of muscles progress[28]. We have already
described the early involvement of paraspinal muscles in AOPD patients, which can sometimes
present as a pure axial myopathy[28]. In this sense, 3-point Dixon imaging technique has emerged
as a powerful tool, superior to T1w imaging, to detect subtle changes in percentage of muscle fatty
infiltration in skeletal muscles[29]. Other quantitative sequences, such as quantitative T2-map-
ping, also showed a better profile than T1-weighted imaging to determine minimal changes in
AOPD progression[30]. Although our aim was not to analyze disease progression, those results
reinforce the need to improve our knowledge and use of new quantitative techniques.

In the last years several groups have started using quantitative MRI sequences to follow-up
AQOPD patients. However, these new quantitative techniques have some drawbacks: they are
not available in many of the medical centers, they need specific software for quantification and
the acquisition and analysis of the images consume a lot of time. In order to surpass these limi-
tations, some authors have quantified fat tissue in skeletal muscles of T1w images using imag-
ing software. For example, the group of Dr. Pichiechio followed-up 9 AOPD patients for six-
months and the group of Dr. Kley analyzed muscle MRI of 7 AOPD using this technology([31,
32]. Although they were able to identify changes in fat tissue present in the muscles, it has
reported than 3-point Dixon is more precise and reliable than T1w analysis for evaluation of
fat fractions in longitudinal follow-up studies of patients with neuromuscular disorders[29].
We are currently conducting a prospective study of a large cohort of AOPD patients using
3-point Dixon as a tool in patient follow-up. We hope this new study will further support the
usefulness of MRI for routine clinical practice.

In conclusion, muscle MRI is a reliable, valid and surrogate biomarker of muscle function in
patients with AOPD. Muscle MRI is not only useful for diagnosis but also may be useful to pre-
dict muscle function in these patients. Furthermore, muscle MRI visualizes fatty muscle infil-
tration in asymptomatic Pompe patients before functional tests are impaired and potentially
help to decide when ERT treatment should be started. Based on our observations, we consider
muscle MRI could be used as a complementary test in clinical trials and in daily clinics of
patients with AOPD.

Supporting Information

S1 Fig. Examples of Fat fraction estimation. (A) Muscles of the thighs can be clearly identi-
fied in a single slice. (B) Selection of the region of interest (ROI) in the vastus laterallis muscle
for the analysis of fat fraction that in this case is of 23.1%. (C) Paraspinal muscles can be identi-
fied in a single slice. (D) Selection of the region of interest (ROI) in the multifidus muscle for
the analysis of fat fraction that in this case is of 21%.

(TIF)

S1 Materials. Muscles studied using Fischer modified Mercuri Scale and 3 point Dixon.
(DOC)

S1 Table. Quantification of fatty muscle infiltration using 3-point Dixon imaging. Quanti-
fication of fatty muscle infiltration in muscles of thighs and trunk in symptomatic AOPD
patients and patients with hyperckemia only. Student T test was used to compare both groups
of patients. P values lower than 0.05 were considered significant.

(DOCX)

S2 Table. Comparison of the correlation between quantification of fatty involvement ana-
lyzed using T1 imaging and 3-point Dixon with muscle strength in appropriately tested
muscles. We correlated the strength of the thighs muscles with the degree of fatty infiltration
in muscles analyzed using T1w and 3-point Dixon imaging. We correlated hip flexion with
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fatty infiltration of psoas muscle, hip adduction with an average of fatty infiltration of adductor
longus and major, knee extension with the average of fatty infiltration of rectus femoris, vastus
medialis, vastus intermedius and vastus lateralis; and knee flexion with the average of fatty infil-
tration of semitendinosus, semimembranosus, biceps long head and biceps short head.

(DOCX)
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ABSTRACT

Late onset Pompe disease (LOPD) is a slow, progressive disorder characterized by
skeletal and respiratory muscle weakness. Enzyme replacement therapy (ERT) slows
down the progression of muscle symptoms. Reliable biomarkers are needed to follow
up ERT-treated and asymptomatic LOPD patients in clinical practice. In this study, 32
LOPD patients (22 symptomatic and 10 asymptomatic) underwent muscle MRI using 3-
point Dixon and were evaluated at the time of the MRI with several motor function tests
and patient-reported outcome measures, and again after one year. Muscle MRI showed
a significant increase of 1.7% in the fat content of the thigh muscles in symptomatic
LOPD patients. In contrast, there were no noteworthy differences between muscle
function tests in the same period of time. We did not observe any significant changes
either in muscle MRI or in muscle function tests in asymptomatic patients over the year.
We conclude that 3-point Dixon muscle MRI is a useful tool for detecting changes in
muscle structure in symptomatic LOPD patients and could become part of the current

follow-up protocol in daily clinics.
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INTRODUCTION

Pompe disease is a genetic disorder characterized by glycogen accumulation in all
tissues of the body [1]. Pompe patients are classified as infantile or late onset (LOPD)
depending on their age when symptoms first appear. LOPD patients have variable
clinical presentations, ranging from asymptomatic hyperCKemia to limb girdle and
respiratory muscle weakness [2]. Enzymatic replacement therapy (ERT) is indicated for
LOPD patients with skeletal muscle weakness and/or respiratory involvement [3].
Several studies have reported motor and respiratory stabilization during the first few
years of ERT, and even a decrease in the mortality rate [4-9]. However, it has been
suggested that ERT does not stop muscle degeneration at the histological level [10].
Indeed, recently published data have shown impairment in muscle and respiratory

function after several years of treatment [11].

In following up asymptomatic LOPD patients, the main aim is to detect changes in
muscle function that could support ERT treatment. However, normal muscle function
tests do not reveal the integrity of the muscle structure of these patients; muscle fiber
loss and fatty replacement could have started without yet influencing the results of the
tests. Moreover, it is questionable whether muscle function tests are precise enough to
detect subtle changes, and most authors agree that we need reliable non-invasive

biomarkers of disease progression [12, 13].

Quantitative muscle MRI (QMRI) has emerged as a valuable biomarker to follow up the
progression of neuromuscular disorders [14-18]. gqMRI is a non-invasive tool that
quantifies the amount of fat present in a muscle's region of interest (ROI). The total

muscle area and remaining muscle tissue can also be calculated [16, 17]. We have
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previously demonstrated that qMRI correlates strongly with common outcome measures
used in LOPD [19]. Our main aim was to investigate MRI changes occurring in the
muscles of LOPD patients and assess whether qgMRI was more sensitive to changes
after one year than other commonly used motor function tests or patient-reported

outcome measures (PROMs).
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Description of the cohort
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We recruited 32 late onset Pompe disease (LOPD) patients for this study. They were

classified as symptomatic or asymptomatic depending on the presence of weakness at

clinical examination. Twenty-two patients were symptomatic and treated with ERT

while ten were non-symptomatic and only had hyperCKemia. This second group was

studied in neuromuscular disorder units because high levels of CKs were found in

routine blood tests (7 cases) or because they had relatives already diagnosed with

Pompe disease (3 cases). Clinical and genetic data of the patients included in the study

are described in tables 1 and 2. We'found two pathogenic mutations in'all our patients.

Respirat
Age at CK Age at Wheelchair
N Gender Phenotype Mut 1 Mut 2 ERT ory
study (y) w/mn ERT dependent
support
Proximal
1 Female 50 weakness LL + IVS1-13T>G | ¢1076-1G>C | 251 Yes 47 N N
axial
Proximal
weakness UL
2 Female 48 and LL + axial IVS1-13T>G c.2173C>T 779 Yes 39 Y NIV
+ respiratory
insufficiency
3 Female 26 HyperCKemia IVS1-13T>G c.1889-1G>A | 720 No - N N
4 Female 63 Proximal IVS1-13T>G | ¢.2600_2604 | 311 Yes 59 N N
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weakness LL +

axial

delinsA

Male

11

HyperCKemia

IVS1-13T>G

c.573>A

Female

45

Proximal

weakness LL

IVS1-13T>G

c.1532C>A

322

Yes

42

Female

51

Proximal

weakness LL

IVS1-13T>G

€.236_246del

240

Yes

47

Female

59

Proximal

weakness LL

IVS1-13T>G

c.1637A>G

341

Yes

52

Female

55

Proximal

weakness LL

IVS1-13T>G

c.2173C>T

359

Yes

48

10

Male

42

Proximal
weakness LL +
axial +
respiratory

insufficiency

IVS1-13T>G

c¢.573C>A

606

Yes

39

NIV

11

Female

31

Proximal
weakness UL
and LL +
respiratory

insufficiency

IVS1-13T>G

c.1637A>G

24

12

Male

47

Proximal
weakness LL +
respiratory

insufficiency

c.2173C>T

c.2173C>T

508

Yes

45

NIV

13

Male

51

Proximal
weakness LL +
respiratory

insufficiency

IVS1-13T>G

c.1657C>T

709

45

NIV

14

Female

51

Proximal
weakness UL
and LL +
respiratory

insufficiency

IVS1-13T>G

c.1657C>T

458

Yes

46

NIV

15

Male

22

HyperCKemia

IVS1-13T>G

c.1781G>A

126
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16 Male 49 HyperCKemia c.271G>A ¢.2510G>A 641 No - N
17 Male 14 HyperCKemia IVS1-13T>G c.573C>A 660 No - N
Proximal
weakness LL + c.
18 Female 65 c.1781G>A 68 Yes 64 N
respiratory 1194+5G>A
insufficiency
Proximal
19 Female 35 IVS1-13T>G c.1A>T 355 Yes 29 N
weakness LL
Proximal
20 Female 40 IVS1-13T>G | ¢.1889-1G>A | 831 Yes - NIV
weakness LL
Proximal
weakness LL + ¢.1194+5G>
21 Female 52 c.1781G>A 907 Yes 45 N
respiratory A
insufficiency
Proximal
weakness UL +
€.2481+102_
22 Male 64 LL + axial + IVS1-13T>G 430 Yes 57 NIV
2646+31del
respiratory
insufficiency
¢.1889-1 107
23 Male 8 HyperCKemia IVS1-13T>G No - N
G>A 7
Proximal
weakness LL +
24 Female 57 IVS1-13T>G c. 1447G>T 394 Yes 55 NIV
respiratory
insufficiency
Proximal
25 Male 46 IVS1-13T>G c. 1532C>A 882 Yes 43 NIV
weakness LL
Proximal
26 Male 51 IVS1-13T>G c. 1933G>T 952 Yes 51 NIV
weakness LL
27 Male 51 HyperCKemia IVS1-13T>G c.1933G>T 432 No - N
c.
Proximal
28 Male 43 IVS1-13T>G 1408_1410d 317 Yes 43 N
weakness LL
elinsTTT
Proximal UL
29 Female 54 and axial *Not found *Not found 275 Yes 48 N

weakness
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[
30 Female 20 HyperCKemia IVS1-13T>G 928 No - N
1551+1G>A
c.1551+1
31 Male 50 HyperCKemia IVS1-13T>G 250 No - N
G>A
IVS1-
32 Female 36 HyperCKemia IVS1-13T>G 230 No - N
13T>G

Table 1: Clinical characteristics of the cohort of LOPD patients participating in the

study. Normal CK levels were lower than 170 U/L. Patients 13 and 14 and patients

26 and 27 were siblings. Respiratory support: NIV means non-invasive ventilation

while IV means invasive ventilation. UL: Upper limbs, LL: lower limbs, Y: yes, N: No.

Patients
ERT treated HyperCKemia p*
Number of patients 22 10
Gender (W) 15, 68.2% 3,30% 0.06*
Age at baseline 51 (45-55) 24 (13.5-49.5) 0.04
Time from onset of symptoms 15 (11-22) -
Time on ERT 4(2-7) -
Walking aids 10 -
Ventilation 11 -
Time to walk 10 meters (s) 7.1 (5.3-8.8) 3.1(2.7-34) 0.001
6 MWT (m) 414.5 (306.2-493.2) 603 (535.2-677.7) 0.0001
Time to climb 4 steps (s) 3.4 (2.3-6.5) 1.5 (1.2-1.9) 0.005
Time to descend 4 steps (s) 2.8 (2.1-4.8) 1.4 (1.1-1.6) 0.007
Timed up & go test (s) 5.7 (3.1-7.9) 4(2.9-5.4) 0.03
MRC 96 (84-106) 120 (118-120) 0.0001
Myometry 141 (101-231) 342 (215-491) 0.02
MFM-20 (score) 47.5 (43.5-55) 59.5 (57.5-60) 0.0001
CVF seated (%) 79.9 (60.2-88.7) 92 (85.8-103) 0.03
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CVF lying (%) 68.5 (39.5-81.7) 85.5(77.5-92.2) 0.02
Activlim (score) 21 (18-26) 18 (18-24) >0.05
SF36 (score) 56.9 (43.7-69.9) 85.5 (69-90) 0.02
INQoL (score) 39 (23.5-53.9) 2.5(0.9-18.1) 0.05

1 Table 2: Demographic and clinical data of symptomatic and asymptomatic Pompe

2 patients included in the study. Median value and 25"-75" percentiles are shown for
3 every variable. S: seconds, m: meters.
4

5 Baseline Muscle MRI and muscle function analysis.

6  We focused our attention on the trunk and thigh regions because these muscles are the

7  most commonly involved in LOPD [19, 20]. Analysis of 3-point Dixon studies showed
8  ahigher statistical significance for the fat fraction (FF) in symptomatic compared to

9 asymptomatic LOPD patients in all analyzed muscles, except for sartorius and gracillis

10  (Figure 1C).

Muscle analyzed:
Vastus lateralis
Area: 17.8 cm

Fat fraction: 23.4%
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12 Figure1: Analysisof fat fraction in thigh and trunk musclesin LOPD patients at

13 baseline. A and B show an example of how ROIs are drawn to obtain total muscle arca
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and fat fraction in 3-point Dixon images. C shows the fat fraction calculated for thigh
and trunk muscles in symptomatic (red) and asymptomatic (blue) patients. The box plot
includes the 25%-75% percentile, the mid lines indicate the median, bars are the 5th_gs5th
percentiles. ¥*P<0.05, ** P<0.01 and ***P<0.001. RF: Rectus Femoris, VL: Vastus
Lateralis, Gr: Gracilis, VM: Vastus Medialis, Sa: Sartorius, BFSH: Biceps Femoris
Short Head, VI: Vastus Intermedius, ST: Semitendinosus, AL: Adductor Longus, BFLH:
Biceps Femoris Long Head, Pso: Psoas, SM: Semimembranosus, Ps: Paraspinalis, and

AM: Adductor Major.

Thigh FF was significantly higher in symptomatic than asymptomatic patients (Median:
34.03 vs. 11.07, Mann Whitney U test, p=0.0001). We found strong correlations
between muscle function tests and average thigh FF at baseline (Table 3). For example,
thigh FF correlated with the total MRC lower limb score (p=0.0001, p=—0.89) or
6MWT results (p=0.0001, p=—0.68). In contrast, there was a poor correlation between
thigh FF and respiratory parameters (CVF while seated: p=0.02, p=0.4; CVF while
lying down: p=0.17, p=—0.34), as well as with the results of the patient-reported
outcome measures (INQoL: p=0.05, p=0.37). We did not find a strong correlation
between thigh FF and clinical parameters such as age at baseline (p=0.03, p=0.48), time

from onset of symptoms (p=0.06, p=0.32), or time on ERT (p=0.013, p=0.52).

Muscle function test p Spearman qurelatlon
coefficient
Muscle function tests

MRC score (all muscles) 0.0001 -0.89
MRC score (lower limbs) 0.0001 -0.91
Myometry score (all muscles) 0.0001 -0.64
Myometry score (lower limbs) 0.0001 -0.65
6MWT 0.0001 -0.68
Time to walk 10 meters 0.0001 0.80
Time to climb 4 steps 0.0001 0.84

10
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Time to descend 4 steps 0.0001 0.75

Timed up & go test 0.021 0.40

MFM-20 0.0001 -0.75
Spirometry

CVF seated 0.022 -0.40
CVF lying 0.17

Patient-reported outcomes

Activlim 0.01 0.43
SF36 total 0.08

SF36 physical 0.004 -0.53
SF36 mental 0.86

INQoL 0.05 0.37

Table 3: Correlation between Thigh fat fraction and muscle function tests,
spirometry results and patient-reported outcomes at baseline visit. Spearman test
was used to study whether there was a significant correlation between variables.
Adjustment for multiple comparisons using Bonferroni correction was applied; p

was considered significant if lower than 0.003.

Oneyear muscle MRI and muscle function analysis

We repeated muscle function tests, spirometry, patient-reported outcome measures and
muscle MRI for all patients after one year. In symptomatic patients, muscle function
tests, spirometry and patient-reported outcomes did not show significant changes from
baseline to year 1 (Table 4). In contrast, 3-point Dixon images detected a median
increase of 1.7% in thigh FF that was statistically significant (paired Wilcoxon signed
rank test, p=0.001) (Figure 2). Changes in FF between baseline and year 1 for

individual muscles are specified in Table 5.

Symptomalic treated Asymptomatic patients
patients (baseline vs. P symp p P
(baselinevs. 12-month
12-month follow-up) |value _ value
_ follow-up) (n=10)
(n=22)
Muscle function tests
MRC total, score 0 (-4;+6) 0.79 0 (0;+1) 0.31
MRC L ower 0 (-5;+4) 0.54 0(0) 0.31

11
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limbs, score

Knee extension
(Nm)

Kneeflexion (Nm) | 1.84 (-1.26;+5.97) | 0.20 | -0.51(-10.13;+6.43) | 0.67
Hip flexion (Nm) | 3.97 (-1.7;+9.84) | 0.14 |  -0.75 (-15.1;+3.9) 0.40

10.74 (0;+20.44) 0.19 -0.96 (-18.11;+3.15) 0.40

Hip ?ﬁtg)‘gon 2(-0.13;+547) | 0.08 | -4.15(-16.04;:+1.82) | 0.40
6-MWT, m 0(-9.5:+11) 0.96 10 (-24.7:+7.5) 0.48
Timetowalk 10 0(-1.44:+0.4) 043 | -0.1(:252:4032) 091
m, seconds
Tsit"(;;sfos:g;‘gs‘l 0 (-0.42;+0.5) 0.77 -0.1 (-0.32; 0) 0.39
Timetodescend 4| 35,1 3y 043 | -0.05(-0.12;+0.1) 0.55

steps, seconds

Timfe‘;,ugef go 0.6(-04:452) | 047 | -0.15(-0.72:+0.97) | 0.94
MFM-20, score 0 (-2;+2) 0.63 0 (0;+1) 0.33
Respiratory studies
CVF seated (%) -0.3 (-4;+3) 0.24 0 (-6;+5.77) 0.73
CVF lying (%) 0 (-6.2;+7.62) 0.73 9 (-2;+12) 0.13
Muscle MRI
gMRI Thighs 1.79 (+0.2;+2.4) 0.001 -0.11 (-0.82;+0.4) 0.57
gMRI Paraspinal | -0.03 (-2.23;+0.73) | 0.34 0(-1.25;+1.89) 0.77
Patient-reported outcomes
Activlim 33 (+1;+59) 0.81 67.5 (+37.5;+70.2) 0.31

SF36 1.8 (+0.67;+10.73) | 0.22 | 3.28 (+24.84;+10.12) 0.89
INQoL -2.9 (-5.5;+0.73) 0.17 -4.3 (-8.2;+1.1) 0.31

Table 4: Change between baseline and year 1 evaluation in muscle function tests,
spirometry, quantitative muscle MRI and patient reported outcome measures in
symptomatic and asymptomatic LOPD patients. Median value and 25th-75" percentiles
are shown. Paired Wilcoxon signed rank test was used to find out whether the
differences observed between baseline and year 1 evaluation were statistically
significant. Adjustment for multiple comparisons using Bonferroni correction was

applied; p was considered significant if lower than 0.002.

12
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Figure 2:Yearly progression in thigh muscle fat replacement in symptomatic
L OPD patients. The box plot includes the 25h.75™ percentile, the mid lines indicate
the median, bars are the 5™-95" percentiles. Each dot represents one symptomatic

LOPD patient. Mann-Whitney U Test, ***P<0.001

Symptomatic Asymptomatic
treated patients Pvalue patients (baseline P
(baselinevs. 12- vs. 12-month value
month follow-up) follow-up)
Rectus Femoris | 0.44 (+0.02;+2.22) | 0.04 | -1.04 (-1.94-0.19) | 0.13
Vastus Lateralis | 1.4 (+0.01;42.99) | 0.009 | -0.55(-1.3;+0.22) | 0.24
Vastus Medialis 0.22 (-1.04;+2.8) 0.15 0.48 (-1.34;4+2.03) | 0.44
Vastus Intermedius| 1.66 (+0.24;+3.21) 0.001 -0.54 (-1;10.05) 0.13
Biceps Femoral ) )
<hort head 1.76 (-0.3;+2.78) | 0.007 | 0.01 (-1.23;+2.64) | 0.64
Biceps femoral 12(-02;+#3.3) | 0.006 | 0.36(-0.79;+0.64) | 0.64
long head
Adductor Longus 0.04 (-1.6;+1.24) 093 | -0.2(-1.62;+1.35) | 0.50
Adductor Magnus | 0.51 (-0.06;+1.66) 0.053 | 0.3 (-1.79;+1.03) 0.57
Sartorius 1.03 (-0.85;+2.34) | 0.08 | -0.97 (-1.38;+1.13) | 0.38
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Gracillis 0.11 (-2.44:+1.79) | 0.73 | -0.71 (-1.79;+0.77) | 0.44
Semitendinosus 1.17 (0;+3.22) 0.02 | -0.45(-1.9;+0.77) | 0.59
Semimembranous | 0.6 (-0.61;+3.15) | 0.10 | 1.82(-0.16;+3.21) | 0.02
Total thigh 1.79 (+0.2;+2.4) | 0.001 | -0.11(-0.82;+0.4) | 0.57
Paraspinal -0.03(-2.23;+0.73) | 034 | 0(-1.25:+1.89) | 0.77
Psoas 0.97 (+0.06:+0.95) | 0.02 |-0.91 (-3.08;+2.71) | 0.67

Tableb5: Fat fraction progression in every thigh and trunk muscle after one year of
follow-up in symptomatic and asymptomatic patients. Median value is shown with
25th-75" percentiles in brackets. Paired Wilcoxon signed rank test was used to find out
whether the differences observed between baseline and year 1 evaluation were
statistically significant. Adjustment for multiple comparisons using Bonferroni

correction was applied: p was considered significant if lower than 0.004.

We studied whether demographic or clinical factors such as sex or age at the start of
ERT were associated with the increase of thigh FF at year 1. We only found a
significant correlation between baseline thigh FF and increase of thigh FF at year 1
(Spearman test p=0.024; p=0.48). The thigh FF value in a single patient is an average
value of fat present in muscles at different stages of involvement, from mild
involvement to complete fat replacement. It has recently been shown that the basal
status of muscles could influence response to treatment and consequently their increase
in FF [21]. For this reason, in an exploratory post-hoc analysis, we decided to study all
muscles as separate variables. We classified muscles as having mild fatty infiltration
when FF at baseline was lower than 30%, moderate infiltration when FF at baseline was
between 30 and 60%, and severe infiltration when FF at baseline was higher than 60%.
There were significant differences in the increase in FF between the three groups after
one year (Kruskal-Wallis, p<0.0001, Figure 3). We observed that FF in muscles with

less than 30% FF at baseline increased less than muscles with FF between 30 and 60%

14



~

Figueroa-Bonaparte et al

after one year (median +0.28% vs. +2.84%, p<0.0001). In a similar way, FF in muscles

with more than 60% FF at baseline increased less than muscles with FF between 30 and

60% during the same period (median +0.75% vs. +2.84%, p=0.004).

>

Increase fat fraction year 1
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Figure 3: Yearly progression of fat replacement in individual muscles of symptomatic

patients. A: Each dot represents fat fraction calculated in a single muscle. Vertical lines

divide muscles based on baseline fat fractions: low (green dots, 0-30%), intermediate

15
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(red dots, 30-60%) and severe (orange dots, 60-90%). B: Increase in muscle fat
replacement related to baseline fat fraction. The box plot includes the 25th.75h
percentile, the mid lines indicate the median, bars correspond to the 5h_gs5h percentiles.

Black dots are outliers. Kruskal-Wallis test, *P<0.05, **P<0.01.

Muscle FF did not change significantly in asymptomatic LOPD patients. The median
change in thigh FF in this group was -0.11% (Paired Wilcoxon signed rank test,
P=0.57). We did not find significant changes in muscle function tests in this group of

patients after the one year follow-up (Table 4).
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DISCUSSION

In the present study we show that quantitative muscle MRI using 3-point Dixon is a
useful tool for monitoring disease progression in patients with late onset Pompe disease.
qMRI was more sensitive to the changes over a period of one year than other more
conventional muscle tests. We analyzed a large cohort of LOPD patients including
symptomatic treated patients and asymptomatic patients with hyperCKemia. Our
results support the addition of gqMRI to the protocol currently used to follow up LOPD
patients. In the case of treated patients, qgMRI could be useful for analyzing treatment
response. For asymptomatic patients, meanwhile, an increase in fat infiltration detected
by gMRI, before clinical symptoms are evident, should be taken into account when

considering ERT or a closer follow-up of progression.

Hereditary myopathies are characterized by slow progression over the years. Skeletal
muscle is replaced by fat and fibrotic tissue leading to muscle weakness [22]. However,
annual changes in muscle strength and function can be subtle and difficult to quantify,
and it is not uncommon to find a heterogeneous rate of progression among patients. For
these reasons, establishing the progression rate of hereditary myopathies is a difficult
task. This difficulty needs to be addressed, especially at present, when several drugs
designed to slow down the progression of these diseases are being tested in clinical
trials[23]. To keep up with these therapeutic advances, the neuromuscular field needs

reliable biomarkers to detect subtle changes in muscle structure and function [24-26].

gMRI has recently been suggested as a useful tool for following up patients with

various neuromuscular diseases [13, 15, 18, 27, 28]. We analyzed the progression of

muscle fat infiltration in patients with LOPD over a period of one year using a qMRI
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sequence, the 3-point Dixon, which has been reported to be a valuable outcome
measure, reproducible and more sensitive to change after a short period of time than
muscle function tests [17]. Our results agree with this previous observation. However,
in our opinion, 3-point-Dixon has some limitations. Analysis of the images is still
performed by hand as ROIs are manually drawn on muscle sections, making the
evaluation of images a time-consuming task that requires a high degree of expertise and
patience. Software that can automatically calculate fat fraction on an entire slice stack
has been developed, but has not yet been applied to neuromuscular disorders [29]. As
fat infiltration is not homogeneous through all the muscle, several slices should be
analyzed to calculate median fat infiltration. Moreover, the analysis of a new set of
images obtained from the same patients after a period of time requires internal anatomic

landmarks to facilitate the recognition of slices that were previously quantified.

This is the largest prospective study using qMRI in LOPD patients reported so far. We
analyzed 22 LOPD patients treated with ERT in a wide range of clinical situations, from
wheelchair-bound patients requiring ventilation, to patients with slight weakness and no
major problems in daily activities [30, 31]. Two reports including longitudinal data of
qMRI imaging from LOPD patients have already been published. Dr. Carlier and
collaborators performed a retrospective analysis of 14 LOPD patients treated with ERT
and found a significant increase of 0.9% in FF of all lower limb muscles during a one
year period [32]. The EMBASSY study provided follow-up data for 16 LOPD patients
using muscle function tests or repeated muscle biopsies [33]. Five of the 16 patients
were also followed up using gqMRI which included 3-point Dixon. After six months, a
mean increase of 0.6% in FF of all leg muscles was observed. However, both studies

analyzed lower leg muscles, such as tibialisanterior or soleus, that are commonly less
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involved in LOPD, probably reducing the final average increase in FF observed [19,

20].

Our study also adds new information about the natural progression of pathology in
Pompe disease. 3-point Dixon imaging quantifies fat infiltration in skeletal muscles,
which is a common pathological change observed in neuromuscular disorders. In the
case of LOPD, the earliest pathological change is the accumulation of glycogen inside
lysosomes in the sarcoplasm [34]. The progressive addition of lysosomes has two
consequences. On the one hand, there is dysfunction in the contractile properties of the
myofiber. On the other, the cellular autophagy process is impaired, leading to an
accumulation of debris inside the muscle fiber [35-37]. Eventually, the muscle fiber
degenerates and dies, and is replaced by fat, which is detectable using muscle MRI.
ERT has been shown to reduce the accumulation of glycogen in the sarcoplasm and
reactivate cellular autophagy, reducing muscle fiber loss [37]. We therefore argue that
3-point Dixon could be useful in following up the progression of muscle fiber loss and
fatty replacement in LOPD, which is the final consequence of glycogen accumulation in
lysosomes. However, 3-point Dixon imaging does not identify glycogen, which would
be very useful in following up asymptomatic patients for whom muscle fiber necrosis
has probably just started or is minimal [38]. MRI sequences to detect glycogen in
human tissue have been developed, including (13)C-MR spectroscopy, chemical
exchange saturation transfer imaging or proton MRS. However, this technology is not
routinely available on standard clinical scanners [39]. MRI sequences commonly used
in clinical centers include T1, 3-point Dixon, T2 and STIR [40]. An increase in the
STIR signal in muscles from LOPD patients has recently been described, with the

suggestion that this is related to the presence of water molecules retained by glycogen
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[41]. Nevertheless, this increase was not detected in all Pompe patients. In a similar
way, an increased T2 signal has been described in some muscles in Pompe patients [32].
Although the increase in STIR signal has been related to accumulation of water or
edema, the increase in T2 signal is not specific and can be observed in muscle fiber
necrosis, inflammation, or presence of free water [42, 43]. We therefore still need MRI
sequences capable of identifying glycogen that can be used in clinical settings, and

future research should focus on this area.

We detected an average increase in FF of 1.7% in symptomatic ERT treated patients
after one year of follow-up. In contrast, no functional changes were observed in the
same period of time. The increase in FF detected in ERT-treated patients is probably not
enough to produce a functional change. However, the progressive increase of FF could
result in a deterioration of muscle function after several years, as has been recently
described in patients treated with ERT for more than 5 years [11]. It would be very
valuable to identify the ratio of FF increase in non-treated symptomatic LOPD patients.
One of the limitations of this study is that we had no control group including
symptomatic non-treated patients, because ERT usually starts soon after patients

develop muscle symptoms.

The factors that could influence the response of LOPD to ERT are still not known. The
majority of muscles had a slow, continuous progression despite ERT treatment, which is
reminiscent of that observed in other slow, progressive muscular dystrophies. We
observed that those muscles which were less infiltrated at the basal evaluation were the
ones that progressed the least. This finding has also been reported by other groups

studying Pompe disease. In our opinion, this may be due to the fact that in muscles with

20



10

11

12

13

14

15

16

17

18

Figueroa-Bonaparte et al

a certain degree of degeneration, autophagic vacuoles accumulate, impairing the
transport of the enzyme from the sarcolemma to the lysosomes and probably reducing
the effect of ERT [35-37]. However, this rate of progression has also been described in
patients with facioscapulohumeral muscle dystrophy [28], suggesting that a certain
amount of baseline damage in skeletal muscles can be associated with a more rapid
progression of the disease. If this were confirmed, early treatment of patients could
result in a better and longer-lasting response to drugs, although this should be further
investigated in a prospective clinical trial [21, 37]. In any case, we think qMRI may
play an important role in the early detection of fatty infiltration in muscle, which would

suggest following up asymptomatic patients more closely.

Based on our results, we conclude that gqMRI is a very efficient tool for demonstrating
the muscular condition of Pompe patients from the morphological point of view, and to
monitor symptomatic and asymptomatic LOPD patients treated or not with ERT in daily
clinics. However, its utility in detecting muscle degeneration in short therapeutic trials

may be questionable.
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METHODS

Study design and participants

We are conducting a prospective observational study following up LOPD patients at the
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau (HSCSP) in Barcelona. This comprises annual
evaluations, including muscle function tests, spirometry, quality of life scales and
quantitative muscle MRI. This study is registered in ClinicalTrials.gov with the
identifier NCT01914536. The HSCSP ethics committee approved the study and all
participants signed an informed consent form. All study procedures were performed in
accordance with Spanish regulations.

Inclusion criteria for the study were: 1) Diagnosis of LOPD based on recommendations
recently proposed by the European Pompe Consortium; reduced enzymatic activity in
leukocytes, fibroblasts or skeletal muscle and/or the presence of two mutations in the
GAA gene following the diagnostic [44]; 2) No contraindications to MRI; 3) Symptoms
of muscle weakness starting after the age of 18; 4) Willingness to complete all muscle

function tests, respiratory assessment and patient-reported outcomes measures.

All patients were studied by two physiotherapists (I.B. and I.P.) with considerable
experience in neuromuscular disorders at HSCSP in Barcelona. The physiotherapists
evaluated muscle function using the following tests: the 6 minute walking test, time to
walk 10 meters, timed up-and-go test, time to climb up and down 4 steps, and the motor
function measure-20 item scale (MFM-20) [45]. Muscle strength was studied using both
the Muscle Research Council scale (MRC) and hand-held myometry. ACTIVLIM,
INQoL and SF-36 were used as patient-reported outcome measures [46]. We obtained
forced vital capacity, both seated and lying down, using the Carefusion Microlab ML

3500 MKS8 spirometer (Carefusion, Yorba Linda, CA, USA).
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Patients were classified as symptomatic or asymptomatic. We considered a patient
symptomatic when muscle weakness was found in clinical examination using the MRC

scale, or when Forced Vital Capacity was at less than 85% of the normal values.

Muscleimaging

All patients were examined in a Philips Achieva XR 1.5 Tesla located at HSCSP. We
used the same positioning protocol for all patients: a supine position with the legs

stretched out, the patella facing upwards and the ankles in a neutral position.

Axial 3D 3-point Dixon images were acquired with the following acquisition
parameters: TR/TE=5.78/1.8, 4 ms, flip angle=15°, FOV=520x340x300 mm, voxel
size=1x1x3 mm for thighs and FOV=520x320x200 mm and voxel size=1.3x1.7x5 mm

for the lower trunk. The acquisition time was 45 minutes per patient.

Two investigators (S.F-B. and J.D-M.) analyzed 3-point Dixon MR images using the
PRIDE (Philips Research Image Development Environment) tool. ROIs were manually
drawn on five slices of the following muscles: rectus femoris, vastus intermedius, vastus
lateralis, vastus medialis, adductor magnus, sartorius, gracilis, semitendinosus and
semimembranosus; on three slices of biceps femoris long head, biceps femoris short
head and adductor longus; and on two slices for psoas and lumbar paraspinal muscles.
We used anatomical landmarks to ensure consistency between baseline and year 1
analysis: we took the last slice in which the femoral head was observed as a reference,

and analyzed muscles every 5 cm along the entire thigh.
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For every ROI, the total area and area covered by fat were calculated automatically

using the PRIDE tool (Figure 1A and B). The fat fraction coefficient was defined as

f at/ fat + water where fat and water were the image intensity values over the ROI for

the fat and water Dixon images respectively. From those two parameters, and assuming
that water content corresponds mainly to muscle, fat and muscle area were estimated.
Accumulative values across all slices were also computed and, as a final index, muscle
Fat Fraction (FF) was calculated as follows: FF=(muscle fat area x 100)/ muscle

area. Once we obtained the values from every muscle we calculated thigh fat fraction as
follows: thigh FF=(Sum of fat area of all thigh muscles x 100)/sum of muscle area of all

thigh muscles).

The average time to quantify fat fraction in 3-point Dixon images was 60 minutes. A
high degree of reliability was found between investigators. The IIC coefficient was

0.982 with a 95% confidence interval from 0.977 to 0.987.

Statistics

We used non-parametric tests for the statistical analysis of the variables. We used the
Mann-Whitney U test to investigate whether there were significant differences between
variables between groups (symptomatic vs. asymptomatic). Agreement between fat
fraction measurements in quantitative muscle MRI, taken by two different investigators,
was measured using the Intraclass Correlation Coefficient (IIC). We used the paired
Wilcoxon signed rank test to investigate whether there were significant changes in
motor function tests, spirometry, quality of life scales and the fat fraction measurements
obtained with qMRI between the baseline and year 1 visit. We used Spearman’s rank
correlation (coefficient reported as p) to investigate whether there was a correlation

between the results of the muscle function tests, spirometry, quality of life scales and
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the thigh fat fraction obtained using qMRI. As we ran multiple correlations, a
Bonferroni test was performed to avoid type 1 errors. An ROC curve was performed to
study whether thigh fat fraction was able to differentiate between symptomatic and
asymptomatic Pompe patients with high sensitivity and specificity. The results of all
statistical studies were considered significant if P was lower than 0.05. Statistical
studies were performed using IBM SPSS® Statistics software version 21.

The datasets generated during the current study are available from the corresponding

author on reasonable request.
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Figurelegends

Figure 1: Analysisof fat fraction in thigh and trunk musclesin LOPD patients at
baseline. A and B show an example of how ROIs are drawn to obtain total muscle area
and fat fraction in 3-point Dixon images. C shows the fat fraction calculated for thigh
and trunk muscles in symptomatic (red) and asymptomatic (blue) patients. The box plot
includes the 25%-75™ percentile, the mid lines indicate the median, bars are the 5th_g5th
percentiles. ¥*P<0.05, ** P<0.01 and ***P<0.001. RF: Rectus Femoris, VL: Vastus
Lateralis, Gr: Gracilis, VM: Vastus Medialis, Sa: Sartorius, BFSH: Biceps Femoris
Short Head, VI: Vastus Intermedius, ST: Semitendinosus, AL: Adductor Longus, BFLH:
Biceps Femoris Long Head, Pso: Psoas, SM: Semimembranosus, Ps: Paraspinalis, and

AM: Adductor Major.

Figure 2:Yearly progression in thigh muscle fat replacement in symptomatic
LOPD patients. The box plot includes the 25th_75M percentile, the mid lines indicate
the median, bars are the 57-95" percentiles. Each dot represents one symptomatic

LOPD patient. Mann-Whitney U Test, ***P<0.001

Figure 3: Yearly progression of fat replacement in individual muscles of symptomatic
patients. A: Each dot represents fat fraction calculated in a single muscle. Vertical lines
divide muscles based on baseline fat fractions: low (green dots, 0-30%), intermediate
(red dots, 30-60%) and severe (orange dots, 60-90%). B: Increase in muscle fat
replacement related to baseline fat fraction. The box plot includes the 25™-75™
percentile, the mid lines indicate the median, bars correspond to the 5h_gsth percentiles.

Black dots are outliers. Kruskal-Wallis test, *P<0.05, **P<0.01.
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