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RESUMEN
La resonancia magneética (RM) se ha establecido como una herramienta util en el estudio de
las enfermedades neuromusculares. Dentro de ellas, las miopatias hereditarias forman un

grupo heterogéneo que tienen en comun el origen genético.

En esta tesis exploramaos la utilidad de la RM en un grupo de miopatias hereditarias (distrofia
oculofaringea [DOF], disferlinopatia [DYSF], distrofia facioescapulohumeral [FSH] y distrofias
musculares de Duchenne [DMD] y Becker [BMD]), y planteamos cuestiones técnicas sobre el

analisis de las imagenes Dixon utilizando como ejemplo la enfermedad de Pompe.

Para el estudio en DOF colectamos datos clinicos y RM musculares de 168 pacientes. Encon-
tramos un patron comun de afectacion con infiltracion precoz de la lenqua, el adductor

magnus y el soleus, y demostramos también correlacion clinico-radiolégica.

Para evaluar la utilidad de las técnicas Dixon estudiamos pacientes con FSH, DYSF, DMD y BMD,
encontrando correlacion entre las pruebas fisicas y la infiltracion grasa. Ademas, exploramos
la utilidad de factores de crecimiento implicados en el proceso de fibrosis muscular como posi-
bles biomarcadores. Hallamos que el factor de crecimiento dependiente de las plaguetas-AA

(PDGF-AA) correlaciona con las pruebas fisicas en las distrofinopatias y con la RM en BMD.

En el tercer estudio comparamos 3 estrategias de analisis de las imagenes Dixon en 34
pacientes con enfermedad de Pompe, con el objetivo de establecer cual de las 3 es mas
eficiente. Las tres estrategias correlacionaron con las pruebas fisicas, pero el incremento de
infiltracion al afio de seguimiento no mostré diferencias entre los tres métodos, lo que indica

que una estrategia de analisis global puede ser mas eficiente para estudios de seguimiento.

En conclusién, la RM muscular es Util para el diagnoéstico de la DOF y para el seguimiento
de las distrofias musculares aqui descritas. El analisis de las imagenes Dixon puede en

ocasiones realizarse de forma global ahorrando asi tiempo.
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ABSTRACT
Magnetic resonance imaging (MRI) has been established recently as a useful tool for the
study of patients with neuromuscular disorders. Among these diseases, hereditary myopa-

thies form a heterogenous group which are genetic in nature.

In the present thesis we explore the usefulness of MRl in a group of hereditary myopathies (Oculo-
pharyngeal muscular dystrophy [OPMD], dysferlinopathy [Dysf], facioscapulohumeral dystrophy
[FSH], Duchenne muscular dystrophy [DMD] and Becker muscular dystrophy [BMD]), and ques-

tion technical issues in the analysis of Dixon images using Pompe disease as an example.

In our first study we collected clinical and MRI data of 168 patients with OPMD. We found
a common pattern of fat replacement with characteristic early involvement of the tongue,

adductor magnus, and soleus. We also showed clinical-radiological correlation.

To explore the utility of the Dixon technique to quantify fat infiltration, we studied patients
with FSH, Dysf, DMD, and BMD. We found correlations between the physical tests and fat
replacement. Furthermore, we investigated the usefulness of growth factors implicated in
muscle fibrosis as possible biomarkers. Platelet-derived growth factor AA (PDGF-AA) corre-

lated with physical tests and with MRI in BMD.

In our third study we compared three strategies of analysis of Dixon images in 34 patients
with Pompe disease with the goal of finding the most efficient one. We found that the three
strategies correlated with physical tests. However, the fat replacement increment after one
year of follow-up did not show differences among the three methods, which suggests that

a global strategy of analysis could be more efficient for follow-up studies.

In conclusion, muscle MRI is useful for the diagnosis of OPMD and the follow-up of the
muscle dystrophy that we describe here. Regarding the analysis of Dixon images, a global

approach can in some situations can be adequate as well as time-saving.
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1.1. MIOPATIAS HEREDITARIAS

El término “miopatia” proviene del griego ‘my(0)’ -(musculo) vy ‘patheia’ -(enfermedad) Ly
engloba un amplio y heterogéneo grupo de enfermedades que se caracterizan por afecta-
cion especifica (aungue no tiene por qué ser exclusiva) del tejido muscular esquelético y/o

cardiaco.

En una primera aproximacion a la clasificacion, las miopatias suelen dividirse en hereditarias
y adquiridas. En esta tesis nos centraremos en el primer grupo, por ser el grupo objetivo de

los estudios que hemos llevado a cabo.

Las miopatias hereditarias son causadas mayoritariamente por mutaciones en genes que
afectan a la linea germinal y son, por tanto, transmisibles a la descendencia. Un pequefio
grupo son debidas a mutaciones en el DNA mitocondrial. Tanto el patrén de herencia como
la penetrancia varia de unas entidades a otras. Suelen clasificarse atendiendo a criterios
anatomopatoldgicos v clinicos, aungue los vertiginosos avances que el campo de la genética
esta atravesando en las ultimas décadas, complican dicha clasificacion, ya que mutaciones
en un mismo gen pueden dar lugar a distintos fenotipos y, a su vez, un mismo fenotipo de

enfermedad puede originarse por mutaciones en genes diferentes 4

A pesar de que el fenotipo puede ser similar en distintas enfermedades, es importante
conocer y diferenciar el mecanismo fisiopatoldgico subyacente que en ultima instancia
produce la degeneracion muscular, ya que tiene implicaciones de cara al seguimiento vy

tratamiento, asi como para el desarrollo de nuevas terapias.

El diagndstico y seguimiento de las miopatias hereditarias es complejo. A continuacion, se
exponen de forma general los diversos tipos y las herramientas diagndésticas, para poste-
riormente introducirnos en las cuatro enfermedades objeto de esta tesis: las distrofias
musculares de Duchenne (DMD) y Becker (BMD), la distrofia oculofaringea (DOF) y la enfer-

medad de Pompe.
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1.1.1. Tipos de miopatias hereditarias

1.1.1.1. Distrofias musculares

Las distrofias musculares se caracterizan por una lenta y gradual degeneracion del tejido
muscular que conlleva el desarrollo de debilidad progresiva. La gravedad puede ser muy
variable en funcién del tipo de distrofia y de la edad de presentacion, que puede ser desde
el nacimiento hasta la edad adulta tardia. La musculatura respiratoria y cardiaca también
pueden afectarse en ciertas distrofias, lo que tiene una gran influencia sobre el prondstico
vital. Otros drganos, como el cerebro o la piel también pueden verse afectados en algunos

casos .

Las distrofias musculares pueden clasificarse clinicamente en distrofias de cinturas (en las
que se afecta predominantemente la musculatura proximal) y miopatias distales (en las
que predomina la afectacion distal). Desde un punto de vista genético, pueden clasificarse,
en funcién del patrén de herencia en autosémicas dominantes, recesivas, ligadas al cromo-
soma X o esporadicas. Algunas distrofias musculares tienen rasgos clinicos muy caracte-
risticos por lo que tradicionalmente se han considerado entidades propias. Es el caso de
la distrofia de Steinert, caracterizada por la presencia de miotonia, o la distrofia muscular
de Emery-Dreifuss, que cursa con contracturas articulares prominentes en la musculatura
axial, en codos y tendones de Aquiles. Las miopatias producidas por mutaciones en el DNA

mitocondrial suelen considerarse un grupo a parte (miopatias mitocondriales).

Desde el punto de vista histolégico, las distrofias musculares se caracterizan por la
presencia de degeneracién y regeneracion de fibras musculares, aumento del nimero de
nucleos centrales, incremento en la variabilidad del tamafio de las fibras y aumento de

tejido conectivo y graso 8

A pesar de caracteristicas histolégicas similares, el mecanismo fisiopatolégico que conduce
a la degeneracion muscular varia entre las diferentes distrofias. El origen es un defecto

genético que conduce a la produccién deficitaria o anémala de una proteina de la fibra
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muscular, lo que conlleva una disfuncion de la fibra. Se han descrito defectos en el sarco-
lema, en la matriz extracelular, en el citoesqueleto, en el aparato de Golgi, en la membrana
nuclear, en el sistema contractil, el citoplasma vy la unién neuromuscular, asi como en las

proteinas involucradas en el proceso de glicosilacion de otras proteinas (Figura 1.1)
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Figura 1. 1: Representacion esquematica de los componentes de la fibra muscular y las miopa-
tfas resultantes de la mutacién en cada uno de los genes.

LGMD: limb-girdle muscular dystrophy. DG: Destroglicano. SG: Sarcoglicano. CAV-3: Caveolina 3.
Disf: Disferlina. ANOS: Anoctamina 5. DMD: Distrofia Muscular de Duchenne. BMD: Distrofia
muscular de Becker. CMD: Congenital Muscular Dystrophy. MFM: Miofibrillar myopathy.
CNM: Centronuclear myopathy. CMP: Cardiomyopathy. OPMD: Oculopharyngeal Muscular
Dystrophy (distrofia oculofaringea). ZASP: Z-band alternatively spliced PDZ-motif protein.
FKRP: Fukutin-related protein. /magen creada con BioRender

En los ultimos 30 afios se han descrito gran cantidad de genes implicados en las distrofias

musculares, y la lista no para de crecer a medida que el conocimiento sobre genética se

expande y los costes de los estudios genéticos se reducen °
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1.1.1.2. Miopatias metabélicas

Las miopatias metabdlicas son enfermedades musculares hereditarias en las que el defecto
genético afecta a la sintesis de enzimas implicadas en el metabolismo de los carbohi-
dratos o de los lipidos, lo que conduce a un desequilibrio entre demanda vy oferta ener-
gética. Pueden desarrollarse tanto en la infancia como en la edad adulta, y clinicamente
comparten dos modos de presentacion: I- episodios recurrentes de intolerancia al ejercicio
en los que el paciente sufre calambres, contracturas y dolor muscular, que pueden incluso
llevar a la ruptura de fibras musculares (rabdomiclisis) con su excrecion en orina (mioglobi-

nuria); 2- desarrollo progresivo de debilidad y atrofia muscular.

Las miopatias metabolicas que afectan al metabolismo de los carbohidratos son las deno-
minadas glucogenasis. Se han descrito aproximadamente 15 tipos en funcion de la enzima
deficitaria, siendo las mas frecuentes la glucogenosis tipo V o enfermedad de McArdle y la
glucogenosis tipo Il o enfermedad de Pompe, la cual se discutira en profundidad en el apar-

tado 5 de esta introduccion.

Por otro lado, las miopatias lipidicas son aquellas producidas como consecuencia del mal
funcionamiento de enzimas involucradas en el metabolismo de las grasas. Estas enferme-
dades son mas frecuentes en la infancia, suelen ser multisistémicas y desde un punto de
vista anatomopatolégico, se caracterizan por la presencia de gotas lipidicas en las fibras
musculares, visibles con tinciones especificas (como el red oil o el sudan black) o micros-

copia electrénica 1°.

1.1.1.3. Miopatias congénitas

Bajo el término “miopatias congénitas” se incluyen un grupo de miopatias genéticamente
determinadas que se inician en el nacimiento o en los primeros meses de vida. Tienen
caracteristicas clinicas comunes, como la debilidad de la musculatura facial, posible afec-
tacién de pares craneales, paladar ojival vy la debilidad muscular de predominio proximal,
y hallazgos caracteristicos en la biopsia muscular, como la presencia de cores (miopatia con

cores centrales o miopatia con minicores), bastones o inclusiones de nemalina (miopatia
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nemalinica) o nucleos centrales (miopatia centronuclear). El diagndstico genético de las
miopatias congénitas también es complejo, existiendo, por un lado, diferentes genes que
producen el mismo fenotipo y hallazgos anatomopatoldgicos comunes, y por otro lado, con

un mismo gen dando origen a fenotipos y cambios histolégicos diferentes L.

1.1.1.4. Canalopatias del musculo esquelético

Las canalopatias se producen como consecuencia de la disfuncién de canales iénicos de la
membrana plasmatica de la fibra muscular. Estos canales cumplen una funcién crucial para
la estabilidad de la excitabilidad del sarcolema, por lo que su disfuncion se manifiesta como
debilidad (incapacidad para producir contraccion muscular) o como miotonia (incapacidad

para relajar el musculo) *2.

1.1.2. Diagndstico de las miopatias hereditarias

La complejidad clinica y fisiopatolégica y lo intrincado del diagnéstico genético, implican un
diagnostico diferencial amplio y una aproximacion diagnostica compleja. El primer paso es
establecer una sospecha en base a la forma de presentacion, las caracteristicas clinicas vy el
patron de herencia. Aunque esta tesis se centra en las miopatias hereditarias, en la practica
clinica habitual debemos considerar también las miopatias adquiridas o trastornos neur6-
genos. Por tanto, una correcta anamnesis y exploracion fisica son por tanto fundamentales
para orientar el diagndstico. Disponemos de distintas pruebas complementarias para

ayudarnos en este proceso.

1.1.2.1. Analitica
La analitica sanguinea puede servirnos para confirmar el dafio muscular, asi como para

descartar causas adquiridas de miopatia (como las miopatias inflamatorias o toxicas).

Uno de los parametros mas utilizados en el diagnostico de miopatias es la determinacion de
los niveles de creatina kinasa (CK) en suero. Se trata de una enzima contenida en las fibras

musculares y que se libera en los casos de dafio muscular. La elevacion de sus niveles en
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sangre apoya el diagndstico de miopatia, pero hay que tener en cuenta que es inespecifica y
debe ser interpretada dentro del contexto clinico. Otras enzimas que se pueden elevar de forma

inespecifica son la aspartato aminotransferasa (AST) y la alanina aminotransferasa (ALT).

Algunos déficits enzimaticos pueden detectarse en sangre u orina. Es el caso del deficit de
a-glucosidasa acida, cuya actividad puede medirse en los linfocitos de sangre periférica,

como comentaremos mas adelante.

1.1.2.2. Electromiografia

La electromiografia (EMG) es Util para localizar topograficamente el origen de la debilidad.
Permite identificar lesiones de origen en el nervio periférico, en la raiz espinal, en la neurona
motora, en la unién neuromuscular o en el musculo. Aun asi, es importante destacar que una
EMG normal no descarta una enfermedad muscular, ya que, si no se examinan musculos

especificamente afectados, el estudio puede no mostrar alteraciones.

1.1.2.3. Técnicas de Imagen
Las técnicas de imagen aplicadas al diagndstico de miopatias son muy prometedoras y se

discutiran en profundidad mas adelante (apartado 2 de esta introduccion).

1.1.2.4. Biopsia Muscular

El estudio microscopico del tejido muscular es de gran utilidad. Es importante seleccionar
adecuadamente el musculo a biopsiar para obtener mayor rentabilidad diagndstica. Las
técnicas de imagen son Utiles para este propdsito. Mediante tinciones histolégicas e histo-
quimicas pueden identificarse caracteristicas de las enfermedades musculares en general,

asi como particularidades de las distintas entidades.

Disponer de tejido muscular es, ademas, util para realizar estudios inmunohistoquimicos

mediante inmunoblot, lo que permite estudiar la ausencia o reduccion de proteinas especificas.
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Asi mismo, en el tejido muscular puede ser ocasionalmente Util como fuente de DNA (por
ejemplo, en casos de mosaicismo somatico) o para la realizacion del test de contractura

muscular /7 vitro que se utiliza para el diagnoéstico de la hipertermia maligna.

1.1.2.5. Estudio Genético

El diagndstico genético es la prueba definitiva de confirmacion de la enfermedad, pero es
fundamental que los resultados se interpreten adecuadamente por especialistas con expe-
riencia, para evitar diagndésticos erréneos. El primer gen que se consiguié secuenciar en 1987
fue el gen ODMD 13 cuya mutacion es responsable de la DMD y la BMD. Desde entonces se
han descrito cientos de genes relacionados con enfermedades neuromusculares, los cuales

pueden consultarse online >4,

El diagndstico genético ha cambiado radicalmente en los Ultimos afios. Inicialmente se reali-
zaba secuenciacion de los genes de interés mediante técnicas de Sanger, lo que era costoso
y lento. Actualmente se han popularizado las técnicas de secuenciacion masiva en forma
de paneles de genes, exoma o genomas que permiten analizar cientos de genes o incluso
todo el genoma de forma concomitante. Estas técnicas permiten llegar al diagndstico de
los pacientes de forma mas rapida y ademas han permitido expandir el nimero de genes

asociados a enfermedades neuromusculares.

1.1.2.6. Consecuencias del diagndstico

Establecer el diagndstico correcto es de gran importancia por diversos motivos. En primer
lugar, el mero hecho de conocer el diagndstico reduce la ansiedad de los pacientes, muchos
de los cuales llevan afios conviviendo con la incertidumbre. En segundo lugar, permite ofrecer
el tratamiento mas adecuado. En el caso de algunas enfermedades, como la enfermedad de
Pompe o algunas miopatias lipidicas, existen tratamientos especificos que retrasan la evolu-
cion de la enfermedad. En otras, como la miastenia congénita o las miopatias miotdnicas,
se pueden aplicar tratamientos sintomaticos que mejoran la calidad de vida. Otras enfer-

medades no disponen de un tratamiento capaz de cambiar la historia natural, pero conocer
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el diagnostico permite establecer expectativas claras con el paciente sobre la evolucion de
su patologia. Ademas, conocer el diagnéstico nos permite anticiparnos a las posibles compli-
caciones que puedan surgir. Esto es de gran importancia en aguellas miopatias que asocian
trastornos de la conduccién cardiaca o miocardiopatias, ya que nos permitira implantar
marcapasos o desfibriladores en aquellos pacientes de riesgo. Conocer la historia natural de la
enfermedad también nos permitira aconsejar al paciente sobre beneficios o inconvenientes de
posibles intervenciones quirdrgicas o de otra indole. Por ultimo, el diagnostico de certeza nos
permitira ofrecer consejo genético. Podremos identificar a otros miembros de la familia con la
misma enfermedad o con riesgo de desarrollarla, y podremos ofrecer alternativas para evitar

la trasmision a la descendencia.

1.2. TECNICAS DE IMAGEN EN EL SEGUIMIENTO DE LAS MIOPATIiAS HEREDITARIAS
Las técnicas de imagen permiten una aproximacion al estudio de los tejidos del organismo de
una forma no invasiva. Se trata de un campo en continuo desarrollo gracias al avance incesante
de la tecnologia. Cada técnica se caracteriza por unas bases fisicas especificas. Asi, la ecografia
se basa en la produccion y deteccion de ultrasonidos, la tomografia computarizada (TC) en los
rayos Xy la resonancia magnética (RM) en la creacién de campos magneéticos que modifican la
alineacion de los protones contenidos en los tejidos. La RM tiene muchas ventajas frente al TC, ya
que tiene mayor resolucion, mejor capacidad para diferenciar los tejidos y es muy versatil gracias
a las diferentes secuencias que permiten estudiar con mayor precision unos tejidos u otros. La
ausencia de radiaciones ionizantes también constituye una ventaja. La ecografia también es
una técnica no invasiva e inocua, sin embargo, a diferencia de la RM es explorador-dependiente
y no permite estudiar musculatura profunda. Por todo ello, para el trabajo presentado en esta

tesis, utilizamos técnicas de RM.

1.2.1. Resonancia magnética
Para entender el funcionamiento de la RM es necesario conocer algunas propiedades de las
estructuras mas elementales de la materia: los atomos, asi como el concepto del electro-

magnetismo. A continuacion, profundizaremos en las bases fisicas de la RM, para entender
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su funcionamiento y posteriormente centrarnos en su utilidad en el diagnostico y segui-

miento de las enfermedades musculares.

1.2.1.1. Bases fisicas

1.2.1.1.1. Concepto de espin nuclear

Toda la materia esta compuesta por atomos, que a su vez estan formados por tres tipos
de particulas: electrones (con carga eléctrica negativa), protones (con carga positiva) vy
neutrones (sin carga). El atomo mas sencillo es el Hidrogeno, formado por un protén y un
electron. Se trata, ademas, del mas abundante en la naturaleza, ya que forma parte de la
molécula de agua. El funcionamiento de la RM se basa fundamentalmente en la medida y
cuantificacién de los cambios de energia que sufren los atomos de hidrégeno (que forman
parte de nuestro organismo) cuando se introducen en campos electromagnéticos. Para
entender en qué consisten estos cambios es imprescindible conocer el concepto de “espin’,

que es una caracteristica intrinseca del atomo junto con la carga y la masa.

El espin es el movimiento de giro sobre si

mismo que posee el atomo. Se representa

mediante un vector orientado sobre el eje
\ Momento magnético de giro (momento magnético) (Figura 2.1).
Las cargas en movimiento generan campos
magneéticos (de ahi la palabra “electroiman’,
que es un iman que no tiene magnetismo

Figura 2.1: Representacion esquematica del
movimiento de rotacién del atomo (espin) intrinseco, como los materiales magneéticos,
sino que este se genera a partir de cargas
eléctricas). Por lo tanto, el atomo de hidrogeno en movimiento da lugar a un campo magne-

tico a su alrededor en la direccion de su espin.

En condiciones normales, los atomos de hidrogeno se disponen de forma aleatoria en el
organismo, de forma que el campo magnético de unos se contrarresta con el de otros, dando

lugar a un momento magnético global nulo. Sin embargo, si introducimos el organismo en
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un campo magnético muy potente (en los esquemas representado como B, ), sus atomos se

alinearan produciendo un vector magnético global (Figura 2.2).

R PPN I S SR T
/i*jr}*x*;; ' f+++ A
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Figura 2.2: Disposicion esquematica de los atomos de hidrégeno en ausencia (A4)
y en presencia de un campo magnético externo (B).

Aungue los espines se alineen en la direccion del campo magnético, no todos lo hacen en
el mismo sentido: la mayoria seguiran el sentido del campo (se dice que estan en estado
paralelo, que es el estado de menor energia), pero una minoria se alinearan en sentido

contrario (en estado antiparalelo o estado de mayor energia).

Gravedad

Figura 2.3: Representacion del movimiento de precesion del atomo.
A: Movimiento de giro de una peonza alrededor del vector de la fuerza de la gravedad.
B: Movimiento analogo del atomo, en torno al eje del campo magnético B,

Ademas del movimiento rotatorio (en inglés spirring), los atomos sometidos a un campo magne-
tico realizan un movimiento de giro alrededor del eje del campo magnético, de tipo conico, del

mismo modo que una peonza gira sobre un eje en la direccion de la fuerza de la gravedad.
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Este movimiento se llama precesion (Figura 2.3). La frecuencia de precesion del atomo es

proporcional a la intensidad del campo magnético, y se denomina frecuencia de Larmor.

-B " . »
f= ; - f=Frecuencia. B=campo magnético. y = constante giromagnética

Dentro del espectro electromagnético, la frecuencia de Larmor se encuentra en el rango de

la radiofrecuencia.

Los atomos paralelos y antiparalelos se encuentran también en un movimiento de prece-
sion no sincronizado, por lo que el vector de dicho movimiento tendra tres componentes en
el espacio: una en el eje del campo magnético (por consenso eje Z) y otras dos en el plano
XY. Como estos atomos estan alineados con el campo magnético, obtendremas un vector
magnetico global en el eje Z, mientras que las componentes del plano XY de los distintos
atomos se anularan unas a otras, de forma que no habra vector global en el plano XY

(Figura 2.4).

X Y

Figura 2.4: Representacidn grafica del vector magnético resultante en el eje Z,
como consecuencia de la suma de los vectores de todos los momentos magnéticos.
BO: Campo magneético principal. M: Vector de magnetizacion global
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Dicho esto, imaginemos que tenemos nuestra muestra dentro del campo magnético, con
la mayoria de sus atomos orientados en sentido paralelo y precesando a la frecuencia
de Larmor. Es posible cambiar el estado energético de los atomos haciéndolos pasar del
sentido paralelo al antiparalelo. Para ello hay que excitarlos con la energia de un fotén
(E=h-y), utilizando una frecuencia igual a la frecuencia de precesion del atomo (es decir, la
frecuencia de Larmor). La adquisicion de las secuencias de RM se basa en ser capaces de
detectar la energia que emiten los atomos al volver a la situacion de reposo tras haber sido

estimulados con un pulso de radiofrecuencia (fenémeno de relajacion nuclear) *#1°.

1 Precesidn en fase |
y4
1
M
X Y

< = < [ >

1. Precesion en fase

3. Inclinacién del vector B,
magnético global

Figura 2.5: Proceso de excitacion nuclear y fenémeno de Resonancia.
Cuando los atomos absorben un pulso de radiofrecuencia comienzan a precesar en fase, algunos
espines pasan del estado paralelo al antiparalelo (“spin flip”) y como consecuencia el vector de
magnetizacion global se inclina. B0: Campo magnético principal. M: Vector de magnetizacién global.
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1.2.1.1.2. Excitacion y relajacién nuclear
Cuando aplicamos esta energia, el atomo la absorbe en lo que se conoce como el fené-
meno de resonancia. Es el mismo fenédmeno que sucede cuando una cantante de opera

rompe una copa al cantar en la frecuencia de resonancia del cristal.

Al absorber dicha energia suceden dos cosas: 1. Los atomos comienzan a precesar de forma sincro-
nizada (en fase) y 2. Algunos espines del estado paralelo pasan a antiparalelo (spin fjp). El resul-
tado es que el vector de magnetizacion global (M) se inclina, produciendo, ahora si, un componente

en el plano XY. Este proceso se denomina “excitacion por pulso de radiofrecuencia” (Figura 2.5).

Figura 2.6: Fenomeno de relajacion nuclear. Al cesar el pulso de radiofrecuencia los espines en
estado antiparalelo se invertiran y ademas dejaran de precesar en fase.
Como consecuencia el vector de magnetizacion global (M) volvera a su estado inicial.

Cuando cesamos el pulso de radiofrecuencia, los atomos volveran a su situacion de menor energia.

Este proceso se llama relajacion nuclear (Figura 2.6). Durante este proceso se emite la energia
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que sera utilizada para formar las imagenes de RM. Del mismo modo que hemos dividido el proceso
de excitacion en dos vertientes, podemos diferenciar dos tipos de relajacion: relajacion longitudinal,
por la que los atomos que estan en estado antiparalelo volveran al paralelo, y relajacion transversal,
por la que los atomos dejan de precesar en fase. Estos procesos suceden de forma simultanea,

pero son mas faciles de comprender explicandolos de forma independiente.

Relajacion longitudinal (T1)
El tiempo que tardan los dtomos en pasar del estado antiparalelo al paralelo cuando cesa

el pulso de radiofrecuencia varia en funcion del tejido.

100%

75%

63%

e 50%

25%

0%

T 1 Tiempo de eco (ms)

Figura 2.7: Representacion grafica del proceso de relajacién longitudinal
para dos tejidos diferentes (agua y grasa)

T1 es el tiempo que tarda la magnetizacion en recuperar un 63 % de su valor inicial. Como
vemos en la Figura 2.7, tejidos con una velocidad de relajacion en el plano longitudinal
mas rapida tendran un T1 mas corto. Este es el caso de la grasa. Inversamente, tejidos que

tardan mas en relajarse tendran T1 mas largo, como es el caso del agua.
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Relajacion transversal (T2)

El tiempo que tardan los atomos en perder la sincronizacion de precesion también varia en
funcion del tejido. A medida que el vector magnetizacion regresa a su posicion su componente
en el plano XY se ira reduciendo, asi como la sefial que obtenemos como resultado del proceso.
El tiempo que tiene que transcurrir para que la magnetizacion transversal pierda un 63 % de su
valor tras el pulso de radiofrecuencia es T2 (Figura 2.8). Los tejidos mas homogeneos, como es

el caso del agua, pierden la sefial mas lentamente (tienen por tanto un T2 largo).

1000/0 = z z
75% - . J
X Y X Y
®
T 50% -
("]
Tejido B
37% - (agua)
25% -

0% T T
Ti P ms,
Tz empo de eco ( )

Figura 2.8: Representacion grafica del proceso de relajacién transversal para dos tejidos (agua y grasa).
El agua es un tejido mas homogeéneo por lo que tiene un tiempo T2 mas largo.

1.2.1.1.3. Potenciacionen Tl y T2
Todas las imagenes obtenidas mediante RM contienen un componente T1 vy otro T2, pero
podemos ajustar los parametros de la maquina para que la imagen tenga predominio en T1

(potenciacion en T1) o en T2 (potenciacion en T2).

Potenciacién en T1
Si en lugar de un solo pulso de radiofrecuencia se emiten varios, separados entre si un

tiempo determinado (“tiempo de repeticion” o “TR”), ajustando dicho tiempo se puede llegar
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a conseguir que la relajacion longitudinal sea diferente para distintos tejidos. Aquellos con
un T1 mas largo no habran tenido ocasién de llegar a la relajacion longitudinal total, por
lo que, al recibir un nuevo pulso, tendran menor cantidad de nucleos relajados disponibles
para recibir el siguiente pulso de radiofrecuencia. Debido a ello emitirdn menor sefial que
la procedente de los tejidos con mayor nimero de protones relajados dispuestos a ser exci-
tados de nuevo. Cuanto menor es el TR, menor el nimero de nucleos que habran podido
relajarse y menor sefial. Si se emplea un TR fijo entre los pulsos de radiofrecuencia, un tejido
conun T1 corto tendra mayor sefial que un tejido con un T1 largo. Por lo tanto, las imagenes
potenciadas en T1 se consiguen ajustando un TR y un “tiempo de eco” (ver a continuacion)

corto (Figura 2.9A).

Potenciacion en T2

El tiempo que transcurre desde que se envia el pulso de radiofrecuencia hasta que se
recoge la sefial de los nucleos excitados al relajarse se denomina «tiempo de eco» (TE).
Mediante un TE largo se obtienen imagenes potenciadas en T2, ya que es este valor el que

marcara la diferencia entre los dos tejidos (Figura 2.9B).

0o O ——
Tl

75% - 75% -
]
= 50% : 50% ... T2
" [m—

12
25% 25%
0% — 0% :
TR corto T  TEcorto Tiempo (ms) TR largo T TElargo  Tiempo (ms)

Figura 2.9: 4: Potenciacion en T1. Ajustando un TR y un TE corto, se consigue una imagen
potenciada en T1, ya que es este valor el que produce un mayor contraste entre los tejidos.
B: Potenciaciéon en T2. Mediante un TR y un TE largos se consigue una imagen potenciada en T2,
ya que es este valor el que genera mayor contraste.

TR: Tiempo de repeticion. TE: Tiempo de eco
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Figura 2.10: Esquema de la obtencion de imagenes espin-eco.

Tras el pulso de radiofrecuencia de 90° los espines se alinean en el plano XY, pero debido
a las irreqularidades del campo magnético, comienzan a perder la precesion en fase. Si
en ese momento aplicamos un pulso de 1809, se invertiran. Puesto que los espines que

precesaban a mayor velocidad se encuentran ahora mas atrasados, tras un tiempo volveran
a precesar en fase, obteniéndose una sefial de eco maxima (T2).
A: Representacion en los tres ejes del espacio. B: Representacion en el plano XY. C Representacion de
la sefial obtenida respecto al tiempo. D: Si se aplican mas pulsos de 180° se obtendran mas ecos.

1.2.1.3. Técnicas convencionales
Las “secuencias de adquisicién” son la combinacién de pulsos de radiofrecuencia y gradientes

de campo magnético que se aplican de forma secuencial con el objetivo de obtener una imagen
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en la que podamos distinguir los diferentes tejidos (esto es, que exista suficiente contraste entre
los mismos). Existen multitud de técnicas y sus aplicaciones estan en constante expansion.

Aqui detallaremos solo las mas importantes para comprender el funcionamiento de la RM 15-17

1.2.1.3.1. Secuencia espin-eco
Consiste en la aplicacion de un pulso de radiofrecuencia capaz de inclinar el eje de magne-
tizacion 90° (pulso de 90°) seguido de un pulso de 180°. Nos permite obtener imagenes

potenciadas en T2. La base de su funcionamiento es la siguiente:

Como explicamos con anterioridad, al aplicar un pulso de radiofrecuencia sobre la muestra,
sus espines comienzan a precesar en fase. Sin embargo, debido a irreqularidades del
campo magnético (que son inevitables en todos los equipos de resonancia), dichos espines
comienzan a precesar a distintas velocidades y pierden rapidamente la sincronicidad. Si en
ese momento aplicamos otro pulso, esta vez de 1809, los espines se invertiran (en el plano
XY), ahora los mas rapidos se encontraran mas atrasados, pero tras un tiempo volveran a
precesar en fase, produciendo una sefial maxima (eco), tras la cual volveran a caer fuera de

fase. Si volvemos a enviar pulsos de 1809, obtendremos mas ecos (Figura 2.10).

1.2.1.3.2. Secuencia de inversién-recuperacion o inversion recovery (STIR, FLAIR)

En la secuencia de inversidn-recuperacion el ciclo de pulsos comienza con un pulso de radio-
frecuencia de 1809, en lugar de 90°. Con ello se consigue invertir el sentido de los espines,
que pasan al estado antiparalelo, con lo que la magnetizacién cambia de sentido en el eje
longitudinal. De esta forma, el tiempo de relajacion longitudinal se aumenta (ya que el
vector magnetizacion tiene que pasar de 180° a 0° en lugar de partir de 909), y, ademas,
en un determinado momento el vector sera completamente transversal al eje Z, por lo que
su valor en dicho eje sera nulo (en el momento que el nimero de espines orientados en
sentido paralelo iguale a los orientados en antiparalelo). Este momento puede aprovecharse
para anular la sefial de determinados tejidos. Por ejemplo, si aplicamos una secuencia de

adquisicion en el momento que la grasa (que recordemos tiene un T1 corto) ha recuperado
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la magnetizacién hasta el valor nulo, obtendremos una imagen sin sefial grasa, es decir, un

STIR o Short Time Inversion Recovery (Figura 2.11).

En este momento no hay
- sedal del tejido graso

Tl Tejido B
(agua)

(ms)

0%

Seii

Figura 2.11: Representacion esquematica de la magnetizacion tras el pulso de inversion de
180¢° y la recuperacion de dos tejidos con distinto T1. Hay un punto en el que la sefial de uno de
los tejidos es nula, y por lo tanto se puede utilizar para suprimir ese tejido de la imagen.

Si, por el contrario, adguirimos la imagen tras un T1 largo, podemos anular tejidos como
el liquido cefalorraquideo. Esta secuencia se denomina FLA/R o Fluid Attenuated Inversion

Recovery.

1.2.1.3.3. Secuencia de eco por gradiente

Las secuencias de eco por gradiente se desarrollaron por la necesidad de acortar el tiempo
de exploraciéon. Se basan en reducir los TR. Para ello utilizan pulsos de radiofrecuencia
menores de 90°, con lo que la relajacién nuclear es mas rapida. Otra diferencia fundamental
de estas secuencias es que, para la obtencion de ecos no utiliza pulsos de 180°, como
el espin-eco, sino que aplica gradientes magnéticos (producidos mediante las bobinas de
gradiente). Estas secuencias son muy versatiles, ya que en funcion del angulo (/7ip angle) y
los gradientes utilizados existen infinidad de secuencias posibles. Modificando dichos para-

metros, junto con el TRy el TE, pueden obtenerse imagenes potenciadas en T1 o T2.

37



1=

38

INTRODUCCION

1.2.1.4. Técnicas avanzadas

1.2.1.4.1. Dixon

En 1984 Thomas Dixon describid una técnica que, utilizando secuencias de espin-eco, permitia
crear imagenes separadas de agua y grasa, y que se denominaria posteriormente 2-punto-
Dixon 8. El gran interés en esta técnica reside en que, no solo es capaz de visualizar por sepa-

rado ambas sustancias, sino que también permite la cuantificacion del contenido graso.

Obtener imagenes de grasa y agua es posible gracias a que sus atomos precesan a velo-
cidad diferente. El procedimiento 2-punto Dixon se basa en la adquisicion de imagenes en
dos momentos concretos: cuando los vectores magnéticos de los atomos de agua y grasa
se encuentran alineados (en fase o /7 phase), y cuando se encuentran en sentidos opuestos,
a 180¢ (fuera de fase o out of phase). Sumando estas dos imagenes se obtiene una tercera

solo de agua vy, restandolas, una cuarta solo de grasa (Figura 2.12).

Figura 2.12: Adquisicion 2-punto Dixon de la zona pélvica.
Con imagenes in phase (A4), out of phase (B), de agua (C)y de grasa (D).

Debido a la falta de homogeneidad del campo magnético, las imagenes obtenidas de agua vy
grasa pueden variar en funcion del paciente o su posicion en la maquina, haciendo que la preci-
sion en la cuantificacion del contenido graso varie. Una solucion para este problema consiste

en utilizar mas ecos para obtener la imagen (técnicas 3-punto-Dixon y 4-punto-Dixon) =



INTRODUCCION ## 1

1.2.1.4.2. Espectroscopia

Todas las secuencias de las que hemos hablado hasta ahora estan basadas en la captacién
de la energia producida por los atomos de hidrogeno en respuesta a pulsos de radiofrecuencia.
Aunque este hidrégeno se encuentra mayoritariamente en las moléculas de agua, también
es un componente fundamental de la mayoria de moléculas del organismo. La espectros-
copia es una técnica mediante la cual, en lugar de formar una imagen a partir de la energia
emitida por los atomos, buscamos la frecuencia a la que entran en resonancia moléculas
menos abundantes. Para observar el espectro de frecuencias de los elementos minoritarios
es fundamental suprimir la sefial de agua (por ejemplo, mediante una secuencia de inversion

recuperacion), puesto que de otra forma su espectro ocultaria el de las demas moléculas.

La energia captada es tan pequefia que no permite la formacion de imagenes, pero si nos
permite obtener una grafica en cuyo eje Y se representa la intensidad de la sefial y en el
X, las frecuencias de resonancia. Como cada elemento tiene una frecuencia de resonancia
caracteristica, podemos conocer la composicion de la muestra. Para ello debemos de centrar

el analisis en un voxel especifico.

Existen técnicas de espectroscopia de otros atomos distintos al hidrégeno, ya que este no es
el Unico capaz de entrar en resonancia (cualquier atomo con un espin distinto de cero podria
hacerlo). Aunque su cantidad es infima en comparaciéon con la del hidrégeno, es posible
realizar espectroscopia del atomo de fdsforo-31 (3'P, utilizado para estudios de metabo-
lismo energético) y del carbono-13 (**C, prometedor para el estudio de enfermedades por
acumulo de glucdgeno). Sin embargo, estas técnicas se encuentran en fase de investigacion

y todavia no tienen aplicacién clinica 151320

1.2.1.4.3. Difusién
Las secuencias potenciadas en difusion se basan en la captacion y cuantificacion del movi-
miento de las moléculas de agua. Si estas pueden circular libremente, lo haran de forma alea-

toria en las tres direcciones del espacio (difusion isotrépica). Sin embargo, si se encuentran
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en un continente (por ejemplo, el agua contenida en las células musculares o nerviosas),

tenderdan a desplazarse mayoritariamente en una direccién (difusion anisotrdpica).

Las técnicas basadas en la difusion permiten detectar el dafio muscular, por lo que se esta
investigando su posible uso en miopatias inflamatorias, distrofias musculares y enfermedad

de Pompe 1518.21

1.2.1.4.4. Perfusion
Las técnicas de perfusion permiten medir el flujo sanguineo del tejido. A nivel muscular,
esto permite diferenciar procesos inflamatorios, en los que la vascularizacion se encuentra

aumentada, de procesos degenerativos.

1.2.1.5. Aplicacion al estudio de miopatias hereditarias

Las técnicas convencionales de RM nos permiten de forma no invasiva visualizar cambios en
la estructura muscular: atrofia o hipertrofia, inflamacion y sustitucion por tejido graso. Puesto
que estos cambios son caracteristicos de las miopatias hereditarias, la RM es una herra-

mienta muy Util tanto para el diagnéstico como para el sequimiento de estas enfermedades.

Desde que en los primeros estudios de imagen muscular (mediante TC) se observara que
los musculos se afectaban de forma desigual en distintas distrofias musculares, se planted
la posibilidad de identificar patrones de afectacion distintivos para cada enfermedad. Con
la generalizacion del uso de la RM en la atencion clinica, comenzaron a publicarse series
de casos de pacientes con afectacion muscular comun v, gracias a estudios de colabora-
cion multicentricos, se han descrito cohortes grandes de pacientes con miopatias de baja
prevalencia 2223327392431 Estos patrones son de gran importancia diagndstica, ya que
permiten diferenciar enfermedades que presenten un fenotipo comun. Se han publicado
diversas revisiones con el objetivo de ayudar al clinico en el diagnostico diferencial de estos
patrones 4244 Ademads, se han propuesto sistemas de inteligencia artificial, lo cual supone

una herramienta muy prometedora para el futuro *>4°.
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Para cuantificar el grado de infiltracidon grasa en secuencias convencionales como las poten-
ciadas en T1, se han descrito varias escalas semicuantitativas, que graddan los musculos

en funcion del contenido graso 57,3847 (Figura 2.13).

Escala modificada de Fisher

0 = Apariencia normal

1 = Leve: Trazas de aumento de ubtensidad de sefial

2 = Moderado: Trazas confluyentes, afectando a menos
del 50% del musculo

3 = Grave: Aumento de la intensidad de la sefial en mas
del 50% del musculo

4 = Terminal: Reemplazo completo del musculo

Figura 2.13: Escala modificada de Fisher para la cuantificacion visual del contenido graso muscular.

Si bien estas escalas son utiles para estimar el contenido graso y definir los patrones de
afectacion muscular, no son suficientemente sensibles para estimar cambios en periodos
cortos de tiempo. Por ello, para los estudios de seguimiento, las técnicas cuantitativas como
el 2 y 3-punto-Dixon han ganado popularidad *¥~>’. Sin embargo, la cuantificacion del conte-
nido graso a partir de las imagenes Dixon no se obtiene de forma automatica, sino que el
explorador debe sefialar el area de interés en el post-procesado de las imagenes, mediante
un software especifico. Para delimitar esta area deben dibujarse regiones de interés (regions
of interest o ROIs) en las secciones del musculo. El programa nos dara el porcentaje de grasa

(fat fraction o FF) asi como el area de la zona dibujada (Figura 2.14).

ROI
FF = 23,4%
Area = 17,8cm?

Figura 2.14: Area de interés dibujada manualmente sobre el musculo
vastus lateralis en la imagen in phase en la secuencia 2-punto Dixon.
RO/ region of interest. FF: Fat Fraction
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Este proceso es laborioso, y en funcion del nimero de musculos que se quieran analizar,
puede requerir mucho tiempo. No hay consenso sobre la mejor manera de realizar este
analisis. La mayoria de estudios dibujan ROIls sobre cada uno de los musculos y luego

P . - 54,56,58-61
calculan la FF total del muslo (o de la zona anatémica que se esté estudiando) .
Otros estudios han realizado un analisis mas global, agrupando varios musculos con el

: 50,51,62-64 . . e

mismo RO . Conscientes de la gran demanda de tiempo de este analisis, algunos
profesionales abogan por identificar el musculo mas Util para el seqguimiento de cada
miopatia, teniendo en cuenta el ritmo natural de progresion de la enfermedad para cada
musculo 2822, Tampoco hay consenso sobre el nimero de secciones que deben analizarse
para obtener la medida mas precisa, pero parece sensato pensar que, puesto que algunas
miopatias presentan un gradiente de afectacion de distal a proximal o viceversa, es nece-
sario analizar los musculos a diferentes niveles. En los estudios de seguimiento es de vital
importancia realizar el analisis en la misma seccion muscular en cada momento temporal,

ya que de otra forma la variacién en el contenido graso no seria comparable. Esto afiade

todavia mas tiempo al proceso de analisis.

Desde hace afios se estan intentando disefiar herramientas para realizar este andlisis de
manera automatica, y aunque recientemente se han desarrollado softwares que llevan
a cabo el proceso de forma semiautomatica (el explorador dibuja una serie de ROIs vy el

programa lo generaliza al resto del musculo), todavia no se ha generalizado su uso 6>,

Las miopatias hereditarias son enfermedades que evolucionan a lo largo de los afios.
Aunque se presupone un dafio muscular continuo y progresivo, los pacientes suelen expe-
rimentar la pérdida de funcionalidad de forma escalonada. Es por ello que las pruebas vy
escalas funcionales utilizadas para el seguimiento pueden permanecer estables durante
varios afios. Por este motivo, disponer de herramientas que nos permitan detectar cambios
en la estructura muscular en periodos cortos de tiempo es esencial para evaluar el efecto de
intervenciones terapéuticas. De ahi la importancia del desarrollo de técnicas de RM capaces

de monitorizar estos cambios.
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CONTROL SANO PACIENTE

Dixon - Grasa

Dixon - Agua

Figura 2.15: Secuencias mas utilizadas en la resonancia magnética muscular.
Las imagenes de la izquierda corresponden a controles sanos, y las de la derecha pacientes
con algun tipo de miopatia. Los pares de imagenes Ay C,By D, Ey Gy Fy H son secuencias
distintas a la misma altura del muslo en el mismo paciente.

Aungue no hay protocolos estandarizados para la adquisicién de imagenes en pacientes con
enfermedades neuromusculares, el grupo de estudio de RM de la red de centros de refe-
rencia europeos en enfermedades neuromusculares (Furopean Reference Network) esta-
blecié una serie de recomendaciones durante su reunion en 2019 en los Paises Bajos ©’.

Este panel de expertos recomienda realizar RM de cuerpo entero siempre que sea posible.
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En cuanto a las secciones, para valorar los miembros y el tronco recomiendan secciones
axiales, mientras que para valorar la cintura escapular aconsejan adquirir también secciones
coronales. En relacion a las secuencias, para la cuantificacion de grasa recomiendan el uso
de técnicas Dixon siempre que sea posible, y en su ausencia, técnicas potenciadas en T1.
Para evaluar la inflamacién y edema, recomiendan secuencias T2 con saturacién grasa
y STIR (Figura 2.15). Si existen alteraciones cognitivas, se recomienda realizar también
RM cerebral, para identificar malformaciones, leucodistrofia u otras alteraciones asociadas

fundamentalmente a distrofias musculares congénitas.

La investigacion en el campo de la RM para el estudio de miopatias hereditarias sigue avan-
zando con la descripcién incesante de nuevas técnicas y aplicaciones. Algo que hemos aprendido
en estos afios es la importancia de la colaboracion entre diversos centros y paises. La mayoria
de las miopatias hereditarias tienen una prevalencia muy baja vy por ello, para reclutar cohortes
grandes de pacientes que permitan la realizacion de estudios de mayor calidad, es fundamental
la cooperacion. Con este objetivo se ha creado recientemente la plataforma “Myo-share” (https./
myo-share.ohri.ca/), para facilitar la comparticién de imagenes entre profesionales, respetando

las leyes de todos los paises y garantizando el anonimato de los pacientes.

1.2.2. Otras técnicas
1.2.2.1. Ecografia
La ecografia es una técnica coste-efectiva y no invasiva. Permite apreciar cambios en el

trofismo vy la arquitectura muscular, asi como obtener imagenes dinamicas en tiempo real 19

Su funcionamiento se basa en la emision de ultrasonidos que, al alcanzar los tejidos, son reflejados
y capturados de nuevo por el transductor. Estos “ecos” (que varian en funcion del tipo de tejido) son

interpretados por un software creando las imagenes que se observan en la pantalla del ecégrafo.

Permite diferenciar el tejido muscular sano, mas hipoecoico, del patologico, que se visualiza

mas grisaceo debido al contenido de grasa vy fibrosis. En las distrofias musculares el patrén
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suele ser difuso, mientras que en los trastornos neurdgenos tiene un aspecto apolillado

(figura 2.16).

La ecografia se ha utilizado como screening diagndstico de enfermedades musculares, para
la identificaciéon de un musculo adecuado para biopsiar, como herramienta guia para infil-
tracion con toxina botulinica de musculos hipertdnicos y se esta explorando su utilidad como

herramienta de seguimiento /2.

Figura 2.16: Imagen ecografica transversal del biceps brachii en un paciente con DMD
(izquierda) y con atrofia muscular espinal (SMA) (derecha).

En ambas imagenes la intensidad del eco esta incremnetada y se aprecia una pérdida de arquitec-
tura muscular. En la DMD, la intensidad del eco se encuentra incrementada de una forma homo-
génea, mientras que en la SMA se aprecia un patron apolillado. Las fibras atroficas se visualizan

como puntos blancos mientras que las hipertroficas aparecen en areas negras (flechas). DMD:
Distrofia muscular de Duchenne. SMA: Atrofia muscular espinal. #: himero.
Imagen de ‘Neuromuscular Imaging’. pag 16 <.

1.2.2.2. Tomografia Computarizada

La tomografia computarizada (TC) empez6 a utilizarse para el diagndstico de enferme-
dades musculares a final de la década de los 70 vy principio de los 80. Sin embargo, con el
desarrollo de las técnicas de RM en los afios 90, el papel de la TC en el estudio de estas
enfermedades se redujo considerablemente. Debido a la mayor resolucion de la RM y a la
ausencia de radiaciones ionizantes, el TC ha quedado relegado a aquellas circunstancias en
las que la RM esta contraindicada (pacientes portadores de implantes no compatibles con

la resonancia).
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En las imagenes de TC el tejido graso es mas hipodenso que el musculo sano, lo que permite
identificar los musculos afectados. Las técnicas hibridas de TC y tomografia por emision
de positrones (PET, de sus siglas en inglés) tienen valor diagnostico afiadido para procesos

inflamatarios y neoplasicos.

1.3. DISTROFINOPATIAS: ENFERMEDADES DE DUCHENNE Y BECKER
El segundo articulo incluido en esta tesis es un trabajo de investigacion llevado a cabo en
pacientes con enfermedades de Duchenne (DMD) y Becker (BMD), también conocidas como

distrofinopatias.

Las distrofinopatias conforman un espectro de enfermedades musculares ocasionadas por
mutaciones en el gen OMD, el cual se encuentra en el cromosoma X, por lo que se trata de
una enfermedad generalmente padecida por hombres y transmitida por mujeres. A pesar de
ello y contrariamente a la creencia extendida de que se trata de una enfermedad exclusiva
del sexo masculino, un porcentaje de mujeres portadoras son sintomaticas con fenotipos
muy variables. Se trata de una de las enfermedades neuromusculares mas frecuentes en la
poblacién, con una prevalencia mundial estimada de 2.9 por 10000 varones nacidos para

la DMD y 0.5 por 10000 para la BMD 7>,

El DMD es el gen mas largo del genoma humano, hecho que constituye una de las dificul-
tades para el desarrollo de terapias genicas. Codifica la proteina distrofina, que se expresa
en musculo esquelético y cardiaco, y en neuronas corticales y cerebelosas. En el musculo
esquelético la distrofina establece una conexion entre el aparato contractil (por medio de
la union a la actina) y la matriz extracelular (a través del complejo distrofina-glicoproteina),

cumpliendo un papel principal en la estabilizacion de la membrana celular (Figura 1.1).

Cuando la mutacion del gen OMD altera el marco de lectura del RNA mensajero, se produce un
truncamiento precoz de la proteina, produciendo una distrofina no funcional que, en la mayoria

de los casos, es degradada por la célula. En estos casos el fenotipo resultante es la DMD. En
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contraste, cuando la mutacién respeta el marco de lectura, se produce una distrofina de menor
tamafio, pero con cierta funcionalidad, lo que conduce al fenotipo de la BMD. Las mutaciones
mas frecuentes son las deleciones, seguidas por las duplicaciones y, por ultimo, las mutaciones
puntuales. A pesar de esta division clasica en DMD y BMD, en los ultimos afios estan aumen-
tando las evidencias de un fenotipo intermedio, en el que, debido presumiblemente a modifica-
dores geneéticos, pacientes cuya mutacion predeciria un fenotipo de DMD, mantienen la marcha

mas alla de los 12 o0 14 afios, lo cual no es esperable en el fenotipo clasico .

1.3.1. Distrofia muscular de Duchenne

La DMD se produce como consecuencia de una ausencia total de distrofina. El principal sintoma
que lleva a los padres de nifios con DMD a la consulta es la alteracion de la marcha, v suele ser
entre los 2 y 5 afios. Sin embargo, las CKs se encuentran elevadas desde el nacimiento, por lo
que puede detectarse su elevacion antes del inicio de los sintomas. En ausencia de esta determi-
nacion, la marcha de puntillas y la debilidad proximal que dificulta subir escaleras o incorporarse
del suelo (para lo cual utilizan la maniobra de Gowers) son los primeros signos de alarma. En la
exploracion es tipica la hipertrofia gemelar y las contracturas aquileas. La cognicion y el lenguaje
también pueden verse afectados, y trastornos como el obsesivo-compulsivo, el autismo o el déficit
de atencién son mas frecuentes que en la poblacién general. Con el tiempo, estos nifios también
desarrollan escoliosis, y si no son tratados con corticoides, pierden la deambulacion en torno a los
12 afios. Posteriormente la pérdida de fuerza afecta a los brazos y a la musculatura respiratoria,
lo que conduce a insuficiencia respiratoria que en estadios avanzados requiere soporte ventila-

torio. Estos pacientes también desarrollan con la edad una miocardiopatia dilatada.

El tratamiento con glucocorticoides y el abordaje multidisciplinar ha mejorado sustancial-

mente su esperanza de vida ’>.

1.3.1.1. Tratamiento de la DMD
Existen algunos tratamientos especificos para la DMD que han demostrado reducir la velo-

cidad de progresion de la enfermedad.
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1.3.1.1.1. Glucocorticoides

La efectividad del tratamiento con glucocorticoides en la DMD se demostrd por primera
vez en 1974 en un grupo de 14 pacientes /6 Desde entonces, el tratamiento precoz se ha
relacionado con un retraso en la pérdida de la marcha, mejora de la fuerza en extremidades

superiores, disminucién del riesgo de escoliosis y beneficios a nivel cardiorrespiratorio /8.

1.3.1.1.2. Otras terapias
En el momento actual hay varias terapias en estudio para el tratamiento de la DMD.
Se centran en dos estrategias fundamentalmente: la primera consiste en aumentar la

expresion de distrofina y la segunda en reducir el proceso fisiopatoldgico resultante de la

mutacion ’°.
u Aminoacido
Ribosoma \ \ A
codon stop
p
- - > > (AARBB®
- - , S —_
mMRNA \—* Distrofina

funcionante

coddn stop
prematuro
> > 3 OO,
—> Distrofina
. s truncada,
G oligonucledtido no funcional
antisentido

Distrofina
parcialmente
funcional

Figura 3.1: Esquema de funcionamiento de los oligonucledtidos antisentido.
A: Traduccion normal de la molécula de distrofina. B: Traduccién defectuosa de la distrofina debido a la
presencia de un codén de terminacién prematuro (coddn stop). € Traduccion facilitada por el oligonucled-
tido antisentido, con la obtencién de una proteina parcialmente funcional. /magen creada con Biorender
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1.3.1.1.2.1. Terapias dirigidas a aumentar la expresion de distrofina

1.3.1.1.2.1.1. Oligonucledtidos antisentido

Los oligonucleotidos antisentido son moléculas disefiadas para unirse a una region especifica
del RNA mensajero (RNAmM) y modificar asi su traduccion a proteina. Los genotipos causados
por mutaciones puntuales que producen un coddn de terminacién precoz son susceptibles
de ser tratados mediante estas terapias. El oligonucledtido antisentido se une al RNAmM
produciendo un “salto” en la lectura, y evitando asi el truncamiento precoz de la proteina
(Figura 3.1). Se produce, por tanto, una distrofina incompleta pero funcional, lo que tedrica-

mente se traduciria en un cambio del fenotipo DMD a un fenotipo BMD.

Hasta el momento existen 5 terapias aprobadas para tratamiento en humanos con DMD
basados en este mecanismo de accion. Sin embargo, tres de ellos estan todavia en fase
de ensayo clinico (casimersen para el salto del exdn 45 vy viltolarsen y golodirsen para el
exon 53), y los dos que hay aprobados no estan exentos de polémica (ataluren y eteplirsen).
El primero consigui¢ la aprobacion de la Agencia Europea de Medicamentos (EMA, por sus
siglas en inglés), pero fue rechazada por la Administracion de Alimentos y medicamentos
de los Estados Unidos (FDA), mientras que con el segundo sucedio exactamente al reveés:
fue aprobado por la FDA pero no por la EMA 8081 | 3 razon de estas discrepancias tiene su
origen en la dificultad para establecer, en base a los ensayos clinicos, si el tratamiento es
efectivo o no. A pesar del hecho de que la DMD es una enfermedad lentamente progresiva,
los ensayos clinicos no pueden ser muy largos para ser econémicamente viables. Por ello,
es fundamental disponer de medidas de resultados que sean capaces de reflejar la progre-
sion de la enfermedad en periodos cortos de tiempo. En los ensayos clinicos de atalurén
y eteplirsen se utilizd como medida primaria de resultados el test de la marcha de los 6
minutos (6-minute walk test o GMWT), que si bien es un test aprobado y validado para la
DMD & también ha recibido criticas por verse influenciado por otros parametros indepen-
dientes de la distrofia, como la motivacion del nifio, o el nivel de cansancio del dia de la

prueba. Ademas, el GMWT no es aplicable a pacientes no ambulantes.
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1.3.1.1.2.1.2. Terapia génica

La terapia génica pretende administrar una copia funcionante del gen OMD a pacientes
con mutaciones del mismo, para que pueda ser transcrito a una proteina funcional.
Todavia quedan muchos problemas sin resolver en este sentido: por un lado, en gen ODMD
es demasiado grande para introducirlo en un virus adeno-asociado (AAV, por sus siglas en
inglés), que es el vector viral mas utilizado en los ensayos clinicos. Por otro lado, conseguir
que el tratamiento alcance todas las fibras musculares del organismo vy evitar la respuesta

inmune ante el AAV siguen siendo retos para el desarrollo de este tipo de terapias &)

En el momento actual no existe ningun tratamiento aprobado para pacientes con DMD

basado en terapia génica.

1.3.1.1.2.2. Terapias dirigidas a la supresién del proceso fibrético

El mecanismo de degeneracién y regeneracion muscular es complejo, y en él estan invo-
lucradas diversas células (células fibro-adipogénicas, satélites, macrofagos...), citoquinas
(factores de crecimiento derivados de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento transfor-
mante-B1 (TGF-B1), interleucina 6 (IL-6)...) y otras moléculas. Los procesos epigenéticos
como la acetilacion de las histonas también parecen jugar un rol importante en la regene-
racién muscular 8. En las distrofias musculares este proceso se encuentra alterado, lo que
conduce a proliferacion de tejido fibro-adiposo, en lugar de a una regeneracion efectiva del
musculo. Terapias que consigan interferir en este proceso, frenando la evolucion de la dege-
neracion muscular serian de gran interés ya que podrian utilizarse en todos los pacientes
independientemente del tipo de mutacion subyacente. Givinostat es un inhibidor de la histo-

na-deacetilasa que se encuentra en fase de ensayo clinico en pacientes con DMD.

1.3.2. Distrofia muscular de Becker (BMD)
En la BMD la mutacién de OMD produce una proteina defectuosa pero parcialmente
funcional, por lo que en la biopsia muscular se puede apreciar una cantidad variable de

distrofina (Figura 3.2)%%.
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Figura 3.2: Inmunohistoquimica para distrofina.

A: MUsculo normal, donde se aprecia la tincién normal en la membrana de todas las fibras musculares.
B: Distrofia Muscular de Duchenne. Con excepcion de una leve captacion en una fibra aislada
(flecha), las demas células no muestran captacion de la tincion. € Distrofia Muscular de Becker.
Se observa irreqularidad tanto del tamafio de las fibras como de la inmunohistoquimica para distrofina.
Imagen adaptada de Dubowitz et al. 8

Aunque el fenotipo suele ser mas leve que en la DMD, la edad de presentacion y la gravedad
de la enfermedad puede llegar a ser muy variable. En funcion del tipo de mutacion, el espectro
clinico se extiende desde la pérdida de la marcha en la sequnda década hasta la hiperCKemia
paucisintomatica. En contraste con la DMD, la evolucién de la enfermedad es mas lenta y es
caracteristico el desarrollo de una miocardiopatia dilatada cuya gravedad no es proporcional a
la debilidad del musculo esquelético. En algunos casos puede incluso aparecer la cardiopatia
en ausencia de debilidad muscular, lo que se ha denominado “cardiomiopatia ligada al cromo-

soma X”, y se considera un fenotipo aparte dentro del grupo de distrofinopatias 85,

El tratamiento de la BMD esta limitado al alivio sintomatico y prevencién de complica-
ciones, ya que el beneficio de los corticoides no esta demostrado, por lo que su uso es

controvertido.

1.3.3. Mujeres portadoras

Las mujeres portadoras de mutaciones en el gen de la distrofina son en su mayoria asinto-
maticas. Sin embargo, segun un estudio realizado en 129 portadoras, un 22% tenian algun
sintoma, un 17% manifestaban debilidad en la exploracion fisica y hasta un 36% mostraron
alguna anomalia en la ecocardiografia o el electrocardiograma. Estas alteraciones cardiacas

eran similares a las encontradas en pacientes con DMD o BMD, sin embargo solo un 8%
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mostraron cardiomiopatia dilatada 8687 por ello, es recomendable realizar un examen

cardiaco de forma periodica en estas pacientes.

1.3.4. Evaluacion de la progresion de la enfermedad

Desde los afios 80 se han venido desarrollando escalas y pruebas de funcién motora con el
objetivo de monitorizar la progresion de la enfermedad en pacientes con DMD. Una de las
primeras escalas validadas en esta enfermedad es el North Star Ambulatory Assessment
(NSAA) 8890 Se trata de un cuestionario con 17 items relacionados con funciones motoras
de la vida diaria: mantenerse en pie, caminar, sostenerse sobre una pierna, levantarse de
una silla, subir y bajar un escalon, levantarse del suelo, sentarse, elevar los brazos, caminar
de talones, saltar y correr. También se han utilizado test funcionales medidos en tiempo,
como el run/walk 10m test (10MWT), el time to rise from the floor test (TRF), el time to
climb 4 stairs (Tup4) o time to descend 4 stairs (Tdo4). El test mas utilizado, tanto en estu-
dios de historia natural como en ensayos clinicos, es el test de la marcha de los 6 minutos
0 6-minute walk test (6EMWT), que consiste en medir la distancia que el paciente puede
caminar a la mayor velocidad posible durante 6 minutos 82°%%, Para superar la limitacién
que supone que la mayoria de estas pruebas solo son aplicables a pacientes ambulantes,
en los ultimos afios se han comenzado a utilizar escalas que evaluan la funcionalidad de
los miembros superiores, como el performance of the upper limb (PUL) v el Brooke upper

extremity functional rating (escala de Brooke) 94,

Con el incremento del conocimiento sobre el proceso fisiopatolégico de la DMD y el desarrollo
de potenciales terapias, se ha disparado el interés por la identificacion de biomarcadores
capaces de detectar cambios en periodos cortos de tiempo. En los ultimos afios, la inves-
tigacion en este campo se centra en la RM muscular y los biomarcadores séricos, como las
citoquinas, factores de crecimiento y los microRNAs, que estan involucrados en el proceso
de degeneracion y regeneracion muscular 996 Muchas de estas proteinas son capaces
de discernir entre pacientes y controles, y algunas han demostrado variar su concentracion

en estudios prospectivos. En general, las proteinas involucradas en la funcion muscular
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disminuyen con el tiempo, mientras que las implicadas en la formacion grasa o la respuesta

al estrés oxidativo aumentan conforme progresa la enfermedad.

1.3.5. Técnicas de RM aplicadas a las distrofinopatias

Desde que se corrobord en la década de los 90 que la cantidad de grasa contenida en el
musculo se relacionaba con las pruebas funcionales en los pacientes con DMD vy que dicha
cantidad puede estimarse mediante RM, el interés por esta técnica como herramienta de

diagnéstico y sequimiento no ha parado de crecer °”%,

Para el estudio de la estructura muscular pueden utilizarse, como ya hemos visto, secuen-
cias potenciadas en T1 para diferenciar grasa y en T2 para identificar edema. Sin embargo,
en la Ultima década, las técnicas cuantitativas han aumentado progresivamente su popu-

laridad. Las mas utilizadas son el Dixon, el T2-mapping y la espectroscopia %8

Los estudios transversales coinciden en la presencia de un patron de infiltracién grasa
muscular distintivo de las distrofinopatias. Este patron es, ademas, similarenla DMD y la BMD,
a pesar de que el grado de infiltracién en pacientes con BMD es muy variable (Figura 3.3).
Los musculos mas afectados son: a nivel pélvico, los gluteos maximus y medius;, en los
muslos, el adductor magnus vy la cabeza larga del biceps femoris, con una afectacion
también precoz del guadriceps fernoris; y a nivel infrapatelar el soleus y el gastrocnemius
medialis. En el extremo opuesto, algunos musculos no se infiltran hasta estadios avan-
zados de la enfermedad, como es el caso del tbialis posterior, el sartorius, el gracilis y 10s
obturadores >#3>979° También es posible estimar el tamafio muscular midiendo el &rea en
la seccion axial del musculo. Los pacientes con DMD tienen un area mayor del comparti-
mento posterior de la pierna en comparacion con controles, lo cual se corresponde con la
presencia clinica de la pseudohipertrofia gemelar. El area del cuadriceps también es mayor
en pacientes con DMD, sin embargo esta relacién se invierte a partir de los 11 afios, pasando

a ser los controles los que tienen mayor area 100
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Enla DMD, la mayoria de estudios muestran correlaciones entre la situacion funcional, medida
con pruebas fisicas o escalas, y el grado de infiltracion grasa 3°9104-10751,526435,57101-103
Un estudio encontré también diferencias en la sefial T2 y en la fraccion grasa entre pacientes

tratados con corticoides y pacientes sin tratamiento 105,

34,48,50,108, asi

En la BMD también se ha demostrado la correlacion entre RM y pruebas fisicas
como entre el tipo de mutacién y el grado de infiltracion grasa 108 Esto nos permite inferir, a

partir de una mutacién determinada, si el paciente sufrira una evolucién mas o menos agresiva.

En los ultimos 10 afios también ha aumentado el nimero de estudios longitudinales, que
muestran un incremento del contenido graso del musculo que en ocasiones no es objeti-
vado por las pruebas fisicas 48,49,109,50-52,60,105-108 Ectq indica que la RM permite identificar
cambios en la estructura muscular (y, por tanto, progresion de la enfermedad) antes de que
estos sean evidentes en las escalas o las pruebas fisicas. La fraccion grasa medida mediante
técnicas Dixon puede incluso predecir la edad de la pérdida de la deambulacion, tal como

sugiere un estudio de Holanda °.

Los musculos mas estudiados en las distrofinopatias (como en el resto de enfermedades
musculares) son los de las piernas, principalmente por ser mas accesibles para el estudio
con RM. Sin embargo, algunos estudios recientes se han enfocado en otros grupos muscu-

51,60,111-114 o el diafragma 115'

lares, como los miembros superiores
A pesar de que, por un lado, se considera gue la RM es una buena herramienta para sequir
la evolucion de la enfermedad y, por otro, se estan estudiando multiples proteinas solubles y
factores de crecimiento como posibles biomarcadores, a nuestro saber no hay estudios que

intenten correlacionar ambas herramientas.
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Glu. minor

Glu. maximus

Figura 3.3: RM muscular de un paciente con BMD.

A: seccién axial a nivel pélvico. Se observa marcada infiltracién grasa a nivel gliteo con preser-
vacion del musculo psoas. B: Seccion a nivel del muslo. La infiltracién grasa predomina tanto
en el compartimento anterior como el posterior, pero los musculos sartorio, gracilis y la cabeza
corta del biceps se encuentran respetados. C: Seccién a nivel de la pantorrilla.

Se observa infiltracién del compartimento posterior y de los musculos peroneos, con preservacion del
musculo tibial posterior. Glu. Minor. gluteus minor. Glu. Maximus: gluteus maximus.

Sa: Sartorius. Gra: Gracilis. BSH: biceps short head. Sof: Soleus. G. med- gastrocnemius medialis.
TP. tibialis posterior. /magen adaptada de Diaz-Manera 2015 %
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1.4. DISTROFIA OCULOFARINGEA
El primer articulo de la presente tesis esta centrado en la descripcion del patrén de infiltra-

cion grasa muscular en RM de la distrofia oculofaringea (DOF).

La DOF es una distrofia muscular de inicio tardio, caracterizada principalmente por el desa-
rrollo lentamente progresivo de ptosis y disfagia. Se trata de una enfermedad producida
como consecuencia de la repeticion anémala de tripletes en el gen polyadenylate-binding
protein nuclear 1 (PABPNI) y transmitida de forma autosémica dominante. A pesar de
ser una enfermedad infrecuente, en determinadas areas geograficas la prevalencia esta
incrementada, como es el caso de Quebec (Canada), Israel, Uruguay y las Islas Canarias
(Espafia) 116711% Estas areas de elevada prevalencia se original como consecuencia de

mutaciones fundadoras y fenémenos migratorios.

La enfermedad suele iniciarse en la cuarta o quinta década de la vida. Los sintomas de inicio
mas reportados son ptosis palpebral bilateral y disfagia para solidos. Ambos se presentan

de forma insidiosa, por lo que pueden pasar desapercibidos los primeros afios.

Figura 4.1: Fotografias de dos pacientes con distrofia oculofaringea.
Obsérvese la ptosis bilateral y la contraccion del musculo frontal con el objetivo de
mantener la apertura ocular

Paraintentar compensar la pérdida de fuerza del musculo elevador del parpado, los pacientes

elevan las cejas contrayendo la musculatura frontal y, cuando la ptosis es grave, extendiendo
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el cuello para mantener una apertura palpebral que les permita la vision (Figura 4.1).

En ocasiones se puede afectar la musculatura extraocular produciendo oftalmoparesia,

120

pero la diplopia es infrecuente

Paladar blando

Musculatura
faringea

Lengua

Epiglotis Bolo

Esfinter
esofdgico superior

Figura 4.2: Representacion esquematica de la fase faringea de la deglucion.
Las estructuras coloreadas se encuentran afectadas en la DOF, dificultando la progresién del
bolo alimenticio. Adaptada de Souto Camba et al. >

En cuanto a la disfagia, los pacientes suelen referir la sensacion de que la comida se queda
estancada en la garganta (fundamentalmente sélidos). Esta es una caracteristica distintiva
respecto a otras enfermedades neuromusculares en las que la alteracion para la deglucion se
produce principalmente con liquidos. La disfagia puede clasificarse de forma general en altera-
ciones de la eficiencia de la deglucion (que conducen a una pérdida de peso y malnutricion) y
de la seqguridad (que ocasiona neumonias aspirativas). En la DOF confluyen ambos problemas
(Figura 4.2). Por un lado, los pacientes tienen debilidad y atrofia lingual, lo que dificulta la forma-
cién del bolo alimenticio. Por otro lado, se produce una debilidad de la musculatura faringea, con
la consiguiente disminucion de la presion faringea e hipertonia del esfinter esofagico superior,
lo que dificulta el paso del bolo alimenticio al eséfago 121122 ademas, los problemas de la
deglucién incrementan el tiempo medio que estos pacientes necesitan para comer, lo que puede
llevarlos a evitar situaciones en las que tengan que comer en publico (reuniones familiares,

laborales...) con el consecuente impacto psicosocial. Otros sintomas frecuentes son la alteracion
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de la articulacion del habla en forma de disartria o nasalizacién de la voz, y en estadios mas
avanzados de la enfermedad, la debilidad proximal de miembros inferiores.

De forma mas esporadica se puede observar debilidad en miembros superiores o cervical 123
Aungue no se ha descrito en la literatura, en la experiencia de la autora de esta tesis también

puede encontrarse excepcionalmente escapula alada (Figura 4.3).

Figura 4.3: Paciente con DOF.
Obsérvese la escapula alada bilateral asimétrica.

Figura 4.4: Biopsia de cuadriceps de un paciente con DOF. Microscopia o¢ptica.

A: Tincion NADH-TR. Se pueden observar fibras de tamario variable, con fibras palidas hipertroficas,
algunas fibras angulares pequerias (flechas) y areas “core-like” con ausencia de tincién (*). B. Tincidn H&E.
Se observa variabilidad del tamario de las fibras, una de las cuales contiene vacuolas ribeteadas (ffecha).

Imdgenes adaptadas de Dubowitz et al. *¥’.
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Figura 4.5: Microscopia electrénica del mismo paciente que la figura 4.4.
A. Se observan las inclusiones intranucleares caracteristicas de la DOF. B. Con mayor aumento
se observan agregados en empalizada de filamentos de 8.5nm de diametro.
Imdgenes adaptadas de Dubowitz et al. *%”

Desde el punto de vista anatomopatolégico, la enfermedad se caracteriza por la presencia
de inclusiones tubulofilamentosas intranucleares, visibles mediante microscopia electro-
nica en el musculo esquelético. Estas inclusiones se corresponden con la proteina PABPN1
mutada y mal plegada. Con microscopia éptica pueden apreciarse cambios miopaticos ines-
pecificos y alteraciones derivadas de la acumulacién mitocondrial, como fibras lobuladas,
fibras rojo-rasgadas o COX-negativas. También suelen observarse vacuolas ribeteadas, que,
aungue son caracteristicas de esta enfermedad, no son patognomaénicas y pueden obser-

varse en otras enfermedades (Figuras 4.4y 4.5).

ATG | GCG | GCG | GCG | GCG | GCG | 6CG | (GCG)1-7 [(GCG)3|GCG | GCG |

« Q00000 WA

Figura 4.6: Representacion grafica de la secuencia de nucledtidos en el gen PABPN1 y su
aminoacido correspondiente. Resaltados en rojo se indican los tripletes que se pueden encontrar
expandidos en la DOF. Met: Metionina. Ala: Alanina.

La DOF se produce como consecuencia de una expansion corta de tripletes en el gen
PABPNI, pero a diferencia de otras enfermedades producidas por repeticion de tripletes, en
la DOF no existe anticipacién genética ni es necesaria un gran nimero de repeticiones para
producir la enfermedad. Mientras que el alelo sano contiene 10 repeticiones GCN (donde
“N” =G/A), los alelos mutados contienen entre 11 y 17 repeticiones. Dichos tripletes codi-
fican el aminoacido alanina, por lo que la consecuencia de la extension es la presencia de

una cadena de alaninas anormalmente larga en la proteina PABPN1 (Figura 4.6). De forma
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excepcional, la DOF también puede producirse por mutaciones puntuales que ocasionen

igualmente una elongacion de la cadena de alaninas 1247126,

Existe una correlacion entre el genotipo y el fenotipo de la enfermedad, de forma que los
pacientes portadores de un alelo con mayor nimero de repeticiones experimentan una
edad de inicio de la enfermedad mas temprana y desarrollan debilidad de cinturas con
mas frecuencia *%’. Los pacientes homocigotos o con heterocigosis compuesta también
presentan un fenotipo mas grave en comparaciéon con aquellos portadores de una sola
mutacion 27128 A pesar de que clasicamente se consideraba que existia también una
forma de enfermedad recesiva, estudios recientes sugieren que el alelo (GCN)11, conside-
rado responsable de dicha variante, tiene en realidad una expresién dominante con baja
penetrancia y con un fenotipo mas leve de la enfermedad 127 Segun un estudio reciente de
nuestro grupo sobre la prevalencia de DOF en las islas Canarias (J. Alonso-Perez et al, /n
press), el genotipo no serfa el unico factor determinante para la gravedad de la enfermedad,
sino que otros factores podrian también jugar un papel. Esta hipotesis se desprende del
hecho de que, en la cohorte canaria, los pacientes con el genotipo (GCN)15 tienen un feno-
tipo menos grave que los pacientes con el mismo genotipo descritos en la cohorte europea

que se expone en la presente tesis.

1.4.1. Tratamiento
Hasta la fecha no existe un tratamiento curativo de la DOF. Las medidas terapéuticas estan,
por tanto, encaminadas al alivio sintomatico. Hay tratamientos especificos para corregir la

ptosis y la disfagia.

Cuando la ptosis es grave, afectando al campo visual, puede corregirse quirdrgicamente. La
blefaroplastia no es la técnica mas adecuada para la correccion de la ptosis en la DOF, a
diferencia de para otras causas de ptosis, puesto que suele recidivar. La suspension primaria

del musculo frontal es una opcion mas duradera 129130,
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Para el tratamiento de la disfagia hay diversas opciones. En las fases iniciales se recomienda
fisioterapia orofacial y reeducacion de la deglucién. Cuando la disfagia es mas grave, afec-
tando la seqguridad, o cuando se produce pérdida de peso, la intervencion mas frecuente-
mente realizada es la miotomia del musculo cricofaringeo, que alivia la presién del esfinter
esofagico superior facilitando el paso del bolo alimenticio. Existen otras alternativas como
la dilatacion del esfinter esofagico por via gastroscépica o la inyeccion de toxina botulinica
en el musculo cricofaringeo. La opcién de una u otra técnica dependera de la gravedad de la
disfagia, las comorbilidades del paciente v la experiencia del centro de tratamiento 2+,

A pesar de la intervencion, en muchos casos la disfagia sigue progresando y es necesario

recurrir a la implantacion de sondas de alimentacion percutaneas (PEG).

En 2013 se publicaron los resultados de un ensayo clinico en fase I/lla en el que la interven-
Cién consistia en la inyeccién de mioblastos autélogos (obtenidos de musculos presumible-
mente no afectados por la enfermedad) junto a la realizacién de la miotomia cricofaringea
en 12 pacientes con DOF 137 A pesar de que los resultados fueron positivos, con una mejoria
de la disfagia que se mantuvo hasta dos afios después de la intervencion, el estudio en fase
[l no ha llegado a llevarse a cabo.

Otros tratamientos como la terapia génica se encuentran en fase de investigacion preclinica ->%1°.

1.4.2. Técnicas de RM en la DOF

Antes de la publicacion de nuestro articulo, los estudios de técnicas de imagen en DOF eran
escasos y se limitaban a pequefias series de pacientes. Los primeros casos en los que se
hace mencion a la infiltracion grasa muscular objetivada mediante TC o RM describen afec-
tacion de la musculatura paravertebral, psoas vy gluteos 4914 Desde que comenzaron a
hacerse estudios de la region faringea llamo la atencion de los autores la infiltracién grasa
lingual, incluso precediendo a la aparicion de disfagia 143144 A Fischmann et al. ampliaron
la descripcion de musculos afectos tras estudiar mediante RM un grupo de 8 pacientes. En

esta serie, los musculos mas afectados a nivel del muslo fueron el adductor magnus, el
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semimembranosus y el biceps femoris, y a nivel de la pierna, el soleus **°. En su estudio
encontraron correlacion entre el grado de infiltracién grasa (estimado mediante una escala
visual semicuantitativa) y la escala de funcién motora o rmotor function measurement
scale (MFM). Dicha herramienta es utilizada para evaluar la funcién motora en tres dimen-
siones: posicién erguida y transferencias, funcién motora proximal y funcion motora distal.
Sin embargo, el reducido nimero de pacientes limitaba la obtencion de conclusiones.
El mismo grupo describio posteriormente la utilidad de las técnicas de RM cuantitativa para
el estudio muscular de estos pacientes ®1146. Observaron que, tras 13 meses de sequimiento,
la MFM no se modificaba con respecto a la exploracion de la visita inicial, como tampoco lo
hacia la infiltracion grasa estimada mediante la escala visual semicuantitativa. No obstante,
las medidas cuantitativas (Dixon y T2) si que mostraron un incremento significativo de la
fraccion de grasa, lo que sugiere que la RM es capaz de detectar progresion de la enfermedad
incluso antes de que sea clinicamente significativo. En 2017 Van der Sluijs ef al. confirmaron
nuevamente mediante RM cuantitativa el incremento de grasa en los musculos aductores y
flexores de la rodilla en un grupo de 14 pacientes respecto a controles sanos %7 Todos estos
estudios sugerian que los pacientes con DOF podrian tener un patrén de infiltracién grasa
caracteristico; sin embargo, se trataba de series pequefias de pacientes con sesgo geografico.
No existia ninguna descripcion de cohortes grandes de pacientes, provenientes de diferentes

paises y con distintos genotipos que permitiera extraer conclusiones fidedignas.

1.5. ENFERMEDAD DE POMPE
El déficit de maltasa acida o glucogenosis tipo Il se conoce también como enfermedad de
Pompe, en alusién al patélogo holandés que describid los hallazgos anatomopatoldgicos

por primera vez 148

Se trata de una enfermedad autosémica recesiva producida por mutaciones en el gen GAA
que codifica la enzima lisosomal a-glicosilasa. Esta enzima tiene la funcion de degradar
el glucégeno a glucosa dentro de los lisosomas. Cuando esta ausente o tiene actividad

disminuida, el glucégeno se acumula dentro de la célula en los tejidos afectos, que



INTRODUCCION ## 1

mayoritariamente son el musculo esquelético y cardiaco 149 Esta acumulacion, junto al
malfuncionamiento del mecanismo de autofagia dentro de la célula, conduce a una pérdida

de contractilidad de la fibra muscular *°.

En la biopsia muscular pueden observarse vacuolas dentro de las fibras musculares, las cuales
se corresponden con los depdsitos de glucédgeno vy, por tanto, se tifien intensamente con la
tincion de acido Peryddico de Schiff (PAS). También se encuentra incrementada la actividad de

la fosfatasa acida, debido a la localizacion lisosomal de la a-glicosilasa (Figura 5.1).

B - 's

Figura 5.1: Biopsia muscular de un paciente con enfermedad de Pompe.
A: Tincion de hematoxilina-eosina donde se aprecian varias vacuolas en el interior de las
fibras musculares. B: Tincién tricromico de Gomorri que también muestra vacuolas en las fibras.
C Tincién de PAS donde se observan vacuolas llenas de material PAS positivo. D: Actividad de la

fosfatasa acida aumentada en el interior de una de las vacuolas.

Dependiendo del tipo de mutacion (se han descrito mas de 500) la enzima a-glucosilasa

acida puede tener diferentes grados de actividad residual, en funcién de los cuales el
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fenotipo serd mas o menos grave. Aunque se trata de un espectro continuo entre las formas
graves de la infancia y las del adulto de inicio tardio, en general se reconocen tres grupos:
enfermedad de Pompe infantil precoz, enfermedad de Pompe juvenil o infantil tardia y

enfermedad de Pompe del adulto.

1.5.1. Enfermedad de Pompe infantil precoz

La enfermedad de Pompe de inicio precoz se debe a una actividad de la a-glucosilasa acida
menor del 19%; esto es, una ausencia practicamente completa de la actividad enzimatica.
Los nifios afectos presentan una miocardiopatia dilatada rapidamente progresiva, con hipo-
tonia, debilidad muscular generalizada y elevacién de CKs. Algunos hitos motores como la
capacidad para rodar, sentarse o caminar no llegan a alcanzarse, y los pacientes desarrollan
distrés respiratorio precoz. A pesar de esta presentacion clinica homogeénea, se pueden distin-
guir dos grupos de pacientes en funcién de si producen una pequefia cantidad de enzima no
funcional (pacientes “CRIM positivos” donde CRIM = cross-reactive immunological material) o
no producen enzima en absoluto (“CRIM negativos®). Esta diferenciacion tiene consecuencias
terapéuticas como se explicara mas adelante. Sin tratamiento, los pacientes suelen fallecer
por fracaso cardiorrespiratorio en el primer afio de vida. Hay un grupo de pacientes con edad
de inicio similar pero que no desarrollan una cardiopatia grave, cuya entidad suele conside-
rarse como “enfermedad de Pompe infantil no clasica”. La terapia de reemplazo enzimatico

ha mejorado la supervivencia de estos pacientes, como se comentara mas adelante 150,

1.5.2. Enfermedad de Pompe juvenil
La enfermedad de Pompe de inicio juvenil comienza en la infancia, pero la afectacion predomina
en el musculo esquelético y no se produce miocardiopatia dilatada como en la enfermedad de

Pompe de inicio precoz. El fenotipo forma un contino con la enfermedad de Pompe del adulto.

1.5.3. Enfermedad de Pompe del adulto o de inicio tardio
El tercer articulo de esta tesis incluye pacientes con este fenotipo. La enfermedad de Pompe

de inicio tardio se inicia en la edad adulta y se manifiesta como una debilidad muscular
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proximal de predominio en la cintura pélvica, con mayor afectacion de los musculos gluteos
y también implicacién de la musculatura abdominal, lo que confiere a los pacientes un
patron de la marcha caracteristico. No es tipica la cardiomiopatia, pero si la afectacion
respiratoria debido fundamentalmente a disfuncién diafragmatica. Existe una gran variabi-
lidad entre pacientes, con un fenotipo que puede ir desde hiperCKemia asintomatica hasta

debilidad muscular y respiratoria grave.

Debido a su variabilidad en cuanto a la severidad y al claro efecto beneficioso del tratamiento,
es importante considerar la posibilidad de enfermedad de Pompe en pacientes con debilidad
de cinturas o con hiperCKemia asintomatica. El cribado se realiza con la determinacion de la
actividad de la enzima a-glicosilasa, que puede realizarse de forma sencilla con el test de la
gota seca. No obstante, el diagnostico de certeza, sin embargo, precisa la confirmacion de dos
mutaciones en homaocigosis o en heterocigosis compuesta en el gen GAA o la determinacion de
una actividad reducida de la a-glicosilasa en leucocitos, fibroblastos o musculo esquelético **.
Debido a las crecientes evidencias de la mayor efectividad del tratamiento de sustitucion
enzimatica cuando se inicia de forma precoz, muchos grupos de profesionales abogan por
la implementacion del screening neonatal. De momento esta implantado en algunos paises
(Taiwan vy Japon) y estados de Estados Unidos, vy se han realizado diversos estudios piloto en

otros paises (Italia, Hungria y Austria) 152-158

1.5.4. Tratamiento en la enfermedad de Pompe

La terapia de reemplazo enzimatico (ERT) con a-alglucosilasa (un tipo de a-glucosidasa acida
recombinante humana [rhGAA]) estd disponible desde 2006. El tratamiento ha demostrado
efectividad en ensayos clinicos tanto en nifios como en adultos 159180 | 55 formas infantiles
de enfermedad de Pompe muestran una mejoria tanto en la supervivencia como en las capa-

cidades motoras.

En el ensayo clinico en adultos también se observd un beneficio clinico evidente, tanto

en la funcién pulmonar como en la distancia recorrida en el BMWT. El tratamiento debe
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administrarse de forma intravenosa cada dos semanas. En algunos paises se han estable-

cido opciones de tratamiento a domicilio, mejorando asi la experiencia del paciente.

Es importante destacar que el subgrupo de pacientes CRIM negativo no responde adecuada-
mente a la terapia con remplazo enzimatico y fallecen en los primeros afios de vida a pesar del
tratamiento precoz. Esto se debe a que, al carecer completamente de produccién enzimatica, su

organismo reconoce la rhGAA como extrafia y la neutraliza mediante produccion de anticuerpos.

Recientemente se han reportado los resultados de un ensayo clinico en pacientes adultos
con la molécula a-avalglucosidasa (Neo-GAA), que es una a-glucosidasa acida modificada
que contiene mayor cantidad de manosa-6-fosfato con el objetivo de incrementar la inter-
nalizacion de la enzima por parte del musculo esquelético. Segun el ensayo clinico, los
pacientes que recibieron Neo-GAA mostraron mejores resultados en las pruebas respirato-
rias y en el GBMWT que los pacientes tratados con rhGAA, resultando estadisticamente “no
inferior” *®. Su uso en pacientes con enfermedad de Pompe ha sido aprobado en julio por

la EMA y en agosto por la FDA 162,

1.5.5. Técnicas de RM en la enfermedad de Pompe del adulto

La enfermedad de Pompe es una de las pocas miopatias de origen genético para la cual existe
un tratamiento capaz de modificar la historia natural de la enfermedad. Por ello, su estudio
mediante RM siempre ha despertado un gran interés. Ser capaz de detectar cambios en el tejido
muscular y de monitorizar la respuesta al tratamiento mediante técnicas de imagen es algo muy
prometedor, que podria extrapolarse a otras miopatias genéticas para las cuales se desarrollen
nuevos tratamientos. Por otro lado, ser capaces de visualizar los fenémenos fisiopatoldgicos de

esta enfermedad, como la acumulacion de glucégeno en las fibras es un objetivo muy ambicioso.

La enfermedad de Pompe tiene un patron de infiltracion grasa muscular muy caracteristico,
lo cual es util para el diagnostico de la enfermedad. Los musculos que mas precoz e inten-

samente se ven substituidos por grasa son: la lengua, el subscapularis, el latissimus dors,



INTRODUCCION ## 1

la musculatura paraespinal y abdominal, el psoas, los gluteos, el adductor magnus, sermi-
membranosus y vastus intermedius *©*9>184 En el extremo opuesto, el rectus femoris, el
sartorius, el gracilis, la musculatura de los brazos y distal de las piernas se encuentra respe-
tada hasta estadios muy avanzados de la enfermedad (Figura 5.2). Incluso en pacientes
presintomaticos pueden apreciarse cambios en las secuencias potenciadas en T1: la lengua,
la musculatura paraespinal y abdominal y el adductor magnus pueden presentar cierto

grado de sustitucién grasa precediendo el inicio de los sintomas 165,166

Figura 5.2: RM de 7 pacientes con enfermedad de Pompe del adulto.

A: Infiltracion grasa en la lengua. By C: infiltracion del musculo subescapular (flecha) en la cintura
escapular. D: Afectacion del latissimus dorsi (flecha) con preservacion de la musculatura braquial. £
y F: Afectacion de la musculatura abdominal y paraespinal. G-/ afectacion de la musculatura glutea
en diferentes grados de la enfermedad. J-L: Afectacion a nivel del muslo, donde se aprecia la afectacion

precoz de los musculos aductores, y del resto del compartimento posterior en etapas mas avanzadas.

M-0: En el compartimento anterior suele existir un gradiente de afectacion del cuadriceps proximo-distal.

P-R: La region infrapatelar esta preservada incluso en estadios avanzados de la enfermedad.
Las imagenes son secuencias potenciadas en T1. Adaptada de Diaz-Manera et al. <
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Este patrén de infiltracién es distinto respecto al de otras enfermedades musculares. Las
distrofias musculares mas parecidas, desde el punto de vista de la RM, son las sarcogli-
canopatias, las cuales comparten un patron de infiltracién grasa similar, caracterizado por
la afectacion de la musculatura abdominal, paravertebral y glutea con preservacion de la
musculatura distal de las piernas . Sin embargo, se distingue de la enfermedad de Pompe

en que estos pacientes no suelen tener implicacion de la lengua.

Las técnicas utilizadas para resaltar el agua, como el STIR o el T2, pueden mostrar un
aumento de la sefial, especialmente en pacientes jovenes o presintomaticos 167168 Eote
incremento de la sefial podria preceder a la infiltracion grasa, sequn PG Carlier et a/>>. En su
estudio prospectivo de 24 pacientes encuentran una asociacién entre la sefial T2 en la visita
basal y la infiltracion grasa medida con Dixon al afio de seguimiento. Sin embargo, la causa
de este aumento de sefial T2 no esta dilucidada. Podria ser un marcador de necrosis activa

o un marcador del agua retenida por el glucégeno, pero la falta de estudios histopatoldgicos

dificulta la obtencion de conclusiones.

Hasta la fecha se han publicado nimeros estudios de seguimiento de pacientes con enfer-
medad de Pompe 8.166.165-173 Estos estudios arrojan datos muy interesantes: en primer
lugar, en concordancia con los estudios en otras enfermedades musculares, muestran que
el contenido graso se correlaciona con la funcion fisica, medida mediante pruebas como
el BMWT y cuestionarios como el ACTIVLIM. Por lo tanto, corroboran el uso de la RM como
herramienta de seguimiento. También destacan la superioridad de las técnicas cuantitativas
de RM sobre las pruebas fisicas, ya que las primeras muestran cambios en periodos cortos
de tiempo en los que la funcion fisica se mantiene inalterada. Por otro lado, a parte de la FF,
algunos articulos miden el area muscular en la seccién axial, mostrando que en los primeros
6 meses tras iniciar el tratamiento con ERT se produce un aumento del volumen muscular
(sobre todo en musculos sin infiltracion grasa) sequido de una pérdida progresiva del mismo
mas alla de los 6 meses. Seria interesante conocer las diferencias entre pacientes tratados

mediante ERT y no tratados; sin embargo, los datos al respecto son muy escasos debido a
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la importancia de iniciar el tratamiento de forma precoz y las connotaciones éticas de no

/8 incluyd 4 pacientes que iniciaron el tratamiento

hacerlo. El estudio de Nufiez-Peralta et a
tras la primera visita del estudio. Estos pacientes mostraron durante el primer afio de segui-
miento un incremento de la FF de 3.39% en comparacion con los pacientes tratados, en los
que fue de 1.9%. Sin embargo, ese dato debe interpretarse con cautela debido al reducido

numero de pacientes.

Un objetivo todavia por alcanzar en la enfermedad de Pompe es la cuantificacion del gluco-
geno muscular por medio de la RM. Su deteccidn seria de gran valor, pues nos permitiria estu-
diar los estadios mas incipientes de la enfermedad, cuando todavia no hay infiltracion grasa
muscular. De esta forma, podriamos medir el efecto del tratamiento (tanto con ERT como
con futuras terapias) de una forma no invasiva antes de que el musculo fuese sustituido por
grasa, lo cual supone ya un cambio irreversible. En este sentido hay técnicas muy prome-
tedoras en fase de investigaciéon, como la espectroscopia del °C y del *H, las imagenes de
transferencia de saturacién de intercambio quimico (GlycoCEST), o la aplicacién del efecto
overhauser nuclear a la deteccion de glucogeno (NOECEST). De momento estas técnicas
se han utilizado mayormente en modelos animales y para detectar glucogeno hepatico 20
Tan solo hay un estudio con espectroscopia del *C en pacientes con enfermedad de Pompe,
pero sus resultados son interesantes, ya que encontraron un aumento del cociente gluco-
geno: creatina en un grupo de 11 pacientes con enfermedad de Pompe en contraste con los

controles sanos /4.
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HIPOTESIS ## 2

» Hipotesis I:los pacientes con DOF presentan un patron de infiltracion grasa muscular

caracteristico y especifico de esta enfermedad que puede identificarse mediante RM.

» Hipdtesis 2: El grado de infiltracion grasa muscular de pacientes con DMD y BMD
cuantificado mediante técnicas 2-punto Dixon correlaciona con pruebas funcionales y

marcadores serolégicos y por tanto, es util para el sequimiento de estos pacientes

» Hipotesis 3. En el analisis cuantitativo de infiltracién grasa muscular en imagenes
2-punto Dixon, las estrategias de analisis total del muslo, por compartimentos o por
musculos individuales son equivalentes, por lo que puede ahorrarse tiempo de analisis

si este se realiza de forma global.
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OBJETIVOS ## 3

El objetivo principal de esta tesis es evaluar la utilidad de RM muscular como herramienta

de diagndstico y seguimiento en las miopatias hereditarias.

Los objetivos especificos son:

4

Objetivo 1. El principal objetivo del estudio titulado Muscle MR/ in a large cohort of
patients with Oculopharyngeal muscular dystrophy es describir el patrén de infiltracion
grasa en una cohorte grande de pacientes con DOF, utilizando secuencias potenciadas
en T1 de RM muscular de cuerpo entero. Como objetivos secundarios nos planteamas
demostrar si existe correlacion entre el grado de infiltracion grasa y el genotipo, asi

como con la situacion funcional de los pacientes.

Objetivo 2: E| principal objetivo del estudio titulado Platelet derived growth factor-AA
correlates with muscle function tests and quantitative muscle magnetic resonance
in dystrophinopathies es encontrar posibles correlaciones entre la infiltracion grasa
muscular determinada mediante técnicas de RM cuantitativa, factores de crecimiento

sericos y pruebas de funcion muscular.

Objetivo 3: El principal objetivo del estudio titulado Different approaches to analyze
muscle fat replacement with dixon MR/ in Pormpe disease es establecer si diferentes
formas de analisis de las imagenes obtenidas mediante secuencias 2-punto Dixon
de RM cuantitativa son o no equivalentes vy, por lo tanto, de indagar si estrategias de
analisis que requieren menos tiempo por parte del clinico podrian utilizarse en la prac-

tica clinica o en investigacion.

77






COMP
SLICACION

°U

=\

DIO

YAREA






COMPENDIO DE PUBLICACIONES ## 4

4.1. ARTICULO 1:

“Muscle MR/ in a large cohort of patients with Oculopharyngeal muscular dystrophy”
Alicia Alonso-Jimenez, Rosemarie H M J M Kroon, Aida Alejaldre-Monforte, Claudia
Nuriez-Peralta, Corinne G C Horlings, Baziel G M van Engelen, Montse Olivé, Laura Gonzdlez,
Enric Verges-Gil, Carmen Paradas, Celedonio Mdrquez, Matteo Garibaldi, Pia Gallano, Maria
José Rodriguez, Lidia Gonzalez-Quereda, Cristina Dominguez Gonzalez, John Vissing, Freja
Fornander, Anne-5Sofie Vibaek Eisumn, Tania Garcia-Sobrino, Julio Pardo, Roberto Garcia-Fi-
gueiras, Nuria Muelas, Juan Jesus Vilchez, Solange Kapetanovic, Giorgio Tasca, Mauro
Monforte, Enzo Ricci, Maria Teresa Gomez, Jorge Alfredo Bevilacqua, Jorge Diaz-/ara, Ivonne
Ingrid Zamorano, Robert Yves Carlier, Pascal Laforet, Ana Pelayo-Negro, Alba Rarmos-Fransi,
Amaia Martinez, Chiara Marini-Bettolo, Volker Straub, Gerardo Gutiérrez, Tanya Stojkovic,
Maria Asuncion Martin, Gerrmdn Moris, Roberto Ferndndez-Torrdn, Adolfo Lopez De Munain,
Elena Cortes-Vicente, Luis Querol Ricardo Rojas-Garcia, Isabel Illa, Jordi Diaz-Manera

J Neurol Neurosurg Psychiatry. 2019 May;90(5):576-585. doi: 10.1136/jnnp-2018-
319578. Epub 2018 Dec 8.
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Introduction: Duchenne (DMD) and Becker (BMD) muscular dystrophy are X-linked
muscular disorders produced by mutations in the DMD gene which encodes the protein
dystrophin. Both diseases are characterized by progressive involvement of skeletal,
cardiac, and respiratory muscles. As new treatment strategies become available, reliable
biomarkers and outcome measures that can monitor disease progression are needed
for clinical trials.

Methods: We collected clinical and functional data and blood samples from 19 DMD
patients, 13 BMD patients, and 66 healthy controls (8 pediatric and 58 adult controls),
and blood samples from 15 patients with dysferlinopathy (DYSF) and studied the
serum concentration of 4 growth factors involved in the process of muscle fibrosis. We
correlated the serum concentration of these growth factors with several muscle function
tests, spirometry results and fat fraction identified by quantitative Dixon muscle MRI.

Results: We found significant differences in the serum concentration of Platelet
Derived Growth Factor-AA (PDGF-AA) between DMD patients and pediatric controls,
in Connective Tissue Growth Factor (CTGF) between BMD patients and adult controls,
and in and Transforming Growth Factor- 81 (TGF-B1) between BMD and DYSF patients.
PDGF-AA showed a good correlation with several muscle function tests for both DMD
and BMD patients and with thigh fat fraction in BMD patients. Moreover, PDGF-AA levels
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were increased in muscle biopsies of patients with DMD and BMD as was demonstrated
by immunohistochemistry and Real-Time PCR studies.

Conclusion: Our study suggests that PDGF-AA should be further investigated in alarger
cohort of DMD and BMD patients because it might be a good biomarker candidate to
monitor the progression of these diseases.

Keywords: PDGF, MRI, biomarker, Duchenne, Becker, dystrophinopathy

INTRODUCTION

Duchenne (DMD) and Becker (BMD) muscular dystrophy are
X-linked recessive disorders produced by mutations in the DMD
gene which encodes the protein dystrophin (1). Dystrophin is
a cytoplasmic protein which links the intracellular cytoskeleton
network to transmembrane components of the dystrophin-
glycoprotein complex, including dystroglycan, sarcoglycans, and
sarcospan (2). Its role is to stabilize the membrane during muscle
contraction to prevent contraction-induced damage (3).

DMD has an homogeneous clinical picture characterized by
early onset of muscle weakness progressing during childhood
and leading to loss of ambulation during adolescence (4).
All DMD patients invariably develop cardiac and respiratory
involvement, which are the main causes of death. In contrast,
BMD is an heterogeneous disease characterized by muscle
weakness of variable severity that can start during childhood
but also late in adulthood (5). BMD patients can also develop
respiratory and cardiac muscle involvement. Despite having
substantial phenotypic differences, DMD and BMD share
common pathological pathways. Mutations in the DMD gene
lead to abnormal dystrophin expression which results in a
fragile muscle membrane susceptible to be damaged during
contraction (3, 6). Continuous muscle damage leads to persistent
inflammation, muscle fiber necrosis and replacement by fat and
fibrous tissue, producing permanent weakness and disability (6).

In slow progressive diseases, the identification of functional
changes over a short period is not an easy task. In recent years
several outcome measures such as the 6 Minutes-Walk Test
(6MWT), the Timed Up-and-Go Test (TuGo) or the North
Star Ambulatory Assessment (NSAA) have been developed
to monitor muscle function in natural history studies and
clinical trials (7-10). Additionally, specific tests have been
developed to assess upper limb muscle function such as the
Brooke Upper Extremity Functional Rating (Brooke scale) or
the Performance of the Upper Limb (PUL) (11-13). However,
as muscle fiber necrosis and replacement by fat is a slowly
progressing process, changes in motor functional tests could
take time to be evident. In view of this limitation, muscle
magnetic resonance imaging (MRI) and serum biomarkers have
been investigated as potential outcome measures that might
complement muscle function tests (14-16). Although muscle
MRI is becoming more widely accepted as a tool to monitor
patients, there is not a serum biomarker accepted so far that
correlates with several muscle function tests and that could
therefore be considered useful for clinical trials or natural
history studies.

The main aim of this study was to analyze the serum
concentration of a group of growth factors related to the process
of muscle fibrosis in a cohort of 19 patients with DMD and 13
patients with BMD and study whether there was a correlation
with the results of muscle function tests and quantitative
MRI (QMRI).

MATERIALS AND METHODS
Study Design and Participants

We report the results of a transversal study of a cohort of 19
DMD and 13 BMD patients seen at Hospital de la Santa Creu
i Sant Pau (HSCSP) and Hospital Sant Joan de Déu (HSJD) in
Barcelona. All patients included in the study were assessed using
muscle function tests and spirometry and filled out a daily life
activities questionnaire. gMRI was not a mandatory test and
was performed in a subset of patients followed-up in HSCSP
only. Blood samples were obtained before the muscle function
assessment. The HSCSP and HSJD Ethics Committees 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 DMD or
BMD confirmed by the identification of pathogenic variants in
the DMD gene and (2) willingness to complete muscle function
tests, respiratory assessment, and daily life activities scale.

Functional Assessment

Muscle function tests were performed by physiotherapists
with considerable experience in neuromuscular disorders. We
assessed patients using timed tests, functional ability scales,
and measurement of muscle strength. Timed tests included
the 6MWT, the 10 Meter Run/Walk test (10MWT), the Time
to Climb Up (Tup4) and Down (Tdo4) Four Steps and
the Time to Rise from the Floor (TRF). Functional ability
included the NSAA and the Motor Function Measure 20-item
scale (MFM-20) (17). The MFM-20 was also analyzed based
on its 3 dimensions: D1 (standing and transfers), D2 (axial
and proximal), and D3 (distal). PUL test was used to assess
upper extremity function in both ambulant and non-ambulant
individuals. Egen Klassification was used to assess mobility in
wheelchair-bound patients (18). Muscle strength was studied
using the Medical Research Council scale (MRC). For analysis, 5-
point MRC power grades were converted to an 11-point scale as
previously described (19). We assessed bilateral shoulder flexion,
shoulder abduction, elbow flexion, elbow flexion brachioradialis,
wrist extension, wrist flexion, hip adduction, hip abduction,
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hip flexion, hip extension, knee extension, knee flexion, ankle
eversion, ankle inversion, ankle plantar flexion, and ankle plantar
extension. Grip and pinch strength were studied using a hand
dynamometer and the best of 3 attempts was used for analysis.
Daily life activities were assessed using the ACTIVity LIMitations
scale for patients with upper and/or lower limb impairments
(ACTIVLIM) (20). We also assessed respiratory function using
the Carefusion Microlab ML 3500 MK8 spirometer (Carefusion,
Yorba Linda, CA, USA). We analyzed the Forced Vital Capacity
(FVC) while seating and lying and the Forced Expiratory Volume
in the first second (FEV1).

Quantification of Growth Factors in Serum

Samples

We measured the serum concentration of the following growth
factors related with muscle fibrosis: Serum Platelet-Derived
Growth Factor BB (PDGF-BB), Transforming Growth Factor p1
(TGF-B1), Platelet-Derived Growth Factor AA (PDGF-AA) and
connective tissue growth factor (CTGF). Blood was centrifuged
at 1,600 g for 9 min at 4°C. Samples were aliquoted and stored
at —80°C until analysis. PDGF-BB and TGF-B1 levels were
measured using commercial enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) kits (R&D, Minneapolis, MN, USA), according to
the manufacturer’s instructions. PDGF-AA human ELISA kit was
provided by ThermoFisher (Thermo Fisher Scientific, Nepean,
Canada) and CTGF by EIAAB Science Co (Wuhan, China).
Minimum detectable cytokine concentrations for these assays
were measured to be 1.7 pg/ml for TGF-B1, 15 pg/ml for PDGF-
BB, 40 pg/ml for PDGF-AA and 0.18 ng/ml for CTGF. Samples
were measured in duplicate and read on a microplate reader
Beckman Coulter AD 340 (Beckam-Coulter, Brea, CA, USA) with
AD-LD software.

These growth factors were determined in the 19 DMD
patients, 13 BMD patients, 15 patients with mutations in the
DYSF gene that were being visited in HSCSP (from now on
DYSF patients) and in 66 healthy controls. The healthy controls
were divided into a pediatric group (<15 years old) and adult
group (>15 years old). Since the average age of DMD cohort is
significantly different from the DMB and DYSF cohort, the DMD
group was compared to the pediatric control group while the
DMB and DYSF group was compared to the adult control group.

Muscle MRI

7 DMD and 8 BMD patients underwent thigh muscle MRI
in a 1.5T Ingenia MR system (Philips Healthcare, Best, the
Netherlands) at HSCSP. Axial 3D FFE Dixon sequence was
acquired with the following parameters: TR/TE = 5.78/1.84 ms,
flip angle = 15°, voxel size =1 x 1 x 3 mm and FOV 520 x 340
x 300 mm. Water and fat images were automatically obtained
from the Dixon acquisition using a single peak model. One
investigator (A.A-]) estimated fat content in the images using the
PRIDE (Philips Research Image Development Environment) tool
developed for this purpose. This tool provides the fat fraction
(FF), defined as fat/(fat+water). Regions of interest (ROIs) were
manually drawn on five slices on the right thigh of the following
muscles: rectus femoris, vastus intermedius, vastus lateralis, vastus
medialis, adductor magnus, sartorius, gracilis, biceps femoris long

head, semitendinosus, and semimembranosus. We intended to
include slices of the proximal, middle and distal part of the
thigh. To do so, we identified the head of the femur and set the
first slice at 5 centimeters below the head. The remaining four
slices were distally distributed in the thighs with a separation
of 20 slices between them as previously published (21). In
patients in which individual muscles in the posterior or anterior
compartment of the thigh could not be analyzed due to a
complete fat replacement, a ROI was manually drawn over the
whole compartment. Neurovascular bundles were avoided. An
average of the fat fraction of the 5 slices was calculated for each
muscle, and weighted averages were calculated by normalizing
the FF by the area of the muscle (bigger muscles had higher
weight) to obtain the global thigh FF.

RNA Extraction and Reverse Transcription
Total RNA was extracted from triceps or biceps biopsy samples
from 2 healthy controls and 2 DMD patients using RNeasy®
Micro Kit (Qiagen, Hilden, Germany) following manufacturer’s
instruction. RNA was quantified using a nanodrop ND-1000
spectrophotometer (Nanodrop Technologies Inc., Wil- mington,
DE, USA). One pg of total RNA was reverse-transcribed to
complementary DNA (cDNA) using the High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA).

Real-Time Quantitative PCR Analysis
Real-Time PCR (qPCR) was performed using the TaqMan®
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA) and a 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, CA). All mRNA- specific FAM-
labeled primers/probe were purchased from Applied Biosystems.
Relative quantification was performed using the comparative Ct
method and all results were compared with the control samples.
GAPDH was used as endogenous control.

Immunohistochemistry

PDGF-AA  immunohistochemistry ~was performed from
paraffinized muscle. The samples were deparaffinized (xylol,
absolute ethanol, 95° ethanol, and 70° ethanol), placed in
distilled water and pretreated with 10mM citrate (pH 6) at
100°C. Then samples were washed in PBS and incubated in
blocking solution (4% bovine serum albumin). The primary anti-
PDGF-AA antibody (Merck Millipore, Darmstadt, Germany)
was then added at room temperature for 1 h. After 3 washes, it
was incubated with biotinylated anti-rabbit antibody (Vector
Laboratory Inc. Burlingame, CA) for 1h at room temperature
and then avidin-biotin peroxidase complex (Dako, Glostrup,
Denmark) was added. Finally, the sections were soaked in
Mayer’s hematoxylin for 10's, washed under running water and
mounted in the aqueous mounting medium Aquatex (Merck
Millipore, Darmstadt, Germany).

Data Analysis

Non-parametric tests were used for the statistical analysis as
we demonstrated that the distribution of the variables was not
uniform as studied using Kolmogorov-Smirnov and did not
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follow a normal distribution as studied using Shapiro-Willis
test. The Mann-Whitney U test was used to identify significant
differences in variables between 2 groups. Non-parametric
Kruskal-Wallis test analysis was used to assess differences among
3 groups followed by Dunn’s multiple comparison post-test.
We used Spearman’s rank correlation (coefficient reported as p)
to investigate any correlation between the serum concentration
of growth factors and the results of the muscle function tests,
quality of life scales and the thigh FF obtained using Dixon
imaging. Correlation coefficients higher than 0.6 were considered
good. Because the objective of our research was to explore
the possibilities of these growth factors for further studies, we
decided not to use multiple comparisons. The results of all
statistical studies were considered significant if P-value was
lower than 0.05. Statistical studies were performed using IBM
SPSS® Statistics software version 21. Graphs were created using
Graphpad software and R software.

RESULTS

Cohort Description

A total of 19 patients with DMD (mean age 10 £ 5.6 years),
13 patients with BMD (mean age 31 & 20.6 years), 15 DYSF
patients (mean age 46 + 18.6 years), 8 pediatric controls (mean
age 10 £ 2 years) and 58 adult controls (mean age 43 +
15.32 years) were enrolled in the study. There was no statistical
difference in age between the DMD group and the pediatric
controls (Mann-Whitney U-test, p = 0.979) and among the
BMD, DYSF group and the adult control group (Kruskall-Wallis
test, p = 0.052) We identified deletions in the DMD gene in
71.9% of patients. Duplications accounted for 12.5% of cases and
15.6% were due to point mutations. Among the DMD patients,
13 were ambulant (68.42%) and 6 non-ambulant (31.58%).
In the BMD group, 8 patients were ambulant (61.5%) and 5
non-ambulant (38.5%). Five DYSF patients were non-ambulant
(33.33%). Table 1 describes the mean demographic and clinical
data of all patients included in the cohort.

Growth Factor Serum Levels Comparison
Between DMD, BMD, and Age Matched

Controls

Our first aim was to study whether there were differences in
growth factor serum levels between DMD, BMD and DYSF
patients compared to controls. We compared serum levels of
PDGF-AA, PDGF-BB, CTGE, and TGF-p1 between DMD and
pediatric healthy controls whereas BMD and DYSF patients were
compared against adult healthy controls (Figure 1). In the case
of DMD patients, we only observed significant differences in the
serum levels of PDGF-AA as shown in Figure 1A. The median
and IQR of PDGF-AA serum levels were 2245.32ng/ml (IQR:
1589.94-3832.68) in DMD patients compared to 1242.45 ng/ml
(IQR: 915.05-1373.13) in pediatric controls (Mann-Whitney U-
test, p = 0.002). In the case of BMD and DYSF patients we
observed significant differences in the serum levels of CTGF
between BMD and adult controls and of TGF-B1 between BMD
and DYSF patients as shown in Figures 1C,D. The median

and IQR of CTGF serum levels were 5.66 ng/ml (IQR: 3.82-
8.82) in BMD patients compared to 2.37ng/ml (IQR: 1.35-
4.07) in adult controls (Kruskal-Wallis test/Dunn’s multiple
comparison analysis, p = 0.004). The median and IQR of
TGF-p1 serum levels were 59.10ng/ml (IQR: 51.11-71.51) in
BMD patients compared to 40.42 ng/ml (IQR: 28.44-53.75) in
DYSF patients (Kruskal-Wallis test/Dunn’s multiple comparison
analysis, p = 0.01). Although PDGF-AA did not show statistical
differences, there was a tendency toward increased levels in
BMB patients 2415.60 ng/ml (IQR: 1228.59-3981.10) compared
to adult controls 1859.62 (IQR: 1363.08-2477.52) (Kruskal-Wallis
test/Dunn’s multiple comparison analysis, p = 0.06).

Correlation of Growth Factor Serum
Samples With Muscle Function Test

Results

In a second step, we analyzed if there was a correlation between
growth factor serum concentration and the results of muscle
function tests, spirometry, daily life activities scales and Dixon
MRI in DMD and BMD patients. The growth factor that showed
a larger number of significant correlations was PDGF-AA as
it is shown in Table 2. In the case of DMD, PDGF-AA serum
levels correlated with the results of the I0OMWT, the 6SMWT, the
MRC scale. and the dimension 3 of the MFM scale. In the case
of BMD, PDGF-AA correlated with the results of the 1I0MWT,
the 6MWT, the Tup4, Tdo4, TRF and the NSAA, FVC sitting,
FEV1 and the thigh FF. Figure 2 shows graphs plotting these
correlations. Moreover, we analyzed the distribution of PDGF-
AA values in relation to age and to the MRC total score and we
observed a bell distribution both in DMD and in BMD patients
(Figures 2E,F). Younger and stronger patients had low levels of
PDGF-AA; patients in an intermediate stage that were losing
muscle strength had higher levels of PDGF-AA, while patients
in the end-stage of the disease, that were very weak or older, had
again low levels of PDGF-AA. Muscle strength measured by MRC
significantly correlated with TGE- 81 levels in DMD patients (p
= 0.026, Spearman’s rho = 0.523) and with CTGF levels in BMD
patients (p = 0.012, Spearman’s rho = —0.669). We did not find
statistically significant correlations between the PDGF-BB serum
levels and the function tests.

PDGF-AA Expression in Skeletal Muscle

Biopsies of DMD and BMD Patients

In a final step we studied PDGF-AA expression patterns in
muscle biopsies of patients with DMD and BMD and in controls
using immunohistochemistry and Real Time PCR. As it has been
previously shown, PDGF-AA is expressed in the capillaries in
muscles of healthy controls, where it probably has a role in
binding the pericytes to the endothelial cell (Figure 3A) (22, 23).
In patients with DMD, we observed that muscle fibers expressed
PDGF-AA as it is shown in Figure 3B. qPCR confirmed the
results of immunohistochemistry and showed an increased
expression of PDGF-AA in muscles from DMD compared to
healthy controls (Figure 3C).
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TABLE 1 | Clinical features of the subjects included in the study.

Patients
DMD BMD DYSF Pediatric controls Adult controls
Number of patients 19 13 15 8 58
Age (years) 10+£56 314206 46 +18.6 10+2 43 £15.32
Non-ambulant 6 (31.58%) 5 (38.5%) 10 (66.7%) 0 0
Ventilator support 1 (5.3%) 2 (15.38%) 1 (6.66%) 0 0
Corticoid treatment 15 (78.94%) 0 0 0 0
qMRI 7 (36.8%) 8 (61.5%) 0 0 0

Age is given as mean =+ standard deviation. Frequencies are given as absolute number followed by the percentage in brackets. DMD, Duchenne Muscular Dystrophy; BMD, Becker
muscular dystrophy; DYSF, dysferlinopathy; gMRI, quantitative muscle magnetic resonance imaging.
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FIGURE 1 | Serum levels of different growth factors in DMD, BMD, DYSF and in pediatric and adult healthy controls. (A) PDGF-AA, (B) PDGF-BB, (C) TGF-p1, and (D)
CTGF levels were measured. Variables are represented as median and interquartile range (IQR). Statistical significance of the results by Mann-Whitney test for the DMD
compared against pediatric controls and Kruskal-Wallis test/Dunn’s multiple comparison analysis for the BMD, DYSF, and adult controls: *p < 0.05 and **p < 0.01.
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TABLE 2 | Correlation between PDGF-AA serum levels and different muscle function tests, spirometry values, and muscle MRI.

DMD BMD
Test Correlation coefficient Spearman p-value Correlation coefficient Spearman p-value
1TOMWT 0.738 0.037 0.9 0.001
BMWT —0.637 0.026 -0.929 0.001
Tup4 0.287 0.365 0.9 0.001
Tdo4 0.105 0.746 —0.867 0.012
TRF 0.406 0.191 0.964 0.001
MRCT —0.637 0.022 —0.398 0.178
Pinch 0.574 0.082 0.452 0.260
Grip 0.676 0.152 0.476 0.233
PUL 0.741 0.205 0.467 0.302
MFM-D3 0.975 0.005 —0.61 0.885
Egen klassification —0.700 0.188 0.300 0.625
Activliim 0.521 0.231 —0.287 0.490
NSAA —0.124 0.717 —0.952 0.001
FVCs% 0.500 0.391 0.738 0.037
FVClI% 0.400 0.505 0.524 0.183
FEV1% 0.800 0.104 0.810 0.015
MRI Thigh FF —-0.179 0.702 —0.786 0.021

Significance was analyzed using Spearman test. 10MWT, 10 meters run/walk test; 6MWT, 6 minutes walking test; Tup4, Time to climb up 4 steps; Tdo4, Time to go down 4 steps;
TRF, Time to rise from floor; MRCT, Composite score of the muscle strength calculated using MRC score in both upper and lower limbs; PUL, Performance of the Upper Limb scale;
MFM-D3, Motor Function Score 20 items (distal dimension); Activlim, ACTIVity LIMitations scale; NSAA, North Start Ambulatory Assessment; FVCs%, Force Vital Capacity Percentage

Predicted while sitting; FVCI%, Force Vital Capacity Percentage Predicted while lying; FEV1%, Forced expiratory volume in the first second; MRI Thigh FF, fat fraction in thighs.

DISCUSSION

The goal of the work behind this manuscript was to identify
serum candidate biomarkers to track progression in DMD
and BMD.

The current development of new therapies for muscle
dystrophies, partly due to the progress in the field of genetics in
the latest decades, raises the need for reliable outcome measures.
DMD and BMD are slow progressive diseases where weakness is
developed over years. However, clinical trials designed for these
disorders must be able to prove presence or absence of effect in
a shorter period of time. Biomarkers that can closely track the
pathophysiological mechanisms of these diseases, and therefore
be used as outcome measures, would be desirable. The research in
the field has been centered in two different measurements. On the
one hand, gMRI has demonstrated to be a reliable tool to analyze
changes in muscle structure in patients with muscular diseases.
Fat replacement, assessed using Dixon imaging or spectroscopy
could be a suitable outcome measure, because it correlates with
muscle function and it is sensitive to changes over short periods
in several disorders such as DMD, Pompe or LGMD-2I (7,
15, 24). On the other hand, blood biomarkers are especially
interesting because they are easy to obtain. Serum concentration
of molecules such as cytokines, metalloproteinases or microRNAs
have shown promising results in some neuromuscular diseases
(16, 25). Creatine kinase (CK) is a widely accepted biomarker
for diagnosis of DMD, BMD and other muscular dystrophies.
However, its levels fluctuate and are influenced by different
conditions such as physical activity, therefore it is not considered

a good biomarker to study diseases’ progression (16). Other
molecules present in muscle and involved in the pathophysiology
of muscular dystrophies have been studied. For example, Hathout
etal. (26) found 44 proteins which were able to differentiate DMD
patients from healthy volunteers. Other studies aimed not only to
differentiate between patients and controls, but also to correlate
with functional state and treatment (27-29) or muscle function
tests (30). Fewer manuscripts aim to provide longitudinal data
on the suggested biomarkers (31-33).

We were interested in investigating the serum concentration
of PDGF-AA, PDGF-BB, CTGE and TGF 1 in our patients
because of their role in fibrosis. The process of muscle fibrosis
in patients with muscular dystrophies is highly complex and not
completely understood (34). It is known that chronic muscle
degeneration leads to persistent inflammatory infiltration,
muscle necrosis and activation of fibroadipogenic progenitor
cells (FAPs) and fibroblasts, which release proteins of the
extracellular matrix such as collagen-I, leading to the expansion
of fibrotic tissue (34-36). The PDGF family in general and PDGF-
AA in particular play an important role in this process (22, 37).
PDGF-AA is produced by different cell types, such as platelets,
muscle fibers or macrophages and acts via the PDGF receptor
alpha (PDGFRa) (38). When PDGF-AA binds to its receptor,
several signaling pathways involved with cellular proliferation,
differentiation and motility are triggered (39). After an acute
muscle injury, damaged fibers and inflammatory cells release
several cytokines, including PDGF-AA, which activate FAPs
inducing the release of extracellular matrix components (40).
Extracellular matrix is needed for muscle regeneration as it acts
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FIGURE 2 | Correlation between PDGF-AA levels and different muscle tests in patients with DMD and BMD. (A) Correlation between PDGF-AA and the resullts of the
BMWT; (B) Correlation between PDGF-AA 10 MWT; (C) Correlation between PDGF-AA and results of the NSAA scale; (D) Correlation between PDGF-AA and thigh fat
fraction; (E) Distribution of PDGF-AA serum levels depending on the muscle strength quantified using MRC score; (F) distribution of PDGF-AA serum levels depending
on the age of the patients. Spearman test was performed, R, Correlation coefficient; p, statistical significance. Red lines: BMD patients; blue lines: DMD patients.
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FIGURE 3 | PDGF-AA expression is increased in muscles of patients with dystrophinopathy. (A) PDGF-AA expression in skeletal muscles of healthy controls; (B)
PDGF-AA expression in a muscle biopsy of a DMD patient and (C) Real Time PCR showing PDGF-AA mRNA expression in skeletal muscle samples of controls and
patients with dystrophinopathy. Bars show mean mRNA expression and standard deviation.

PDGF-AA relative fold expression

as a scaffold for muscle fiber regeneration (41). When muscle
regeneration is completed, inflammatory cells and the new
muscle fibers release TNF-a that promotes apoptosis of FAPs and
fibroblasts reducing their number and avoiding the development
of fibrosis. At that stage, levels of PDGF-AA decrease (42).
However, in dystrophinopathies where there is chronic muscle
damage, inflammatory cells permanently infiltrate the injured
muscle continuously releasing PDGF-AA, which expand the
number of activated FAPs leading to an increased non-controlled
fibrotic response (40, 43). Consequently, treatment of murine
models of DMD with tyrosine kinase inhibitors that block the
PDGFRa such as imatinib, crenolanib and nintedanib, decreased
fibrosis and improved muscle function of these animals (40, 42,
44). We think that due to this increased pro-fibrotic response
in patients with DMD, the levels of PDGF-AA are high in
comparison to controls, as shown in our study.

Other primary fibrotic growth factors including the TGF-p1
family and CTGF have also been reported to be involved in
the process of muscle fibrosis (36, 45, 46). TGF-1 and PDGF-
BB participate in mesenchymal cell proliferation and fibrotic
remodeling (47, 48) and CTGF stimulates chemotaxis and
proliferation of fibroblasts and the production of extracellular
matrix components (45).

Despite its role in the physiopathology of muscle
degeneration, there are only few reports studying the potential
utility of growth factors as biomarkers of the disease (49-51).

In our study, the serum concentration of PDGF-AA was
increased in patients with DMD in comparison to pediatric
controls. There was also an increase in PDGF-AA levels in
BMD patients compared to adult controls, although it did not
reach statistical significance. Moreover, PDGF-AA serum levels
correlated with several muscle function tests both in DMD and

BMD, and with the results of Dixon MRI in BMD. Because of the
common underlying pathophysiologic mechanism of both DMD
and BMD, we speculate that serum levels of PDGF-AA should
be further studied in a larger cohort of DMD/BMD patients and
considered as a potential biomarker for the disease.

Our results suggest that the expression of PDGF-AA in DMD
and BMD patients follows a bell curve distribution. In initial
stages of the disease, when histological changes are consistent
with acute muscle damage, PDGF-AA expression by muscle
fibers is still low, similarly to that observed in controls. As the
disease progresses, muscle fibers degenerate leading to increased
production of PDGF-AA that potentially activates FAPs involved
in the expansion of fibrotic and adipogenic tissue (22). In
advanced stages, when most of the muscle has been replaced
by fibrotic and fatty tissue, levels drop again as there are no
more muscle fibers releasing PDGF-AA. This hypothesis allows
us to understand the results obtained in the correlations between
PDGF-AA levels and the muscular function of the patients.
Patients in early stages of the disease, in whom muscle strength
assessed using the MRC scale is only mildly affected, have low
levels of PDGF-AA. These patients in early stages are still able
to walk, have high scores on the NSAA, need little time to walk
10m and cover long distances in the 6MWT. Patients in an
intermediate stage of the disease have high levels of PDGF-AA
and are clearly weak as it is demonstrated using the MRC scales.
These patients are able to cover 200-400m in the 6MWT, but
they still have intact respiratory muscle strength. In contrast,
patients in advanced stages of the disease have lower levels of
serum PDGEF-AA, are extremely weak as assessed with the MRC
scale and have higher fat replacement in the muscles. Moreover,
these patients are not able to walk and have affected respiratory
muscles as shown using the spirometry. Although levels of CTGF
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were also increased in BMD patients in comparison to controls,

we only found significant correlations with the MRC scale.

The process of fibrosis is not exclusive to muscular tissue. In
fact, fibrotic tissue remodeling can affect virtually every system.
Both primary fibrotic diseases such as systemic sclerosis and
idiopathic pulmonary fibrosis and secondary fibrotic responses in
other organs share many commonalities. An initial injury triggers
the reparative process in which lymphocytes and macrophages
release profibrotic mediators. These mediators promote the
activation of myofibroblasts which liberate extracellular matrix
proteins leading to structural changes. Therefore, it is not
surprising to find that the growth factors that we have studied
here are also implicated in other diseases such as atherosclerosis,
liver and pulmonary fibrosis, cirrhosis, myocardial infarction
and neoplasms (52-58). However, the primary site of injury, the
cells that differentiate into myofibroblasts and the organization
of the immune response differs among the different types of
disorders (52). Interestingly, in our study TGF-p1 showed a
different behavior in BMD than in DYSF patients, since TGF-
B1 levels were increased in BMD patients compared to DYSF
patients. In our opinion this data suggests that, although the
final stage of the disease may be common among muscular
dystrophies, the process leading to replacement of muscle fibers
by fibrotic and fatty tissue may have some particularities that
could be exclusive to each type of muscular dystrophy, such as
the type of muscle injury or the molecular pathways that are
activated in response to this muscle injury. However, we did
not find significant differences in TGF- f1 between patients and
controls (only between BMD and DYSF patients) and therefore

these results should be taken with caution.

The four growth factors that we have studied have been
previously related with fibrosis and with muscle regeneration
in muscular dystrophies (59, 60) but have also been studied in
other neuromuscular diseases. For instance, our group identified
a decrease in PDGF-BB levels in patients with Pompe disease
suggesting that there is a deficit in muscle regeneration in this
disease, and Sato et al. showed that CTGF levels were high in

patients with polymyositis and dermatomyositis (61, 62).

This is a small study with several limitations: firstly, it is a
transversal study without longitudinal data. Secondly, only half
of the patients underwent Dixon MRI, and the ones who did were
already severely affected by the disease and therefore had high FF.

Despite these limitations, our study suggests that serum
levels of PDGF-AA can differentiate between DMD patients and
controls, and that they correlate with the results of different
muscle tests. For BMD patients we have also found correlation
between PDGF-AA levels and muscle function tests, including fat
muscle content assessed by Dixon MRI. Based on these results, we
propose PDGF-AA as a growth factor to be further investigated

in in a larger cohort of patients and in longitudinal studies.

REFERENCES

1. Birnkrant DJ, Bushby K, Bann CM, Apkon SD, Blackwell A, Brumbaugh
D, et al. Diagnosis and management of Duchenne muscular dystrophy,
part 1: diagnosis, and neuromuscular, rehabilitation, endocrine, and

DATA AVAILABILITY STATEMENT

The original contributions presented in the study are included
in the article/supplementary material, further inquiries can be
directed to the corresponding author/s.

ETHICS STATEMENT

The studies involving human participants were reviewed and
approved by Hospital de la Santa Creu i Sant Pau Ethics
Committee and Hospital de Sant Joan de Deu Ethics Committee.
Written informed consent to participate in this study was
provided by the participants’ legal guardian/next of kin.

AUTHOR CONTRIBUTIONS

AA-J, EF-S, and JD-M contributed to the study conception
and design. Clinical evaluation of patients was performed by
AA-J, JD-M, JA-P, DN-d, CO, and CJ-M. Blood samples and
data collection was obtained by SS. EG, JD-M, and EF-S
designed and performed the experiments. PP-J, AC-R, and
XS-C also collaborated with the execution of the experiments.
PM, JD-M, CN-P, and JL designed the MRI protocol.
The analysis of the MRI images was performed by AA-J.
Functional assessments were performed by IB, IP, CG, and
EM. AA-J, EF-S, and JD-M analyzed the results and wrote the
manuscript. All authors contributed with their comments to the
final version.

FUNDING

This work was supported by FIS PI15/01822 to JD-M and
FIS (PI18/1525) to JD-M and XS-C, and FIS (PI19/00122)
to CJ-M (Fondo Europeo de Desarrollo Regional [FEDER],
Instituto de Salud Carlos III, Spain). XS-C was supported
by Sara Borrell postdoctoral fellowship (CD18/00195), Fondo
Social Europeo (FSE), Instituto de Salud Carlos III (Spain).
Funders did not participate in the study design. This work
is generated within the European Reference Network for
Neuromuscular diseases.

ACKNOWLEDGMENTS

We would like to thank all the patients and families who
participated in the study for their support and patience. We are
indebted to the Biobanc de I'Hospital Infantil Sant Joan de Déu
per a la Investigacio integrated in the Spanish Biobank Network
of ISCIII for the sample and data procurement. We thank the
MRI technician team for their help. We also thank Mr. John
Wilkos for his language advice.

gastrointestinal and nutritional management. Lancet Neurol. (2018) 17:211-
2. doi: 10.1016/S1474-4422(18)30024-3

. Wallace GQ, McNally EM. Mechanisms of muscle degeneration, regeneration,
and repair in the muscular dystrophies. Annu Rev Physiol. (2009) 71:37-
57. doi: 10.1146/annurev.physiol.010908.163216

N

Frontiers in Neurology | www.frontiersin.org

102

June 2021 | Volume 12 | Article 659922



Alonso-Jiménez et al.

COMPENDIO DE PUBLICACIONES

PDGF-AA in DMD and BMD

©

[

20.

21.

. Guiraud S, Aartsma-Rus A, Vieira NM, Davies KE, Van
Ommen GJB, Kunkel LM. The pathogenesis and therapy of
muscular  dystrophies. Annu Rev  Genomics Hum Genet. (2015)

16:281-308. doi: 10.1146/annurev-genom-090314-025003

. Flanigan KM. Duchenne and becker muscular dystrophies. Neurol Clin.

(2014) 32:671-88. doi: 10.1016/j.ncl.2014.05.002

. Domingos ], Sarkozy A, Scoto M, Muntoni F. Dystrophinopathies

and limb-girdle muscular dystrophies. Neuropediatrics. (2017) 48:262-
72. doi: 10.1055/5-0037-1601860

. Dowling JJD, Gonorazky H, Cohn RD, Campbell C. Treating pediatric

neuromuscular disorders: The future is now. Am | Med Genet Part A. (2018)
176:804-41. doi: 10.1002/ajmg.a.38418

. Barp A, Bello L, Caumo L, Campadello P, Semplicini C, Lazzarotto A, et al.

Muscle MRI and functional outcome measures in Becker muscular dystrophy.
Sci Rep. (2017) 7:16060. doi: 10.1038/541598-017-16170-2

. Arora H, Willcocks RJ, Lott DJ, Harrington AT, Senesac CR, Zilke

KL, et al. Longitudinal timed function tests in duchenne muscular
dystrophy: Imagingdmd cohort natural history. Muscle Nerve. (2018) 58:631—
8. doi: 10.1002/mus.26161

. Bello L, Campadello P, Barp A, Fanin M, Semplicini C, Soraru G, et al.

Functional changes in Becker muscular dystrophy: Implications for clinical
trials in dystrophinopathies. Sci Rep. (2016) 6:32439. doi: 10.1038/srep
32439

. Mazzone ES, Messina S, Vasco G, Main M, Eagle M, D’Amico A, et al.

Reliability of the north star ambulatory assessment in a multicentric setting.
Neuromuscul Disord. (2009) 19:458-61. doi: 10.1016/j.nmd.2009.06.368

. Schmidt S, Hafner P, Klein A, Rubino-Nacht D, Gocheva V, Schroeder

J, et al. Timed function tests, motor function measure, and quantitative
thigh muscle MRI in ambulant children with Duchenne muscular
dystrophy. A cross-sectional analysis. Neuromuscul Disord. (2018) 28:16—
23. doi: 10.1016/j.nmd.2017.10.003

. Long C, Amoasii L, Mireault AA, McAnally JR, Li H, Sanchez-Ortiz E,

et al. Postnatal genome editing partially restores dystrophin expression
in a mouse model of muscular dystrophy. Science. (2016) 351:400-
3. doi: 10.1126/science.aad5725

. Mayhew A, Mazzone ES, Eagle M, Duong T, Ash M, Decostre V,

et al. Development of the performance of the upper limb module for
duchenne muscular dystrophy. Dev Med Child Neurol. (2013) 55:1038-
45. doi: 10.1111/dmen.12213

. Godi C, Ambrosi A, Nicastro F, Previtali SC, Santarosa C, Napolitano

S, et al. Longitudinal MRI quantification of muscle degeneration in
Duchenne muscular dystrophy. Ann Clin Transl Neurol. (2016) 3:607-
22. doi: 10.1002/acn3.319

. Damon BM, Li K, Dortch RD, Welch EB, Park JH, Buck AKW, et al.

Quantitative magnetic resonance imaging of skeletal muscle disease. J Vis Exp.
(2016) 2016:52352. doi: 10.3791/52352

. Al-Khalili Szigyarto C, Spitali P. Biomarkers of Duchenne muscular

dystrophy: current findings. Degener Neurol Neuromuscul Dis. (2018) 8:1-
13. doi: 10.2147/dnnd.s121099

. Bérard C, Payan C, Hodgkinson I, Fermanian J. A motor function

measure scale for neuromuscular diseases. Construction and validation study.
Neuromuscul Disord. (2005) 15:463-70. doi: 10.1016/j.nmd.2005.03.004

. Fagoaga ], Girabent-Farrés M, Bagur-Calafat C, Febrer A, Steffensen BF.

Translation and validation of the Egen Klassifikation scale for the Spanish
population: functional assessment for non-ambulatory individuals with
Duchenne’s muscular dystrophy and spinal muscular atrophy. Rev Neurol.
(2013) 56:555-61. doi: 10.33588/rn.5611.2013106

. Harris E, Bladen CL, Mayhew A, James M, Bettinson K, Moore U, et al. The

clinical outcome study for dysferlinopathy an international multicenter study.
Neurol Genet. (2016) 2:89. doi: 10.1212/NXG.0000000000000089
Bleyenheuft Y, Paradis ], Renders A, Thonnard JL, Arnould C.
ACTIVLIM-CP a new Rasch-built measure of global activity
performance for children with cerebral palsy. Res Dev Disabil. (2017)
60:285-94. doi: 10.1016/j.ridd.2016.10.005

Figueroa-Bonaparte S, Llauger J, Segovia S, Belmonte I, Pedrosa I, Montiel
E, et al. Quantitative muscle MRI to follow up late onset Pompe patients: a
prospective study. Sci Rep. (2018) 8:10898. doi: 10.1038/s41598-018-29170-7

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Zhao Y, Haginoya K, Sun G, Dai H, Onuma A, ITinuma K. Platelet-
derived growth factor and its receptors are related to the progression of
human muscular dystrophy: An immunohistochemical study. J Pathol. (2003)
201:149-59. doi: 10.1002/path.1414

Andrae ], Gallini R, Betsholtz C. Role of
growth factors in physiology and medicine. Genes
22:1276-312. doi: 10.1101/gad.1653708

Diaz-Manera ], Fernandez-Torron R, LLauger J, James MK, Mayhew A, Smith
FE, et al. Muscle MRI in patients with dysferlinopathy: pattern recognition
and implications for clinical trials. ] Neurol Neurosurg Psychiatry. (2018)
89:1071-81. doi: 10.1136/jnnp-2017-317488

Strandberg K, Ayoglu B, Roos A, Reza M, Niks E, Signorelli M, et al. Blood-
derived biomarkers correlate with clinical progression in Duchenne muscular
dystrophy. ] Neuromuscul Dis. (2020) 7:231-46. doi: 10.3233/JND-190454
Hathout Y, Brody E, Clemens PR, Cripe L, DeLisle RK, Furlong P, et al. Large-
scale serum protein biomarker discovery in Duchenne muscular dystrophy.
Proc Natl Acad Sci USA. (2015) 112:7153-8. doi: 10.1073/pnas.1507719112
Burch PM, Pogoryelova O, Goldstein R, Bennett D, Guglieri M, Straub V,
et al. Muscle-derived proteins as serum biomarkers for monitoring disease
progression in three forms of muscular dystrophy. J Neuromuscul Dis. (2015)
2:241-55. doi: 10.3233/JND-140066

Ayoglu B, Chaouch A, Lochmiiller H, Politano L, Bertini E, Spitali P,
et al. Affinity proteomics within rare diseases: a BIO - NMD study for
blood biomarkers of muscular dystrophies. EMBO Mol Med. (2014) 6:918-
36. doi: 10.15252/emmm.201303724

Burch PM, Pogoryelova O, Palandra ], Goldstein R, Bennett D,
Fitz L, et al. Reduced serum myostatin concentrations associated
with  genetic muscle disease progression. ]  Neurol  (2017)
264:541-53. doi: 10.1007/s00415-016-8379-6

Anaya-Segura MA, Garcia-Martinez FA, Montes-Almanza LA, Diaz BG,
Avila-Ramirez G, Alvarez-Maya I, et al. Non-invasive biomarkers for
duchenne muscular dystrophy and carrier detection. Molecules. (2015)
20:11154-72. doi: 10.3390/molecules200611154

Signorelli M, Ayoglu B, Johansson C, Lochmiiller H, Straub V, Muntoni F, et al.
Longitudinal serum biomarker screening identifies malate dehydrogenase
2 as candidate prognostic biomarker for Duchenne muscular dystrophy. J
Cachexia Sarcopenia Muscle. (2020) 11:505-17. doi: 10.1002/jcsm.12517
Nadarajah VD, van Putten M, Chaouch A, Garrood P, Straub V, Lochmiiller
H, et al. Serum matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) as a biomarker for
monitoring disease progression in Duchenne muscular dystrophy (DMD).
Neuromuscul Disord. (2011) 21:569-78. doi: 10.1016/j.nmd.2011.05.011
Spitali P, Hettne K, Tsonaka R, Charrout M, van den Bergen J, Koeks
Z, et al. Tracking disease progression non-invasively in Duchenne and
Becker muscular dystrophies. ] Cachexia Sarcopenia Muscle. (2018) 9:715-
26. doi: 10.1002/jcsm.12304

Bersini S, Gilardi M, Mora M, Krol S, Arrigoni C, Candrian C, et al.
Tackling muscle fibrosis: From molecular mechanisms to next generation
engineered models to predict drug delivery. Adv Drug Deliv Rev. (2018)
129:64-77. doi: 10.1016/j.addr.2018.02.009

Cappellari O, Mantuano P, De Luca A. “The Social Network” and
muscular dystrophies: the lesson learnt about the niche environment as a
target for therapeutic strategies. Cells. (2020) 9:1659. doi: 10.3390/cells90
71659

Smith LR, Barton ER. Regulation of fibrosis in muscular dystrophy. Matrix
Biol. (2018) 68-9:602-15. doi: 10.1016/j.matbio.2018.01.014

Pifiol-Jurado P, Gallardo E, de Luna N, Sudrez-Calvet X, Sénchez-Riera C,
Fernandez-Simén E, et al. Platelet-derived growth factor BB influences muscle
regeneration in duchenne muscle dystrophy. Am J Pathol. (2017) 187:1814—
27. doi: 10.1016/j.ajpath.2017.04.011

Fredriksson L, Li H, Eriksson U. The PDGF family: Four gene products
form five dimeric isoforms. Cytokine Growth Factor Rev. (2004) 15:197-
204. doi: 10.1016/j.cytogfr.2004.03.007

Betsholtz C. Insight into the physiological functions of PDGF through
genetic studies in mice. Cytokine Growth Factor Rev. (2004) 15:215-
28. doi: 10.1016/j.cytogfr.2004.03.005

leronimakis N, Hays A, Prasad A, Janebodin K, Duffield ]S,
Reyes M. PDGFRa signalling promotes fibrogenic responses in

platelet-derived
Dev. (2008)

Frontiers in Neurology | www.frontiersin.org

June 2021 | Volume 12 | Article 659922

”4

103



4 == COMPENDIO DE PUBLICACIONES

104

Alonso-Jiménez et al.

PDGF-AA in DMD and BMD

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

collagen-producing cells in Duchenne muscular dystrophy. ] Pathol.
(2016) 240:410-44. doi: 10.1002/path.4801

Baghdadi MB, Tajbakhsh S. Regulation and phylogeny of skeletal muscle
regeneration. Dev Biol. (2018) 433:200-9. doi: 10.1016/j.ydbio.2017.07.026
Lemos DR, Babaeijandaghi E Low M, Chang CK, Lee ST, Fiore D, et al.
Nilotinib reduces muscle fibrosis in chronic muscle injury by promoting
TNF-mediated apoptosis of fibro/adipogenic progenitors. Nat Med. (2015)
21:786-94. doi: 10.1038/nm.3869

Olson LE, Soriano P. Increased PDGFRa activation disrupts connective
tissue development and drives systemic fibrosis. Dev Cell. (2009) 16:303~
13. doi: 10.1016/j.devcel.2008.12.003

Pinol-Jurado P, Sudrez-Calvet X, Fernandez-Simon E, Gallardo E, De La
Oliva N, Martinez-Muriana A, et al. Nintedanib decreases muscle fibrosis and
improves muscle function in a murine model of dystrophinopathy. Cell Death
Dis. (2018) 9:776. doi: 10.1038/541419-018-0792-6

Moussad EEDA, Brigstock DR. Connective tissue growth factor: what’s in a
name? Mol Genet Metab. (2000) 71:276-92. doi: 10.1006/mgme.2000.3059
Klinkhammer BM, Floege J, Boor P. PDGF in organ fibrosis. Mol Aspects Med.
(2018) 62:44-62. doi: 10.1016/j.mam.2017.11.008

Yablonka-Reuveni Z, Balestreri TM, Bowen-Pope DF. Regulation of
proliferation and differentiation of myoblasts derived from adult mouse
skeletal muscle by specific isoforms of PDGF. J Cell Biol. (1990) 111:1623~
9. doi: 10.1083/jcb.111.4.1623

Delaney K, Kasprzycka P, Ciemerych MA, Zimowska M. The role of
TGF-B1 during skeletal muscle regeneration. Cell Biol Int. (2017) 41:706—
15. doi: 10.1002/cbin.10725

Tsonaka R, Signorelli M, Sabir E, Seyer A, Hettne K, Aartsma-Rus A,
et al. Longitudinal metabolomic analysis of plasma enables modeling disease
progression in Duchenne muscular dystrophy mouse models. Hum Mol
Genet. (2020) 29:745-55. doi: 10.1093/hmg/ddz309

Morales MG, Acuiia MJ, Cabrera D, Goldschmeding R, Brandan E. The pro-
fibrotic connective tissue growth factor (CTGF/CCN2) correlates with the
number of necrotic-regenerative foci in dystrophic muscle. J Cell Commun
Signal. (2018) 12:413-21. doi: 10.1007/s12079-017-0409-3

Song Y, Yao S, Liu Y, Long L, Yang H, Li Q, et al. Expression levels of
TGF-B1 and CTGF are associated with the severity of duchenne muscular
dystrophy. Exp Ther Med. (2017) 13:1209-14. doi: 10.3892/etm.2017.
4105

Distler JHW, Gyorfi AH, Ramanujam M, Whitfield ML, Konigshoff M,
Lafyatis R. Shared and distinct mechanisms of fibrosis. Nat Rev Rheumatol.
(2019) 15:705-30. doi: 10.1038/541584-019-0322-7

Bujak M, Frangogiannis NG. The role of TGF-B signaling in
myocardial infarction and cardiac remodeling. Cardiovasc Res. (2007)
74:184-95. doi: 10.1016/j.cardiores.2006.10.002

Kishi M, Aono Y, Sato S, Koyama K, Azuma M, Abe S, et al
Blockade of platelet-derived growth factor receptor-B, not receptor-a
ameliorates bleomycin-induced pulmonary fibrosis in mice. PLoS ONE.
(2018) 13:¢0209786. doi: 10.1371/journal.pone.0209786

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

Roskoski R. The role of small molecule platelet-derived growth factor receptor
(PDGFR) inhibitors in the treatment of neoplastic disorders. Pharmacol Res.
(2018) 129:65-83. doi: 10.1016/j.phrs.2018.01.021

Shamsdin SA, Mehrafshan A, Rakei SM, Mehrabanilare D. Evaluation
of VEGE, FGF and PDGF and serum levels of inflammatory cytokines
in patients with glioma and meningioma in Southern Iran. Asian
Pacific ] Cancer Prev. (2019) 20:2883-90. doi: 10.31557/APJCP.2019.20.
10.2883

Ulloa-Padilla JP, Ghassibi MP, Dubovy SR, Kerr DA. Clinicopathologic
correlation  of kaposi sarcoma involving the ocular adnexa:
immunophenotyping of diagnostic and therapeutic targets. Ophthal Plast
Reconstr Surg. (2020) 36:185-90. doi: 10.1097/IOP.0000000000001506
Kurys-Denis E, Prystupa A, Luchowska-Kocot D, Krupski W, Bis-Wencel
H, Panasiuk L. PDGF-BB homodimer serum level - A good indicator of
the severity of alcoholic liver cirrhosis. Ann Agric Environ Med. (2020)
27:80-5. doi: 10.26444/aaem/115997

Morales MG, Gutierrez J, Cabello-Verrugio C, Cabrera D, Lipson KE,
Goldschmeding R, et al. Reducing CTGF/CCN2 slows down mdx muscle
dystrophy and improves cell therapy. Hum Mol Genet. (2013) 22:4938-
51. doi: 10.1093/hmg/ddt352

Ceco E, Bogdanovich S, Gardner B, Miller T, DeJesus A, Earley JU, et al.
Targeting latent TGFB release in muscular dystrophy. Sci Transl Med. (2014)
6:259ral44. doi: 10.1126/scitranslmed.3010018

Fernandez-Simén  E, Carrasco-Rozas A, Gallardo E, Figueroa-
Bonaparte S, Belmonte I, Pedrosa I, et al. PDGF-BB serum levels
are decreased in adult onset Pompe patients. Sci Rep. (2019)
9:1-10. doi: 10.1038/541598-018-38025-0

Sato S, Nagaoka T, Hasegawa M, Tamatani T, Nakanishi T, Takigawa M, et al.
Serum levels of connective tissue growth factor are elevated in patients with
systemic sclerosis: association with extent of skin sclerosis and severity of
pulmonary fibrosis. ] Rheumatol. (2000) 27:149-54.

Conflict of Interest: PM is employed by the company Philips Healthcare Iberia.

The remaining authors declare that the research was conducted in the absence of
any commercial or financial relationships that could be construed as a potential
contlict of interest.

Copyright © 2021 Alonso-Jiménez, Ferndndez-Simon, Natera-de Benito, Ortez,
Garcia, Montiel, Belmonte, Pedrosa, Segovia, Pifiol-Jurado, Carrasco-Rozas, Sudrez-
Calvet, Jimenez-Mallebrera, Nascimento, Llauger, Nufiez-Peralta, Montesinos,
Alonso-Pérez, Gallardo, Illa and Diaz-Manera. This is an open-access article
distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License (CC BY).
The use, distribution or reproduction in other forums is permitted, provided the
original author(s) and the copyright owner(s) are credited and that the original
publication in this journal is cited, in accordance with accepted academic practice.
No use, distribution or reproduction is permitted which does not comply with these
terms.

Frontiers in Neurology | www.frontiersin.org

June 2021 | Volume 12 | Article 659922



COMPENDIO DE PUBLICACIONES ## 4

4.3. ARTICULO 3:

“Different approaches to analyze muscle fat replacement with Dixon MRI in Pompe
disease”

Alonso-Jiménez A, Nufiez-Peralta C, Montesinos F. Alonso-Pérez J, Garcla C, Montiel E,
Belmonte |, Pedrosa |, Segovia S, Llauger J, Diaz-Manera J.

Front Neurol. 2021 Jul 8;12:675781. doi: 10.3389/fneur.2021.675781. eCollection 2021.

105



4 == COMPENDIO DE PUBLICACIONES

4.3.1. Publicacion original

'.‘ frontiers
in Neurology

ORIGINAL RESEARCH
published: 08 July 2021
doi: 10.3389/fneur.2021.675781

OPEN ACCESS

Edited by:

Massimiliano Filosto,
NeMO-Brescia Clinical Center for
Neuromuscular Diseases, Italy

Reviewed by:

Antonio Toscano,

University of Messina, Italy
Sabrina Ravaglia,

Neurological Institute Foundation
Casimiro Mondino (IRCCS), Italy

*Correspondence:
Jordi Diaz-Manera
Jordi.diaz-manera@newcastle.ac.uk

Specialty section:

This article was submitted to
Neuromuscular Disorders and
Peripheral Neuropathies,

a section of the journal
Frontiers in Neurology

Received: 03 March 2021
Accepted: 08 June 2021
Published: 08 July 2021

Citation:

Alonso-Jiménez A, Nufiez-Peralta C,
Montesinos R, Alonso-Pérez J,
Garcia C, Montiel E, Belmonte |,
Pedrosa I, Segovia S, Llauger J and
Diaz-Manera J (2021) Different
Approaches to Analyze Muscle Fat
Replacement With Dixon MRI in
Pompe Disease.

Front. Neurol. 12:675781.

doi: 10.3389/fneur.2021.675781

Check for
updates

Different Approaches to Analyze
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Jorge Alonso-Pérez"®, Carme Garcia®, Elena Montiel®, Izaskun Belmonte®,
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Diseases (CIBERER), Barcelona, Spain, ® Rehabilitation and Physiotherapy Department, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau,
Universitat Autonoma de Barcelona, Barcelona, Spain, 7 John Walton Muscular Dystrophy Research Centre, Newcastle
University, International Centre for Life, Newcastle upon Tyne, United Kingdom

Quantitative MRI is an increasingly used method to monitor disease progression in
muscular disorders due to its ability to measure changes in muscle fat content (reported
as fat fraction) over a short period. Being able to objectively measure such changes is
crucial for the development of new treatments in clinical trials. However, the analysis of the
images involved continues to be a daunting task because of the time needed. Whether
a more specific analysis selecting individual muscles or a global one analyzing the whole
thigh or compartments could be a suitable alternative has only been marginally studied. In
our study we compare three methods of analysis of 2-point-dixon images in a cohort of 34
patients with late onset Pompe disease followed over a period of one year. We measured
fat fraction on MRIs obtained at baseline and at year 1, and we calculated the increment
of fat fraction. We correlated the results obtained with the results of muscle function tests
to investigate whether the three methods of analysis were equivalent or not. We observed
significant differences between the three methods in the estimation of the fat fraction at
both baseline and year 1, but no difference was found in the increment in fat fraction
between baseline and year 1. When we correlated the fat fraction obtained with each
method and the muscle function tests, we found a significant correlation with most tests
in all three methods, although in most comparisons the highest correlation coefficient was
found with the analysis of individual muscles. We conclude that the fastest strategy of
analysis assessing compartments or the whole thigh could be reliable for certain cohorts
of patients where the variable to study is the fat increment. In other sorts of studies, an
individual muscle approach seems the most reliable technique.

Keywords: quantitative MRI, Dixon, Pompe, fat replacement, outcome measures
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INTRODUCTION

In the past two decades, muscle MRI has been increasingly
used for diagnosis of neuromuscular disorders. More recently,
quantitative techniques such as Dixon or spectroscopy have been
progressively implemented, as they provide the exact amount
of fat present in skeletal muscles and can be used to follow up
patients (1). In muscle spectroscopy, a region of interest (ROI)
is drawn in the muscle when the patients are inside the MRI,
and the analysis is only done in that specific region. In the
case of Dixon, images are acquired and analyzed later on using
specific software. Muscle fat content quantified using muscle
MRI correlates with results of muscle function tests (2-4), and
therefore, it is considered a good biomarker for neuromuscular
diseases. Furthermore, quantitative muscle MRI is able to detect
subtle changes in the amount of fat in muscles even before
it impacts muscle function (3, 5). Quantitative muscle MRI is
reproducible among different centers, and it is also harmless, as
it does not use radiation. For its advantages, it has been proposed
as a reliable outcome measure for natural history studies and
clinical trials (6, 7). However, there is no standardized method
to assess the fat content in skeletal muscle MRI acquired using
Dixon sequence. Although several software solutions have been
proposed to perform automatic or semiautomatic segmentation
(8, 9), they are not widely accepted and used, and therefore, the
analysis is continued manually, drawing ROIs in selected slices
of the muscle. Analysis of Dixon images consumes a lot of time
and requires a high degree of expertise and a profound knowledge
of the anatomy of the muscles. Additionally, whether evaluating
individual muscles is better than assessing compartments or even
the whole limb has only been addressed in one study (10). Our
aims for this study were as follows: (1) to check if different
approaches to the quantification of fat replacement in thigh
muscles of a cohort of patients with late-onset Pompe disease
(LOPD) studied using Dixon quantitative muscle MRI showed
differences at baseline and after 1-year follow-up, (2) to study
whether there were significant differences in the increase of fat
content after 1-year follow-up depending on the method used
to analyze fat replacement, and (3) to identify which method of
analysis correlated better with the results of the muscle function
tests performed.

MATERIALS AND METHODS

Cohort and Study Design

A total of 34 LOPD patients were included in this study.
They were part of a larger prospective observational study
following up LOPD patients registered in the webpage
ClinicalTrials.gov with the identifier NCT01914536 (11).
Inclusion criteria for the study were as follows: (1) diagnosis
of LOPD based on recommendations recently proposed
by the European Pompe Consortium (12) and reduced
enzymatic activity in leukocytes, fibroblasts, or skeletal muscle
and/or the presence of two mutations in the GAA gene;
(2) no contraindications to MRI; and (3) willingness to
complete all muscle function tests, respiratory assessment, and
patient-reported outcome measures.

We collected the following epidemiological and clinical data:
date of birth, gender, age at diagnosis, time of evolution of the
disease, gene mutations, age at start of enzyme replacement
therapy (ERT) treatment, current disease stage (ambulant or
non-ambulant), and the need of (non)-invasive ventilation.

Patients were evaluated at baseline and 1 year after (42
months). At each visit, muscle function tests and quantitative
muscle MRI were performed. All patients provided written
informed consent to participate in the study. 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.

MRI Acquisition and Analysis

Patients were examined in a 1.5T Ingenia MR system (Philips
Healthcare, Best, the Netherlands) at HSCSP. Axial 3D fast field
echo (FFE) Dixon sequence was acquired with the following
parameters: repetition time/echo time (TR/TE) = 5.78/1.84 ms,
flip angle = 15°, voxel size = 1 x 1 x 3mm and field of view
(FOV) 520 x 340 x 300 mm. We used the same position protocol
for all patients: a supine position with the legs stretched out.

The percentage of fat in muscle or fat fraction (FF)
was calculated with the PRIDE tool (Philips Research Image
Development Environment) developed for this purpose. ROIs
were manually drawn by one investigator (AA-J) on one
slice in the right leg for each patient with three different
approaches: firstly, by individual muscles (rectus femoris, vastus
intermedius, vastus lateralis, vastus medialis, adductor magnus,
sartorius, gracilis, biceps femoris long head, semitendinosus,
and semimembranosus); secondly, by compartments (anterior
compartment including the rectus femoris, vastus intermedius,

Individual muscles
approach

Compartments
approach

Whole thigh
approach

FIGURE 1 | Schema of the three different analysis approaches at baseline visit
and visit 1. VL, vastus lateralis; Vi, vastus intermedius; RF, rectus femoris; Vm,
vastus medialis; Sa, sartorius; AL, adductor longus; Gr, gracilis; AM, adductor
major; SM, semimembranosus; ST, semitendinosus; BF, biceps femoris; AC,
anterior compartment; PC, posteromedial compartment; WT, whole thigh;
FFg, fat fraction at baseline; AFF, fat fraction increment between baseline and
visit 1; FF4, fat fraction at visit 1.
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vastus lateralis, vastus medialis, and sartorius; and posteromedial
compartment including the adductor magnus, gracilis, biceps
femoris long head, semitendinosus, and semimembranosus); and
thirdly, including the whole thigh (Figure1). To obtain the
global thigh FF with the first two approaches, weighted averages
were calculated by normalizing the FF by the area of the
muscle/compartment (bigger muscles had higher weight). All
ROIs were drawn in the same slice just below the biceps femoris
short head. Neurovascular bundles and the femur were avoided.
The analysis was performed in MRIs at baseline and after 1-
year follow-up.

Muscle Function Tests
All patients were studied by four physiotherapists (IB, CG,
EM, and IP) with considerable experience in neuromuscular

disorders at HSCSP in Barcelona. Each patient was examined
by the same professional at baseline and after 1 year. The
physiotherapists evaluated muscle function using the following
tests: the 6-min walking test (6MWT), time to walk 10m
(I0OMWT), timed up-and-go test (TuGo), time to climb up
(Tup4) and down four steps (Tdo4), the motor function measure-
—20-item scale (MFM20), and the Muscle Research Council
(MRC) scale in lower limbs. Patients also completed the self-
reported questionnaire ActivLim (portmanteau of “ACTIVity
LIMitations”). Global muscle function tests were selected instead
of specific muscle tests to correlate with the muscle MRI because
our analysis approach measured the global FF of the thigh. We
obtained forced vital capacity, both seated and lying down, using
the Carefusion Microlab ML 3500 MK8 spirometer (Care Fusion,
Yorba Linda, CA, USA).

TABLE 1 | Clinical characteristics of the patients.

Patient  Sex Age at study Wheelchair Phenotype GAA mutation 1 GAA mutation 2 Age at ERT  Respiratory
(years) dependent support

1 F 50 No Muscular IVS1-13T>G ¢.1076-1G>C 47 No
2 F 48 Yes Muscular + respiratory ~ IVS1-13T>G c.2173C>T 37 Yes
3 F 26 No HyperCKemia IVS1-13T>G c.1889-1G>A - No
4 F 63 No Muscular IVS1-13T=G €.2600_2604delTGCTGIinsA 59 No
5 F 47 No Muscular IV§1-13T>G ¢.15323c>A 42 No
6 F 51 No Muscular IVS1-13T>G €.236_246del 47 No
7 M 66 No Muscular + respiratory ~ IVS1-13T>G c.1933G>T - No
8 F 59 No Muscular IV§1-18T>G c.1637A>G 52 No
9 F 55 No Muscular IV§1-18T>G c.2173C>T 48 No
10 M 42 No Muscular + respiratory ~ IVS1-13T>G c.573C>A 39 Yes
11 F 31 Yes Muscular + respiratory ~ IVS1-13T>G c.1637A>G 24 Yes
12 F 47 No Muscular IVS1-13T>G ¢.1192dupC 39 No
13 M 47 No Muscular + respiratory ~ ¢.2173C>T c.2173C>T 45 Yes
14 M 51 No Muscular + respiratory  IVS1-13T>G c.1657C>T 45 Yes
15 F 51 No Muscular + respiratory  IVS1-13T>G c.1657C>T 46 Yes
16 M 24 No HyperCKemia IVS1-13T>G ¢.1802C>T - No
17 M 51 No HyperCKemia c.271G>A c.2510G>A - No
18 M 14 No HyperCKemia IVS1-13T>G €.281_282delCT - No
19 F 67 No Muscular c1781G>A ¢.1194mas5G>A 64 No
20 F 35 No Muscular IV§1-13T>G cAA>T 29 No
21 F 40 No Muscular + respiratory  IVS1-13T>G c.1889-1G>A - Yes
22 F 53 No Muscular c.1781G>A C.1194+5G>A 45 No
23 M 66 No Muscular + respiratory  IVS1-13T>G €.2481+102_2646+31del 57 Yes
24 M 8 No HyperCKemia IV§1-13T>G c.1889-1G>A - No
25 F 57 No Muscular + respiratory  IVS1-13T>G c.1447G>T 55 Yes
26 M 46 No Muscular + respiratory  IVS1-13T>G c.16323c>A 43 Yes
27 M 51 No Muscular + respiratory  IVS1-13T>G ¢.1933G>T 51 Yes
28 M 51 No Muscular IV§1-13T>G ¢.1933G>T - No
29 M 43 No Muscular IVS1-13T>G ¢.1408a1410delC>T 43 No
30 F 54 No Muscular c.-113+2T>A c.-1134+2T>A 48 No
31 M 51 No HyperCKemia IVS1-13T>G c.1637A>G - Yes
32 M 43 No Muscular + respiratory  IVS1-13T>G C.655G=>A - No
33 F 20 No HyperCKemia IVS1-13T>G c.1551+1G>A - No
34 F 41 No Muscular IVS1-13T>G c.1655T>C 40 No
ERT, enzyme replacement therapy.
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Statistical Analysis

We used the Shapiro-Wilk-test to check if our variables followed
a normal distribution. As they did not, we used non-parametric
statistic tests for the analysis. We used the Friedman test to
compare the FF and the increment of FF obtained with the
three methods of analysis as well as the time necessary to
perform the analysis. In case of a global significant effect, pairwise
comparisons are performed with Wilcoxon signed-rank tests.
We used the paired Wilcoxon signed-rank test to investigate
if there were significant changes in the FF obtained between
baseline and visit 1. To investigate the correlations between the
muscle function tests and FF, we used Spearman’s correlation.
We considered that correlations were good if p was lower than
0.05 and the correlation coefficient (rho) was 0.65 or higher.
To investigate whether the differences between the correlations
with the three different approaches were significant or not, we
used the web utility provided by quantpsy.org (13). Graphs and
statistical analysis were performed using IBM® SPSS® Statistics
Version 21.

RESULTS

Clinical Features of Patients

We included a total of 34 LOPD patients in this study of whom 19
were women (55.9%) and 15 were men (44.1%). Clinical data of
the patients are summarized in Table 1. The mean age at first visit
was 45.6 years (SD: 14.22 years), and the mean time from onset of
symptoms was 14.03 years (SD = 9.47 years). Two patients were
homozygous, one for the mutation ¢.2173C>T and the other
one for the mutation c.—113+2T>A. The rest were compound
heterozygous. Most patients carried the classical inversion IVS1-
13T>G. Seven patients had only hyperCKemia with normal

strength and were considered asymptomatic. Among the 27
symptomatic patients, 14 had exclusively limb muscle weakness,
whereas 13 had respiratory and limb muscle involvement. A total
of 32 patients were ambulant (two of whom used a walker), and
only two needed a manual wheelchair. A total of 23 patients were
treated with ERT at the time of the baseline visit.

Differences in Fat Fraction Among the
Three Methods of Analysis at Baseline and
Visit 1

At baseline, the mean FF of the thigh calculated by analyzing
individual muscles and performing then a weighted average
(analysis by individual muscles) was 38.98% (SD: 23.58). The FF
obtained by analyzing anterior and posteromedial compartment
and then doing a weighted average (analysis by compartments)
was 39.08 (SD: 22.45). The FF obtained by the whole-thigh
approach was 42.48 (SD: 23.55). Friedman’s-test showed that
the differences in the average FF among the three methods
at baseline were significant (p < 0.001). Pairwise comparisons
showed a significant difference between the analysis by individual
muscles and the analysis of the whole thigh, and between the
analysis by compartments and the analysis of the whole thigh, but
not between analysis by individual muscles and compartments
(respectively, p < 0.001, p < 0.001, and p = 0.825).

At visit 1, the mean FF in the individual muscles analysis
was 40.81 (SD: 24.05), by compartments was 40.79 (SD: 23.27),
and by the whole thigh was 43.76 (SD: 24.34). These differences
were also significant between the analysis by individual muscles
and the analysis of the whole thigh, and between the analysis by
compartments and the analysis of the whole thigh (p < 0.001)
and not significant between analyses by individual muscles and
compartments (respectively, p < 0.001, p < 0.001, and p = 0.996).
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FIGURE 2 | Fat fraction obtained with the three methods of analysis for each patient. (A) At baseline. (B) At visit 1. The variability is higher in patients with middling fat
replacement and lower in both patients with very high and very low fat replacement.
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Figure 2 shows the FF obtained with the three methods for each
patient of the study.

We measured the time needed to draw the ROIs by each
approach in a subset of 15 patients. The mean time per patient to
analyze the MRI by individual muscles in both visits was 330.67 s
(SD: 22.71), by compartments 179.09s (SD 12.87), and by the
whole thigh 114.7 s (SD 12.97). These differences were significant
for the three approaches (Friedman-test, p < 0.001).

Fat Fraction Changes After 1 Year of
Follow-Up and Differences Among the
Three Methods of Analysis

The mean increment in FE calculated by subtracting the FF
at baseline visit from the FF at visit 1, was 1.83% (SD: 2.48)
for the individual muscles analysis, 1.71% (SD: 2.68) for the
compartments analysis, and 1.28% (SD: 2.44) for the whole-
thigh approach. A Wilcoxon signed-rank test showed that this
difference in FF between baseline and visit 1 was significant for
the three approaches (by individual muscles Z = —3.462, p =
0.001; by compartments Z = —3.171, p = 0.002; and by whole
thigh Z = —2.727, p = 0.006). In fact, the mean FF increment was
not statistical significantly different among the three methods of
analysis (Figure 3).

Correlation With Muscle Function Tests

After our observation that there were statistically significant
differences between the three analysis strategies, we wondered
whether these differences were clinically significant or not.
Correlations between FF and muscle function tests have been
previously described in LOPD patients (2). We confirmed
that there was a correlation between FF and some muscle
function tests and patient-reported outcome measures, which
we considered could be affected by fat replacement in the
thigh. IOMWT, MRC in lower limbs, MFM20, Tup4, and Tdo4
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FIGURE 3 | Increment in fat fraction obtained with the three methods of
analysis. There were no significant differences among them (Friedman p = 0.2).

showed strong correlations with the FF both at baseline and at
visit 1 with the three methods of analysis (Figure 4). 6MWT
and TuGo showed good correlation at visit 1 but not at the
baseline. The correlation coefficient was slightly higher in the
approach by individual muscles for all the correlations except
MRC in lower limbs at visit 1, where the coefficient was
slightly higher by whole-thigh analysis (Table 2). We investigated
whether these differences among the correlation coefficients
were significant or not and found that in eight out of the
13 comparisons with strong correlation coefficients, they were
indeed significantly different.

DISCUSSION

In the present paper, we compared three methods of analysis
of FF in the thigh in a cohort of LOPD patients. There is no
standardized method to perform this analysis to date. In most
published studies, analysis is performed by manually drawing
ROIs in individual muscles in several slices of the thighs
(between three and five in most of the studies), which is highly
time-consuming (3, 5, 14, 15). Drawing ROIs over the whole
thigh or over the anterior and posteromedial compartments
could reduce the time of analysis. Whether these different
approaches are clinically or statistically significant has only
recently been approached by one group (10). We have shown
here that there is a significant difference in the time used
between the three strategies: compared with the analysis by
individual muscles, it was 45.84% faster when performed by
compartments and 65.31% by the whole-thigh approach. In
studies involving a large number of MRIs, this difference can
mean a lot of hours.

In their study, Reyngoudt et al. (10) performed a comparative
analysis of different segmentation approaches in 102 patients
with different muscle disorders. They conclude that the
increment in FF calculated by global analysis of the whole
thigh is reliable in most muscle disorders. Our study supports
these findings, as we did not find a significant difference in the
increment of FF between the three approaches. The added value
of our study is that we compared the three methods of analysis at
baseline and visit 1, and we correlated them with muscle function
tests. The comparisons between the average FF using the three
methods showed statistical differences at both baseline and visit
1. The pairwise comparison showed that the differences were
found between the analysis by individual muscles and by the
whole thigh, and by compartments and the whole thigh, but not
between individual muscles and compartments. Interestingly, the
mean FF was higher for the whole-thigh analysis in both visits.
We hypothesized that this higher content in fat could be due
to intermuscular fat, which can be affected by other variables
besides the muscle disease such as the index body mass (16). This
could explain the statistically significant difference with the other
two approaches.

However, when we looked into each patient in detail
(Figure 2), we observed that the variability between the three
methods of analysis is higher for patients with intermediate
amount of fat replacement (20-60%), whereas patients with
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low (<20%) or very high (>60%) fat content tend to be more
homogenous. This finding might indicate that in studies with
cohorts of patients with very low fat replacement (such as
asymptomatic and pauci-symptomatic patients), a more general
approach with analysis by compartments of the whole thigh may
be appropriated.

We wondered whether the difference in FF between the
three methods could also be clinically significant. In order
to clarify it, we investigated the correlations between the FF

obtained by each of the methods and muscle function tests
and the ActivLim. We found strong correlation coefficients
(rho > 0.65) between FF and 10MWT, MRC in lower limbs,
MFM20, Tup4, and Tdo4 in both visits and 6MWT in visit 1.
Although the correlation was found for the three methods of
analysis, the coefficient was higher for the individual muscles
approach in all but one of the comparisons with a high
coefficient. Furthermore, the differences between the correlation
coefficients were significant for the majority of functional
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TABLE 2 | Correlations between fat fraction and muscle function tests with the three methods of analysis.

Baseline Significant Visit 1 Significant
difference? difference?
Type of By muscles By compartments By whole thigh By By partments By whole thigh
analysis
Test p Spearman’s p Spearman’s p Spearman’s p Spearman’s p Spearman’s p Spearman’s
rho rho rho rho rho rho

1OMWT 0.00 0.8 0.00 0.769 0.00 0.780 Yes 0.00 0.796 0.00 0.738 0.00 0.753 Yes
MRC LL 0.00 —0.885 0.00 —0.866 0.00 —0.881 No 0.00 —0.891 0.00 —0.880 0.00 -0.892 No
MFM20 0.00 —0.681 0.00 —0.656 0.00 —0.661 No 0.00 -0.725 0.00 -0.681 0.00 —-0.682 Yes
TuGo 0.039 0.373 0.056 0.054 No 0.00 0.791 0.00 0.729 0.00 0.744 Yes
Tup4 0.00 0.846 0.00 0.822 0.00 0.835 Yes 0.00 0.840 0.00 0.777 0.00 0.805 Yes
Tdo4 0.00 0.764 0.00 0.756 0.00 0.749 No 0.00 0.754 0.00 0.694 0.00 0.716 Yes
B6MWT 0.00 —0.658 0.00 -0.634 0.00 —0.641 No 0.00 -0.773 0.00 -0.724 0.00 -0.734 Yes
Activiim 0.00 —0.607 0.00 -0.619 0.00 -0.604 No 0.00 —0.494 0.00 -0.497 0.01 —0.469 No

The highest correlation coefficients have been remarked in bold for each comparison.

10MWT, time to walk 10m; MRC LL, Muscle Research Council Scale in lower limbs; MFMZ20, motor function measure—20-item scale; TuGo, timed up-and-go test; Tup4, time to climb
up four steps; Tdo4, time to climb down four steps; 6MWT, 6-min walking test; Activlim, Activity Limitations questionnaire.

tests, pointing out that the differences between the different
approaches of analysis are not only statistically significant but
also clinically relevant.

Our study suggests that, in general, Dixon MRI analysis
seems to correlate better with muscle function tests if the
manual input is executed by drawing ROIs in individual
muscles and obtaining later the global thigh FF with weighted
averages. This approach has also the advantage of providing
information about individual muscles. Myopathies and muscular
dystrophies are characterized by a heterogeneous muscle fat
replacement, affecting different muscles in different diseases.
Furthermore, the rate of muscle degeneration is not the
same for all the muscles: for example, in Pompe disease, the
adductor magnus is early affected, whereas the sartorius or
gracilis is spared until late stages of the disease. Therefore, the
former can be a good muscle to monitor progression at the
beginning of the disease, while the latter could be used in
late stages.

However, in specific situations, less time-consuming
approaches such as drawing ROIs by compartments or in the
whole thigh might be used with good reliability, for instance,
in cohorts of patients with very low muscle fat replacement.
These approaches could also be appropriated if we are interested
in quantifying the increment in fat replacement between
several visits.

Our study has two main limitations. Firstly, we have studied
only patients with Pompe disease; therefore, studies in other
type of muscle disorders and muscular dystrophies could show
different results. Secondly, we have performed the study only in
one slice in the thighs. Analysis of more slices would probably
provide a better approximation to the real amount of fat in
muscle. Despite its limitations, we think that our study is useful
because it approaches both the statistical and clinically significant
differences obtained with three different analysis strategies.

In conclusion, the method of analysis used to quantify the fat
replacement in muscle using Dixon sequences should be carefully

chosen, taking into account the goal of the study as well as
the characteristics of the patients. In transversal studies where
the variable to study is the FE or in subjects with moderate fat
replacement, an analysis by individual muscles seems to be more
accurate. On the other hand, in longitudinal studies where the
variable of interest is the increment in FE, or in cohorts of patients
with little fat replacement, a global approach by analyzing
compartments or the whole muscle could be more efficient.
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Mediante el trabajo recogido en esta tesis hemos explorado la utilidad de la RM como herra-

mienta diagnostica y de sequimiento en un grupo de miopatias hereditarias.

El objetivo principal de nuestro primer proyecto, recogido en el articulo 1, era describir
el patrén de afectacion muscular en RM en la DOF. Estudios previos en pacientes con
esta distrofia habian sugerido que el patrén de infiltracién grasa detectado con técnicas
de imagen podria ser caracteristico de la enfermedad. En nuestro trabajo nos propusimos
corroborar esta afirmacion en un grupo grande de pacientes, provenientes de distintas areas

geograficas para evitar el posible sesgo producido por mutaciones regionales.

Para nuestro trabajo reunimos 168 pacientes de 7 paises de Europa y Latinoameérica. La
edad de inicio de la enfermedad, la distribucion por sexos y la sintomatologia fue similar a

las descritas en otras series.

La mayoria de los pacientes mostraron algun grado de infiltracion grasa en su musculatura,
incluidos la mitad de los sujetos asintomaticos. La combinacion de afectacion de la lengua, el
adductor magnus'y el soleus resultd ser muy caracteristica de la enfermedad. Otros musculos
frecuentemente afectados fueron: en la cintura escapular, el serratus anterior; en la muscu-
latura pélvica, el gluteus medius y gluteus maximus; y en el muslo, el semimembranosus
y la cabeza larga del biceps fermoris. En contraste con otras distrofias musculares, un gran
numero de musculos estan preservados o se afectan solamente en estadios muy avanzados
de la enfermedad. Es el caso de la musculatura del suelo pélvico, el compartimento anterior
del muslo, los miembros superiores o el gastrocnemius lateralis. También es atipico en otras
distrofias musculares la afectacion lingual, la cual si se ha descrito en la miastenia MUSK vy
en otras miopatias, como las mitocondriales o la enfermedad de Pompe. Otra caracteristica
que parece poco frecuente en otras distrofias es la afectacion del musculo soleo de forma
aislada en la pierna (que, sin embargo, si se ha descrito en miopatias miofibrilares). Estas
diferencias con otras distrofias musculares probablemente se deban a un mecanismo fisio-

patoldgico diferente: mientras que las LGMD suelen producirse por fallos en la estructura o

117



5 w=RESUMEN GLOBAL DE LOS RESULTADOS

118

funcionamiento de la membrana celular, en la DOF lo que conduce al mal funcionamiento de

la fibra es la acumulacion de filamentos tubulares en el nticleo.

Nuestros resultados muestran que la RM muscular de cuerpo entero es Util para el diagnos-
tico de pacientes con DOF, ya que permite diferenciar su patron de afectacion del de otras

distrofias musculares.

Ademas, nuestro estudio mostro que la infiltracién grasa se relaciona con el grado de afec
tacion clinica y con el tiempo de evolucion de la patologia. Los pacientes con una enfer-
medad mas grave mostraron mayor infiltracion grasa en las pruebas de imagen. Asi mismo,
también se detecté mayor grado de infiltracion en los pacientes que llevaban mas tiempo
de evolucion desde el inicio de los sintomas. De aqui se infiere que la RM muscular podria

ser un biomarcador de progresion de la enfermedad.

El musculo mas precozmente afectado fue la lengua, siendo el Unico afecto en pacientes
asintomaticos o con duracién de la enfermedad menor a un afio. En etapas medias de la

enfermedad se afectan: soleus, adductor magnus, gluteiy compartimento posterior del muslo.

Llama la atencién que la progresion de la infiltracidn grasa se limita, en general, a un grupo
reducido de musculos. Mientras que en otras distrofias el incremento del remplazamiento
graso termina por afectar a toda la musculatura, en la DOF una gran cantidad de musculos
siguen estando preservados incluso en pacientes clinicamente muy afectados y tras muchos
afios de evolucion de la enfermedad. El porgué algunos musculos son mas resistentes que
otros a la degeneracion es todavia un enigma. Estudios previos han demostrado que las
inclusiones nucleares se corresponden con agregados de la proteina PABPN1 mutada, que,
sin embargo, solo estan presentes en un 4.5 % de las fibras musculares. En el estudio de
Périé et al, el cultivo de mioblastos procedentes del musculo cricofaringeo de pacientes con
DOF mostré una alteracion de la proliferacion, mientras que los cultivos de musculos no

afectados (cuadriceps y esternocleidomastoideo) fueron normales. Esto parece indicar que,
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por algun motivo todavia por elucidar, el depdsito de agregados nucleares vy la disfuncion de
las fibras musculares se da de forma especifica en algunos musculos, mientras que otros se
encuentran respetados 175 El hecho, demostrado en nuestro estudio, de que una mayoria

de musculos se encuentren preservados concuerda con esta teoria.

Nuestros resultados también sugieren un grupo especifico de musculos que podrian ser
mas Utiles para monitorizar la progresion de la enfermedad mediante RM. En las distro-
fias musculares en general, algunos musculos son reemplazados por grasa de forma muy
precoz, por lo que no son Utiles para el seguimiento de pacientes a medio vy largo plazo
puesto que ya se encuentran totalmente infiltrados de grasa. Igualmente, otros musculos
no se afectan hasta etapas muy avanzadas vy, por lo tanto, no son adecuados para el
seguimiento en etapas precoces. Por este motivo nos planteamos qué musculos podrian
ser mas Utiles para el seguimiento de la DOF en el contexto de estudios de historia natural
0 ensayos clinicos. Para ello correlacionamos la gravedad clinica y el grado de infiltracion
grasa muscular. Obtuvimos coeficientes de correlacion altos para los musculos: serratus
anterior, longissimus, iliocostalis y gluteus minimus, lo que apunta a estos musculos como

posibles dianas de seguimiento.

En este proyecto hemos sido capaces de reunir un gran nimero de pacientes con una enfer-
medad poco frecuente como es la DOF. Esto ha sido posible gracias a la colaboracion de
muchos especialistas de diversos centros. Gracias a esta colaboracién el estudio no ha
necesitado una gran financiacion, lo que pone de manifiesto que la cooperacion es esencial

para el avance en el estudio de enfermedades de baja prevalencia.

Por otro lado, como ya se ha comentado en la introduccién de esta tesis, otros estudios ya
habian demostrado una buena correlacién entre RM y evoluciéon de la enfermedad. Por lo
tanto, se trata de un biomarcador radiolégico de progresiéon de distrofias musculares. En
nuestro proyecto reflejado en el articulo 2 nos propusimos estudiar si las imagenes de RM

cuantitativa podrian correlacionarse también con sustancias detectables en el suero.
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Decidimos estudiar una serie de factores de crecimiento involucrados en el proceso de
fibrosis muscular: el TGF-B1, que se libera durante el proceso de inflamacion y estimula
la proliferacion de fibroblastos; el factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF), que es
activado por el TGF-B1 y favorece la progresion del proceso fibrogénico; v los PDGF-AA y
PDGF-BB, los cuales promueven la transcripcién de genes implicados en la proliferacion y
diferenciacion celular, y cuyo papel en la fibrosis muscular habia sido explorado previamente

por nuestro grupo de investigacion /677,

Nuestro proyecto inicial incluia pacientes con DMD, BMD, disferlinopatias (DYSF) y distrofia
facioescapulohumeral (FSH). Lamentablemente, por falta de presupuesto, finalmente no
pudimos incluir todos los pacientes planteados en un principio y, de cara a la preparacion
del articulo centramos el estudio en los pacientes con mutaciones en el gen OMD. Los
resultados de los demas pacientes, asi como la metodologia usada para el analisis de las

imagenes de RM, se encuentran resumidos en el anexo 1.

Nuestro estudio confirmo la correlacion entre RM cuantitativa y pruebas funcionales en

las distrofias estudiadas, en concordancia con los hallazgos reportados por otros grupos
34,35,101-108,48-52,64,93 97

Como puede observarse en la tabla 2 del Anexo 1, el porcentaje de grasa, tanto en el
muslo como en la pierna, correlaciona con la mayoria de las pruebas funcionales realizadas,

mostrando coeficientes de correlacion altos ( > 0.65) en la mayoria de los casos.

Nuestro estudio tiene algunas limitaciones. En primer lugar, estamos agrupando distro-
flas musculares diferentes, en las que probablemente el mecanismo fisiopatoldgico que
conduce a la degeneracién del musculo difiere. En segundo lugar, se trata de una cohorte
desigual, con mayor nimero de pacientes con distrofinopatias (7 pacientes con DMD, 8 con
BMD, 2 con DYSF vy 4 con FSH). Sin embargo, es légico pensar que, independientemente del

mecanismo que inicie el dafio muscular, una vez que este es lo suficientemente grave como
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para producir sustitucion grasa del tejido, la cantidad de tejido muscular contractil estara
reducida, por lo que el rendimiento en las pruebas fisicas serd peor que en pacientes sanos.
Ademas, cuanto mayor sea este reemplazamiento graso, peor sera la puntuacion de los

pacientes en dichas pruebas.

Al investigar la relacion entre la infiltracion grasa en RM en pacientes con distrofinopatias y
los factores de crecimiento séricos, obtuvimos una correlacion significativa entre el conte-

nido graso en muslo y los niveles de PDGF-AA en pacientes con BMD.

Estos resultados, no obstante, deben tomarse con cautela, debido al reducido numero de
pacientes a los que se les realizo la RM y al hecho de que, en la gran mayoria de los casos,

la fraccion de grasa era muy elevada.

En cuanto a los niveles séricos de los factores de crecimiento, encontramos una correla-
cion lineal entre los niveles de PDGF-AA vy algunas de las pruebas funcionales tanto en
pacientes con DMD (IOMWT, 6MWT, vy la tercera dimensién del MFM, que evalla la funcion
de los miembros superiores) como en BMD (IOMWT, 6MWT, Tup4, Tdo4, TRF y NSAA). En
estos Ultimos también encontramos correlacion con las pruebas respiratorias (capacidad
vital forzada [FVC] y volumen espiratorio forzado [FEV1]). Cuanto mayores son los niveles
de PDGF-AA, peor es el rendimiento en las pruebas fisicas. Por otro lado, la fuerza medida
mediante la escala del Medical Research Council (MRC) y la edad de los pacientes mostraron
una correlacion no lineal con el PDGF-AA, de forma que los pacientes mas fuertes, pero
también los mas deébiles, mostraron niveles bajos, mientras que los pacientes con MRC inter-
medios tenian niveles altos. De igual modo, los pacientes mas jovenes y los de mayor edad

mostraron niveles bajos de PDGF-AA y los pacientes de edades intermedias, niveles altos.

Con estos datos observamos que existe una relacion que sigue una curva parabdlica entre
los niveles de PDGF-AA vy la evolucién de ambas enfermedades: los pacientes en estadios

tempranos de la enfermedad tienen mayor fuerza y niveles de PDGF-AA mas bajos, puesto
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que el proceso de fibrosis muscular esta poco desarrollado. A medida que el dafio muscular
se acentua, se elevan los niveles del factor de crecimiento. Sin embargo, en fases avan-
zadas de la enfermedad, cuando la mayor parte del musculo ha sido sustituido por grasa, el

proceso de fibrosis disminuye y, por lo tanto, los niveles de PDGF-AA se reducen.

Durante el desarrollo de este proyecto, y de otros llevados a cabo en nuestra unidad, nos
dimos cuenta de lo demandante que resulta el analisis cuantitativo de las imagenes 2-punto
Dixon, por lo que nos planteamos si seria posible reducir el tiempo de andlisis. Para ello estu-
diamos resonancias de pacientes con enfermedad de Pompe durante un afio de seguimiento
mediante tres abordajes diferentes: analisis por musculos individuales, por compartimentos o
global. Este trabajo se encuentra recogido en el articulo 3. E| objetivo era establecer si estos

abordajes eran equivalentes o si alguno de los tres era superior a los demas.

Lo primero que observamos es que el porcentaje de grasa muscular obtenido mediante las

tres estrategias de analisis no era equivalente.

El abordaje global, analizando todo el muslo, estimé un porcentaje de grasa significativa-
mente superior, tanto en la visita basal como al afio de sequimiento. Probablemente esta
diferencia se deba al contenido graso intermuscular, que es excluido del analisis por musculos,
pero no del analisis mas global. Por lo tanto, si que existen diferencias estadisticas entre
realizar el analisis por mUsculos o compartimentos y realizarlo de forma global. Sin embargo,

cabe preguntarse: “estas diferencias estadisticas json clinicamente significativas?”.

Al estudiar la relacién entre los métodos de analisis y las pruebas funcionales, los tres

mostraron correlaciones significativas con coeficientes de correlacion altos.

Pese a ello, los coeficientes obtenidos fueron mayores en el analisis por musculos. Esto indica
que, aungue las tres estrategias de analisis pueden ser correctas, parece que un analisis de

musculos individuales es mas preciso. Posiblemente esta diferencia también sea debida al tejido
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graso intermuscular, gue queda incluido en el ROI al realizar el estudio por compartimentos o del
muslo entero, pero se excluye en el analisis por musculos individuales. Dicho tejido se encuentra
rodeando a los musculos (epimisio), y su contenido en grasa no contribuye a la reduccién del

tejido muscular sano contractil, por lo que no tendra repercusion en las pruebas fisicas.

Atendiendo a las diferencias en funcion del grado de infiltracion grasa, observamos, como
muestra la figura 2 del articulo 3, que la discordancia entre los tres métodos de analisis es
mayor en los pacientes que presentan un porcentaje de grasa intermedio, mientras que, en
aquellos con poco contenido graso, asi como en los sujetos con gran infiltracion, las diferen-
cias fueron considerablemente menores. Esta observacion parece indicar que posiblemente
en estos grupos de pacientes un analisis global del muslo sea una estrategia adecuada y

menos demandante que el analisis por musculos.

Respecto al cambio del contenido graso entre la visita basal y al afio, los tres métodos
mostraron un incremento, no habiendo diferencias significativas entre las estrategias
de analisis. Esto quiere decir que cualquiera de las tres es adecuada para monitorizar el
incremento de infiltracion grasa muscular. Posiblemente el tejido graso intermuscular se
mantenga constante durante el tiempo de seguimiento, por lo que incluirlo o excluirlo en el

analisis no afectara al incremento de la fraccién grasa.

Probablemente una de las conclusiones mas relevantes de este proyecto es que las estra-
tegias de analisis global permiten ahorrar tiempo de analisis. En nuestro estudio, el analisis
por compartimentos resultd un 46 9% mas rapido que el analisis individual de los musculos.
En el caso del analisis global, este porcentaje se elevo hasta el 65%. Por lo tanto, para
futuros proyectos con un numero moderado o grande de pacientes, si las caracteristicas de
los mismos sugieren que una estrategia global de analisis no acarreara una menor calidad
del mismo (por ejemplo, estudios de seguimiento donde el dato a analizar es el incremento
de la FF, 0 en cohortes de pacientes con poco contenido graso) un analisis global puede

significar un importante ahorro de tiempo.
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En la presente tesis hemos realizado tres estudios con los que hemos investigado diversas

facetas del uso de RM muscular en el diagndéstico y seguimiento de miopatias hereditarias.

En nuestro primer proyecto, reflejado en el articulo 1, reunimos neuroimagenes de 168
pacientes (147 RMs y 21 CTs) con DOF, provenientes de 22 centros en 7 paises. Utilizando
la escala de Mercuri modificada para analizar visualmente las secuencias potenciadas en
T1 de RMy las CTs, describimos un patron de infiltracion muscular especifico de la DOF. La
identificacion de patrones de infiltracién muscular es de utilidad diagnostica, ya que permite
distinguir la enfermedad de otras con fenotipos similares. También apoya el diagnoéstico en
casos atipicos. Por ejemplo, Robinson et al. 124 describieron, en una publicacion posterior a
la nuestra, un paciente con sospecha de DOF para el cual el estudio genético fue negativo.
La confirmacion de un patron de afectacion de RM compatible con DOF les llevé a estudiar
el gen PABPNI en profundidad, encontrando una mutacién puntual como responsable de
la enfermedad, en lugar de la clasica expansién de tripletes. En nuestro articulo también
encontramos que la infiltracion grasa correlaciona, tanto con la gravedad clinica, como con
el tiempo de evolucion de la enfermedad, e inferimos un ritmo de progresion de los distintos
musculos, siendo la lengua el que primero se afecta, incluso en pacientes pre o paucisin-
tomaticos. Se trata de la cohorte mas grande descrita hasta la fecha, combinando datos
clinicos, genéticos y de neuroimagen, y mas alla de las conclusiones propias del analisis de
los datos, refleja como la cooperacién entre centros puede dar como resultado estudios muy

potentes, incluso sin la necesidad de grandes presupuestos.

Tras observar la correlacién clinico-radioldgica en pacientes con DOF, decidimos investigar otras
técnicas de RM como herramienta de seguimiento. Asi mismo, nos planteamos si podriamos
identificar otros biomarcadores relacionados con el proceso fisiopatolégico subyacente que
también reflejaran la evolucion de la enfermedad. Puesto que el nimero de pacientes con
DOF en nuestro centro era muy reducido, decidimos centrar este nuevo estudio en otras distro-
fias musculares. Para este proyecto, reflejado en el articulo 2 y el anexo 1, estudiamos

factores de crecimiento involucrados en el proceso de fibrosis y remodelado muscular y RM
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cuantitativa. Nuestro proyecto inicial inclufa pacientes con FSH, DYSF, DMD y BMD, pero final-
mente nos enfocamos en las distrofinopatias, ya que era la serie mas larga de pacientes
estudiados, y ademas podiamos complementar nuestros datos los procedentes de nuestros
colaboradores del Hospital de Sant Joan de Déu en Barcelona. La identificacién de sustan-
cias solubles, detectables en una analitica rutinaria, que reflejen la evolucion del proceso
de degeneracion muscular es un objetivo muy deseable. Su identificacion permitiria seguir
el proceso fisiopatolégico mediante sencillas analiticas sanguineas, lo que supondria una
ventaja para los estudios de historia natural y ensayos clinicos. Por otro lado, la RM cuantita-
tiva, mediante técnicas Dixon, entre otras, ha demostrado ser un buen biomarcador radiolo-
gico. Por ello, para nuestro estudio nos propusimos intentar correlacionar el contenido graso
medido mediante secuencias 2-punto Dixon con factores de crecimiento séricos implicados en
el proceso de fibrosis muscular. Entre los factores estudiados, el PDGF-AA fue el que mostrd
diferencias significativas entre pacientes con DMD y controles, y cuyos niveles correlacionaron
con mayor numero de pruebas y escalas de funcion fisica. En los pacientes con BMD también
identificamos numerosas correlaciones con los test fisicos, pero la diferencia entre pacientes
y controles no alcanzé significancia estadistica. Sin embargo en estos pacientes si que se

encontré correlacion entre la infiltracién grasa de la RM y los niveles de PDGF-AA.

Si bien se trata de un estudio con algunas limitaciones (el nimero de pacientes es reducido
y la RM se realizd solo a un subgrupo), pensamos que abre posibles vias de investigacion
futuras. Por un lado, el PDGF-AA deberia estudiarse en cohortes mas grandes de pacientes
para perfilar su utilidad potencial, y por otro, deberia considerarse la adiciéon de la RM cuan-
titativa a los estudios de biomarcadores séricos ya que enriqueceria los resultados, pues
como hemos comentado a lo largo de esta tesis, es capaz de detectar cambios fisiopatolo-

gicos antes que las pruebas funcionales.

En el transcurso del estudio nos dimos cuenta de la gran demanda de tiempo que suponia
el analisis de las RM por parte del investigador. Esto nos llevé a plantearnos si se podrian

utilizar otras estrategias de analisis menos laboriosas. Por ello, planteamos el proyecto
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recogido en el articulo 3 de la presente tesis. En él comparamos 3 maneras diferentes de
analizar las imagenes Dixon. El objetivo era identificar estrategias que permitieran reducir
el tiempo de analisis. Para ello aprovechamos la cohorte de pacientes con enfermedad de
Pompe descrita previamente por nuestro grupo *&®*173 por un lado, por ser un grupo de
pacientes de los cuales disponiamos de pruebas funcionales y RM con secuencias Dixon
anuales y, por otro lado, por tratarse de una enfermedad en la que la sustitucion grasa es
desigual en los distintos compartimentos del muslo. Por esta caracteristica se trataba de
un modelo de enfermedad ideal para el proyecto que queriamos llevar a cabo. En nuestro
trabajo demostramos que los tres metodos de analisis correlacionaban con las pruebas
funcionales, por lo que los tres podrian ser validos para el sequimiento de pacientes. Si bien
los coeficientes de correlacion mas altos se correspondieron, aun asi, con el andalisis por
musculos individuales, estas diferencias parecian ser significativas solo en los pacientes con
FF intermedias, pero no en aquellos con FF bajas o con FF muy altas, indicando que, posi-
blemente, en estos grupos de pacientes un analisis global mas rapido sea igualmente fiable.
Pensamos que nuestros resultados pueden ser muy Utiles a la hora de planificar estudios
de seguimiento con secuencias Dixon, ayudando a encontrar la mejor estrategia de analisis

coste-efectiva.
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La DOF puede identificarse radioldgicamente por su patrén caracteristico y distin-
tivo de infiltracién grasa objetivable mediante RM de cuerpo entero. La afectacion
precoz de la lengua, el musculo aductor mayor y el soleo son muy sugestivos de esta

enfermedad.

Las técnicas Dixon de RM cuantitativa correlacionan con el estado funcional de los
pacientes con DMD y BMD vy, por tanto son Utiles para el sequimiento. Su uso combi-
nado con la determinacion del PDGF-AA podria servir para monitorizar el estado evolu-
tivo de la enfermedad. Deberian llevarse a cabo mas estudios para corroborar nuestros

resultados.

Adaptar la estrategia de analisis para cuantificar la infiltracion grasa muscular en
pacientes con miopatias hereditarias puede ahorrar hasta un 65% de tiempo de
analisis. En los estudios de seguimiento puede utilizarse una estrategia de analisis
global del muslo, pero si lo que interesa es conocer la infiltracién grasa en un momento

concreto, el analisis de musculos individuales parece mas adecuado.
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Considero que vivimos en un momento muy prometedor para las enfermedades neuromus-
culares. Por un lado, el acelerado avance de las técnicas de diagndstico genético esta faci-
litando el aprendizaje sobre la etiologia y fisiopatologia de las enfermedades musculares.
Ademas, el desarrollo de terapias capaces de modificar la historia natural de enfermedades
para las cuales no existian tratamientos especificos ha incrementado el interés por estas
patologias, tanto por parte de los clinicos, como de los investigadores, asi como por las
empresas que financian el desarrollo de nuevos farmacos. Por otro lado, el progreso de la
tecnologia permite el desarrollo de cada vez mejores técnicas de imagen, con mejor contraste

y nitidez, lo que esta facilitando el diagnostico y seguimiento de muchas enfermedades.

Desde hace dos afios y medio trabajo en la unidad de enfermedades neuromusculares del
Hospital Universitario de Amberes, en Bélgica. Aqui ya se utilizaba la RM muscular desde
hace mas de 10 afios como herramienta diagndstica y como guia para la biopsia muscular.
Sin embargo, su uso en el campo de la investigacion estaba muy limitado. En estos dos afios
hemos actualizado el protocolo de obtencion de imagenes y a partir del afio que viene espe-
ramos poder implantar técnicas de cuantificacion grasa y espectroscopia para el estudio de
las miopatias. Hay un gran interés por estas técnicas, no solo dentro de la unidad de enfer-
medades neuromusculares, sino también por parte del servicio de radiodiagndstico, por lo
que tengo plena confianza en que en un futuro no muy lejano podremos sequir investigando

en este campo.

Me gustaria, ademas, seguir explorando las posibilidades de las nuevas técnicas. Por

ejemplo, de las secuencias de difusion. Algunos estudios recientes sugieren que son capaces
. ‘ . ~ 21,178,179

de mostrar cambios precoces en situaciones de dafio muscular , lo cual me parece

muy prometedor. Por otro lado, también estoy interesada en aprender a realizar ecografia

muscular e investigar sus aplicaciones, ya que me parece una herramienta muy versatil y

practica, y poder realizarla en la consulta supone sin duda una gran ventaja.
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ANEXOS ## 10

10.1. ANEXO 1

El trabajo que se publicé en el articulo 2 de esta tesis se planted inicialmente como un
estudio mas amplio, que inclufa pacientes con DMD, BMD, DYSF y FSH. Las siguientes tablas
resumen los pacientes que se incluyeron y las correlaciones entre las pruebas funcionales

y la RM muscular.

En cuanto a la metodologia de analisis que utilizamos para las imagenes, como comen-
tamos anteriormente, no existe un consenso sobre cual es la mejor manera de hacerlo.

Nosotros lo hicimos de la siguiente forma:

Las secuencias de miembros inferiores fueron obtenidas conforme a lo descrito en el arti-
culo 2. Seleccionamos 5 cortes a nivel de muslos y otros 5 por debajo de la rodilla como

muestra la figura 6.1.

Figura 6.1: Representacion esquematica de las secciones analizadas en el muslo y la pierna.

En cada uno de los cortes seleccionamos cada musculo dibujando manualmente su peri-
metro interior con ayuda del software proporcionado por Philips. Asi obtuvimos la FF y el area

de cada musculo para cada uno de los cortes, y calculamos la FF media de cada musculo.
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Para estimar la cantidad de grasa en todo el muslo realizamos medias ponderadas, de
forma que los musculos mas grandes tienen mayor influencia en el calculo total de grasa. El

calculo de FF total para un caso esquematico esta representado en la figura 6.2.

FF, x Ay + FFg x Ag + FFc x A
A, + Ag + Ac

FF, =

Figura 6.2: Representacion esquematica de 3 musculos con distinto area en el muslo
y formula para calcular la fraccion grasa total.
FFy: Fat fraction total. FF,: FF del musculo A. A4 Area del musculo A. FFs: FF del musculo B.
Ag: Area del musculo B. FF¢: FF del musculo C. A¢: Area del musculo C.

Las siguientes tablas resumen los pacientes que se incluyeron y las correlaciones entre las

pruebas funcionales y la RM muscular.

1. Descripcién de pacientes a los que se realizd RM muscular cuantitativa (2-punto Dixon)

DMD BMD DYSF FSH Total
Nimero de pacientes 7 8 2 4 21
Edad 15£5.2 43+17.9 62 63+6.3 39+22.2
No ambulantes 6 (85.7%) 5 (62.5%) 1 (50%) 1 (25%) 13 (61.9%)
VNI 0 2 (25%) 0 0 2 (10%)
Tratamiento con corticosteroides 6 (85.7%) 0 0 0 6 (30%)

Tabla 1: la edad viene dada en afios + desviacion estandar.

Las frecuencias estan representadas como el nimero absoluto de pacientes seguido por el porcen-
taje entre paréntesis. DMD: distrofia muscular de duchenne. BMD: distrofia muscular de becker.
DYSF: disferlinopatia. FSH: distrofia facio-escapulo-humeral. VN/- Ventilacién no invasiva.
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2. Correlacion entre el porcentaje de grasa en musculo y las pruebas funcionales. Para el

calculo de las correlaciones hemos agrupado los 21 pacientes en el mismo grupo. Para

el analisis hemos utilizado la correlacion de Spearman.

Correlation
coefficient

Spearman

p-value

Correlation
coefficient

Spearman

p-value

1OMWT 0.208 0.943 0.005
6MWT -0.905 0.002 0.998 <0.001
Tup4 0.886 0.019 0.072
Tdo4 0.829 0.042 0.886 0.019
TUG 0.893 0.007 0.821 0.023
MRCT -0.548 0.012 0.182
MFM-total -0.742 <0.001 -0.654 0.004
MFM-D1 -0.717 0.001 -0.753 0.001
MFM-D2 -0.508 0.031 0.127
MFM-D3 -0.499 0.035 0.249

Tabla 2: FF: Fat fraction. ZOMWT. Test de los 10 metros (“10 meters run/walk test”); GMWT: Test de
la marcha de los 6 minutos (“6 minutes walking test”); Tup4: Tiempo para subir 4 escalones (“Time
to climb up 4 steps”); Tdo4: Tiempo para descender 4 escalones (“Time to descend 4 steps”),
TUG: “Time up and go”. MRCT. sumatorio del Medical Research Council scale de todos los musculos.
MFM: Motor Function Measurement score 20 items, resultado total. MFM-DI: Motor function Measu-
rement score 20 items primera dimensién. MFM-D2: Motor function Measurement score 20 items
segunda dimension . MFM-D3: Motor function Measurement score 20 items tercera dimension.

En azul hemos resaltado aquellos coeficientes de correlacion altos (> 0.65). Se puede apre-
ciar que los resultados de las pruebas funcionales correlacionan con la infiltraciéon grasa
muscular. Las siguientes graficas son dos ejemplos de las correlaciones (se encuentran

representados Unicamente los pacientes ambulantes).
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Figura 6.3: Correlacion entre FF del muslo y la distancia recorrida en el GBMWT
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Figura 6.4: Correlacion entre la FF del muslo y el tiempo requerido para incorporarse de la silla,
recorrer 3 metros y volver a sentarse en la silla (Test Up & Go)
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