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ABREVIATURAS

	 10MWT:	 Run/Walk 10 Meters Test / Test de Marcha Rápida de 10 metros

	 6MW:	 6-Minute Walk Test / Test de la marcha de los 6 minutos

	 AAG:	 Enzima alfa-glucosidasa ácida

	 ALT:	 Alanina aminotrasferasa

	 AST:	 Aspartato aminotrasferasa 

	 CK:	 Creatina Kinasa

	 CI-MPR:	 Cation-independent Mannose 6-Phosphate Receptor

	 CRIM:	 Cross-reactive immunological material 

	 CTM:	 Contraste por Transferencia de Magnetización

	 CVF:	 Capacidad vital forzada 

	 EP:	 Enfermedad de Pompe

	 EPOC:	 European POmpe Consortium 

	 ETL:	 Echo Train Lenght / Factor Turbo

	 FID:	 Free induction decay

	 FF:	 Fat Fraction / Fracción de Grasa

	 FLAIR:	 Fluid-Attenuated Inversion Recovery

	 GRE:	 Gradient Echo

	 IOPD:	 Infantile Onset Pompe Disease / Enfermedad de Pompe de Inicio Infantil 

	 LGMD:	 Limb-Girdle Muscular Dystrophy /Distrofia Muscular de Cinturas

	 LOPD:	 Late Onset Pompe Disease / Enfermedad de Pompe de Inicio Tardío 

	 M:	 Net Magnetization

	 M6P:	 Manosa-6-fosfato 

	 MRI:	 Magnetic Resonance Imaging / Imagen por Resonancia Magnética

	 MRC:	 Medical Research Council Muscle Scale

	 MRS:	 Magnetic Resonance Spectroscopy

	 MTR:	 Magnetic Transfer Ratio

	 PEM:	 Presión Espiratoria Máxima 

	 PIM:	 Presión Inspiratoria Máxima 

	 rhAAG:	 Recombinant Human Acid-alpha-Glucosidase / alfa-Glucosidasa 
Recombinante

	 RM:	 Resonancia Magnética

	 STIR:	 Short-TI Inversion Recovery

	 SE:	 Spin-echo

	 TRE:	 Terapia de Reemplazo Enzimático

	 TM:	 Transferencia de Magnetización

	 TSE:	 Fast Turbo Spin Echo 

	 Tup4:	 Time To Climb 4 Stairs Test / Tiempo de subir cuatro escalones

	 Tdo4:	 Time To Down 4 Stairs Test/ Tiempo de bajar 4 escalones
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RESUMEN

RESUMEN

En la enfermedad de Pompe, la acumulación progresiva de glucógeno en el 

músculo culmina con la pérdida progresiva de fibras musculares y la sustitución 

del tejido muscular por tejido fibro-adiposo. La terapia de reemplazo enzimático 

(TRE) ha mostrado que es capaz de estabilizar la sintomatología de los pacientes, 

a pesar de que todo parece indicar que el deterioro muscular continúa progre-

sando lo que lleva a el empeoramiento de la fuerza muscular. Es evidente que 

necesitamos nuevos marcadores de seguimiento que sean capaces de identificar 

cambios en la estructura muscular que todavía no se traducen en un cambio en la 

debilidad muscular. La imagen de resonancia magnética se ha establecido en los 

últimos años como una herramienta útil en el seguimiento de las miopatías heredi-

tarias, como la enfermedad de Pompe, ya que es capaz de mostrar cambios en la 

estructura muscular, especialmente acúmulo de grasa, antes de que se produzca 

un impacto en los síntomas de los pacientes. 

En la presente tesis doctoral, exploramos la utilidad de dos técnicas específicas 

de resonancia magnética para caracterizar y cuantificar el daño en los músculos 

esquelético de pacientes con enfermedad de Pompe de inicio tardío.

Para evaluar la utilidad de la técnica Dixon, seguimos una cohorte de 36 pacientes 

durante 4 años y cuantificamos la cantidad de grasa en los músculos, conocida 

como “fracción grasa”. Hemos observado una progresión anual de la fracción 

grasa muscular tanto en pacientes sintomáticos que reciben tratamiento como en 

pacientes pre-sintomáticos. Estos datos obtenidos en la resonancia magnética se 

encuentran en la misma línea que los cambios en las pruebas físicas observados 

en los pacientes seguidos en estudios clínicos. Por un lado, la progresión observada 

en la fracción grasa en pacientes tratados muestra que el proceso fisiopatológico 

que lleva a la degeneración de las fibras musculares sigue activa, a pesar del trata-

miento, y lleva al aumento de la fracción grasa y la pérdida de función muscular.  
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En nuestros estudios hemos observado que la resonancia muestra cambios antes 

de que éstos tengan un impacto en la función muscular, por lo que se plantea como 

una muy buena técnica para realizar el seguimiento de la respuesta a la TRE de 

los pacientes en la clínica diaria, pero también en ensayos clínico que analizan la 

eficacia de nuevas terapias. No obstante, hemos podido mostrar que los cambios 

que tienen lugar en resonancia acaban, correlacionando con cambios funcionales. 

Este dato es importante ya que confirma el papel predictor de la resonancia, ya que, 

si identificamos un aumento importante de fracción grasa en un paciente deter-

minado, ese paciente está a riesgo de desarrollar un empeoramiento muscular 

notable. En el caso de los pacientes pre-sintomáticos, un aumento de grasa puede 

indicar que la enfermedad muscular ha empezado a afectar la capacidad de los 

músculos de los pacientes para regenerarse y éstos están degenerando, dando 

paso a la pérdida de fibras musculares y aumento de fracción grasa. A largo plazo 

estos pacientes empezarán a perder función muscular, lo que sugiere que la reso-

nancia podría ser útil para detectar pacientes en los que iniciar el tratamiento de 

forma precoz.  Estos datos sugieren que la técnica de Dixon puede ser útil tanto en 

la clínica diaria como en los estudios de historia natural o en ensayos clínicos en 

pacientes con enfermedad de Pompe. 

La segunda técnica de resonancia magnética utilizada en esta tesis fue la transfe-

rencia de magnetización (TM) con el fin de estudiar los cambios estructurales que 

podrían estar relacionados con la acumulación de glucógeno en el musculo de 

estos pacientes.  La cantidad de transferencia de magnetización es una medida 

indirecta de la señal proveniente de las macromoléculas como el glucógeno. 

Como se trata de una técnica que aún no ha sido aplicada en la enfermedad de 

Pompe, decidimos comparar los resultados con controles sanos.  En nuestros 

estudios hemos observado que existe una correlación negativa entre la frac-

ción grasa y la TM, es decir a mayor contenido graso menor TM, lo que confirma 

que la masa grasa tiene un menor número de macromoléculas, a diferencia del 
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músculo esquelético que tiene una gran cantidad de proteínas que forman parte 

de la estructura sarcomérica. Estos datos sugieren que la TM es útil para detectar 

pérdida de masa muscular en los pacientes con enfermedad de Pompe. Conse-

cuentemente, hemos evidenciado una correlación significativa entre la TM y los 

resultados de las pruebas funcionales, demostrando que esta técnica podría ser 

útil en el seguimiento de los pacientes con esta enfermedad. Con el objetivo de 

valorar si la TM aumentaba en músculos sin grasa en los que existía un acúmulo 

notable de glucógeno, analizamos músculos cuya fracción grasa era menor al 10%, 

pero no pudimos evidenciar cambios en la TM comparada con controles, sugi-

riendo que esta técnica no es capaz de evidenciar cambios en la concentración 

de glucógeno. Estos datos nos hacen pensar que necesitamos técnicas directas 

como la espectrometría de carbono. En este sentido, creemos que son necesa-

rios estudios que utilicen esta técnica para confirmar que son capaces de identi-

ficar y cuantificar glucógeno en los músculos de los pacientes con enfermedad de 

Pompe y son útiles para mostrar cambios del mismo en el tiempo.  
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ABSTRACT

In Pompe disease, the progressive accumulation of glycogen in the muscle culmi-

nates in the progressive loss of muscle fibers and the replacement of muscle tissue 

with fibro-adipose tissue. Enzyme replacement therapy (ERT) has been shown to 

be able to stabilize patients’ symptomatology, although it seems that muscle dete-

rioration continues to progress leading to worsening muscle strength. We need 

new follow-up markers that are able to identify changes in muscle structure that do 

not yet translate into a change in muscle weakness. Magnetic resonance imaging 

has established itself in recent years as a useful tool in the follow-up of inherited 

myopathies, such as Pompe disease, as it is able to show changes in muscle struc-

ture, especially fat accumulation before there is an impact on patients’ symptoms. 

In the present dissertation, we explore the utility of two specific MRI techniques 

to characterize and quantify skeletal muscle damage in patients with late-onset 

Pompe disease.

To evaluate the utility of the Dixon technique, we followed a cohort of 36 patients for 

4 years and quantified the amount of fat in the muscles, known as the “fat fraction”.  

We observed an annual progression of muscle fat fraction in both symptomatic 

patients receiving treatment and pre-symptomatic patients. These data obtained 

on MRI are in line with the changes in physical tests observed in patients followed 

in clinical studies. On the one hand, the progression observed in the fat fraction in 

treated patients shows that the pathophysiological process leading to the degene-

ration of muscle fibers is still active, despite treatment, and leads to an increase in 

the fat fraction and loss of muscle function.  In our studies we have observed that 

MRI shows changes before they have an impact on muscle function, making it a very 

good technique for monitoring patients’ response to ERT in daily clinical practice, 

but also in clinical trials analyzing the efficacy of new therapies. However, we have 

been able to show that the changes that take place in resonance end up correlating 



12

with functional changes.  This is important because it confirms the predictive role 

of MRI, since, if we identify a significant increase in fat fraction in a given patient, 

that patient is at risk of developing a significant muscle deterioration. In the case of 

pre-symptomatic patients, an increase in fat may indicate that the muscle disease 

has begun to affect the ability of the patients’ muscles to regenerate, and they are 

degenerating, giving way to loss of muscle fibers and increase in fat fraction. In the 

long term, these patients will begin to lose muscle function, suggesting that MRI 

could be useful in detecting patients in whom to initiate treatment early.  These data 

suggest that Dixon’s technique may be helpful in daily clinical practice and natural 

history studies or clinical trials in patients with Pompe disease. 

The second MRI technique used in this thesis was magnetization transfer (MT) in 

order to study structural changes that might be related to glycogen accumulation 

in the muscle of these patients.  The amount of magnetization transfer is an indirect 

measure of the signal coming from macromolecules such as glycogen. As this is a 

technique that has not yet been applied to Pompe disease, we decided to compare 

the results with healthy controls.  In our studies, we have observed that there is a 

negative correlation between fat fraction and MT, the higher the fat content, the 

lower the MT, which confirms that fat mass has a lower number of macromolecules, 

unlike skeletal muscle which has a large amount of proteins that are part of the 

sarcomeric structure. These data suggest that MT is useful for detecting muscle 

mass loss in patients with Pompe disease. Consequently, we have evidenced 

a significant correlation between MT and functional test results, demonstrating 

that this technique could be useful in the follow-up of patients with this disease.  

To assess whether TM increased in muscles without fat in which there was a 

notable accumulation of glycogen, we analyzed muscles whose fat fraction was 

less than 10%, but we were unable to demonstrate changes in MT compared to 

controls, suggesting that this technique is not capable of demonstrating changes in 

glycogen concentration. These data make us think that we need direct techniques 

ABSTRACT
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such as carbon spectrometry. In this sense, we believe that studies using this tech-

nique are necessary to confirm that they are capable of identifying and quantifying 

glycogen in the muscles of patients with Pompe disease and are useful to show 

changes in glycogen over time. 

ABSTRACT





INTRODUCCIÓN

1 1.	Introducción
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INTRODUCCIÓN 1

1.1.	 SOBRE LA ENFERMEDAD DE POMPE

La glucogenosis tipo II, también conocida como enfermedad de Pompe o defi-

ciencia de maltasa ácida, es una enfermedad rara secundaria al déficit de la 

enzima alfa-glucosidasa ácida (AAG), responsable de la degradación de glucó-

geno a glucosa. El déficit de esta enzima lleva a que el glucógeno no degradado se 

almacene de forma anormal en diferentes tejidos con predilección por el músculo 

cardíaco y esquelético 1.

La frecuencia de presentación se estima en 1 de cada 40.000 nacidos vivos, pero 

varía según el origen étnico y la zona geográfica, 2. Con la implementación del 

screening neonatal en países como E.E.U.U., Taiwán y Japón, se han reportado 

frecuencias más elevadas del orden de 1 en 17.000 3-5. En el año 2013 se creó el 

registro de la enfermedad de Pompe en España que a día de hoy incluye unos 140 

pacientes y que nos ha permitido conocer que la mayoría de ellos provienen de 

comunidades como Andalucía o Murcia 6.

Desde el punto de vista clínico, la enfermedad de Pompe (EP) tiene dos presenta-

ciones claramente diferenciadas 7. La enfermedad de Pompe de inicio infantil (Infan-

tile Onset Pompe Disease, IOPD) caracterizada por un inicio precoz de los síntomas 

durante los primeros meses de vida. Los pacientes desarrollan debilidad muscular 

generalizada, hipotonía, insuficiencia respiratoria y una cardiopatía hipertrófica que 

es la causa del fallecimiento si no se tratan antes del primer año de vida. La enfer-

medad de Pompe de inicio tardío (Late Onset Pompe Disease, LOPD) se caracteriza 

por un inicio de los síntomas a partir de los dos años de vida y tiene una presen-

tación clínica más heterogénea que va desde una hiperCkemia asintomática hasta 

una debilidad muscular progresiva que afecta musculatura esquelética y respira-

toria 8. La mayoría de los pacientes va a desarrollar una debilidad incapacitante 

siendo preciso el uso de ventilación no invasiva en un gran número de los mismos. 
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El presente trabajo de tesis doctoral está centrado en la utilización de la imagen de 

resonancia magnética en la LOPD. Los aspectos fisiopatológicos y genéticos desa-

rrollados a continuación también son aplicables a la forma de inicio infantil.

1.1.2.	 Fisiopatología

El defecto primario en la EP radica en un déficit de la AAG responsable de la conver-

sión de glucógeno a glucosa en el interior de los lisosomas. La enzima es sintetizada 

como un precursor inactivo en el retículo endoplásmico para después añadírsele 

una señal de direccionamiento lisosomal en el complejo de Golgi que consiste en 

la molécula manosa-6-fosfato (M6P). De este modo, la AAG puede ser reconocida 

por los receptores M6P del lisosoma 9, siendo éste un proceso muy importante que 

ha permitido el desarrollo de tratamientos para esta enfermedad. 

El glucógeno es una de las fuentes principales de energía en el músculo esquelé-

tico e hígado. Mientras que el objetivo de la degradación de glucógeno en el hígado 

es mantener niveles normales de glucosa en sangre y respaldar las necesidades 

energéticas de otros tejidos; en el músculo esquelético la degradación de glucó-

geno es crucial para a la formación de energía que será utilizada por la propia célula 

muscular. De este modo, las células musculares son más vulnerables a cualquier 

alteración en el proceso de degradación del glucógeno, lo que llevaría al desa-

rrollo de fatiga o debilidad muscular ya que las fibras musculares no disponen del 

combustible adecuado para la excitación y contracción de las miofibrillas 10. 

La comprensión de la patogénesis del daño muscular en la EP está evolucio-

nando rápidamente. Hasta hace poco, se consideraba que ocurría en etapas suce-

sivas, clásicamente descritas en 5 estadios como queda ilustrado en la figura 1 11:  

Estadio 1: acumulación de pequeños lisosomas cargados de glucógeno en contacto 

con las miofibrillas intactas. Estadio 2: aumento en número y tamaño de los lisosomas 

cargados de glucógeno, que se rompen y liberan glucógeno y enzimas lisosomales al 
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citoplasma produciendo daño miofibrilar. Estadio 3: mayor acumulación de glucógeno 

citoplasmático secundario a la destrucción masiva de lisosomas con daño mitocon-

drial asociado y extensa destrucción miofibrilar. Estadio 4 y 5: sustitución completa por 

glucógeno de los elementos contráctiles de la célula e influjo de agua extracelular.
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Figura 1: Estadios en la patogénesis de la la enfermedad de Pompe. 
Imagen adaptada de Thurberg, et al  11 

De forma concomitante a este proceso y gracias a las observaciones apreciadas en 

los ratones knoct-out (KO) del gen GAA, se observó que las células musculares tenían 
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una excesiva acumulación de vesículas autofágicas, sugiriendo un rol preponderante 

de la autofagia en la patogénesis de la EP 12, 13. Como se observa en la figura 2, la 

“autofagia” es el proceso por el cual se forma una vesícula de doble membrana en el 

interior del citoplasma qué secuestra organelas dañadas, agregados proteicos y otros 

productos de desecho destinados a su degradación. Dicha vesícula se fusiona con los 

lisosomas donde el material introducido se descompone y los componentes resul-

tantes (aminoácidos, glucosa, ácidos grasos) se exportan de nuevo al citosol para la 

generación de energía y renovación celular 14, 15. Adicionalmente existe una disfun-

ción del metabolismo del calcio, del funcionamiento mitocondrial y un aumento del 

estrés oxidativo como resultado de la acumulación de sustratos no metabolizados 

por los lisosomas que acentúan aún más el daño celular 16 .

AUTOFAGIA

NÚCLEO

ENDOCITOSIS

LISOSOMA

Figura 2: Representación gráfica de la autofagia.
Se forma una vesícula de novo en el citosol, a diferencia de la endocitosis que introduce 

material extracelular a través de la invaginación de la propia membrana plasmática.

1.1.3.	 Aspectos genéticos

La EP es un trastorno autosómico recesivo producido por mutaciones en el gen GAA 

que codifica la enzima AAG. El gen GAA se localiza en el brazo largo del cromosoma 

17q25.3 17. Se han descrito más de 900 mutaciones diferentes, incluyendo mutaciones 

puntuales o mutaciones que afectan al splicing del gen 18. Aproximadamente dos 

terceras partes de estas variantes se clasifican como patogénicas o probablemente 

patogénicas y el resto se clasifican como variantes de significado incierto. En la LOPD 
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la mutación más frecuente es la inversión c.-32-13T > G (IVS1-13T > G) que produce un 

“splicing” del primer exón del gen, siendo la mayoría de los pacientes heterocigotos 

para esta mutación. Recientemente, el grupo holandés liderado por la Dra. Van 

der Ploeg ha desarrollado una página web que contiene información de todas las 

mutaciones reportadas, incluyendo datos sobre su posible patogenicidad, su loca-

lización en el gen y su efecto esperado. Este registro es de uso gratuito y puede 

encontrarse en la siguiente dirección web: http://www.pompevariantdatabase.nl 19. 

Aunque la correlación entre la actividad enzimática y el fenotipo no es estricta, 

la mayoría de los pacientes con fenotipos lentamente progresivos tienen un nivel 

medible de la actividad de la AAG. En las formas de presentación del adulto la acti-

vidad enzimática puede variar en rangos entre 1% y el 30% a diferencia de las formas 

infantiles donde la actividad enzimática es menor del 1%, lo que relaciona con una 

presentación clínica más severa 19, 20.

El estatus CRIM (Cross-reactive immunological material) permite clasificar a los 

pacientes en función de si producen o no enzima de forma residual. Los pacientes 

que no producen AAG son llamados CRIM negativos, desarrollando siempre una 

forma infantil clásica. Los pacientes CRIM positivos, expresan algo de proteína resi-

dual pudiendo presentarse fenotípicamente tanto como Pompe infantil o como 

formas del adulto 21, 22. La mayoría de los pacientes CRIM negativos van a tener 

dos mutaciones non-sense que se asocian a la ausencia de expresión proteica.  

En general las mutaciones misense se asocian a producción de proteína y por 

tanto a un estadio CRIM positivo. De todos modos, existen mutaciones misense 

donde los mecanismos traslacionales celulares identifican anomalías estructurales 

en la enzima y llevan a su destrucción, produciendo una ausencia de producción 

de proteína o lo que es lo mismo un estadio CRIM negativo. Información detallada 

sobre la predicción del estatus CRIM de cada mutación puede encontrarse en el 

registro descrito previamente en http://www.pompevariantdatabase.nl . 
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1.1.4.	 Manifestaciones clínicas

En la LOPD la debilidad progresiva de los músculos esqueléticos constituye uno 

de los síntomas predominantes. Habitualmente los primeros grupos musculares en 

afectarse suelen ser los músculos paravertebrales, de la cintura pélvica como los 

glúteos (medio y menor) y de los muslos (compartimiento aductor e isquiotibial), 

seguido de las extremidades superiores y músculos respiratorios. Los músculos 

de los antebrazos y piernas se afectan mínimamente y si lo hacen, es en esta-

dios avanzados de la enfermedad 23. El compromiso de los músculos de la cintura 

escapular (trapecio, serrato anterior, romboides, subescapular) y del tronco, puede 

llevar a la aparición de escoliosis, hiperlordosis lumbar y escápula alada en un 

número considerable de pacientes 24.

Los síntomas de hipoventilación nocturna como por ejemplo alteración de la 

calidad del sueño, somnolencia diurna y cefalea, son descritos por un grupo nume-

roso de pacientes. La debilidad progresiva del diafragma y de la pared abdominal 

anterior lleva a un deterioro del intercambio gaseoso en el pulmón, asociándose a 

una disminución de la fuerza muscular necesaria para la expectoración y favore-

ciendo la aparición de infecciones respiratorias. La espirometría suele mostrar un 

compromiso tanto de la función inspiratoria como espiratoria, siendo muy habi-

tual la detección de una caída mayor al 10% de la capacidad vital forzada (CVF) al 

pasar de la posición sentado o acostado a supino lo que es un reflejo de debilidad 

diafragmática 25. Desafortunadamente el fallo respiratorio sigue siendo la principal 

causa de muerte en estos pacientes 26-28.

Otras manifestaciones clínicas descritas, pero mucho menos frecuentes son: aneu-

rismas cerebrales, dolicoectasia y microhemorragias con un predominio por la circu-

lación posterior del cerebro 29,30. Finalmente, la combinación de miopatía degene-

rativa, pérdida de capacidad de carga y reducción de la fuerza puede conducir al 

desarrollo de  osteoporosis 31.
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1.1.5.	 Diagnóstico 

Muchos de los síntomas que presentan los pacientes con LOPD son superponibles a 

otras enfermedades neuromusculares incluyendo miopatías hereditarias, adquiridas 

o trastornos neurógenos, lo que hace que el diagnóstico de la enfermedad pueda ser 

complejo, esto lleva a un retraso medio en el diagnóstico de entre 7 y 10 años 6, 32.

Disponemos de varias pruebas complementarias para llegar al diagnóstico,  

sin embargo, una correcta anamnesis y exploración física aún son fundamentales.

1.1.5.1.	 Analítica 

Uno de los parámetros de uso frecuente en el diagnóstico de la EP, es la determi-

nación de creatina kinasa (CK), una enzima sensible al daño del músculo estriado 

tanto esquelético como cardiaco. Niveles altos en sangre si bien no son especí-

ficos, son sospechosos de miopatía. Los niveles de CK en la EP varían desde la 

normalidad hasta 15 veces superior a lo normal. Los pacientes más jóvenes pueden 

presentar niveles más altos comparados con los pacientes en fases más avanzadas 

de la enfermedad 33. Otras enzimas inespecíficas que pueden estar elevadas son 

las enzimas hepáticas alanina aminotrasferasa (ALT) y aspartato aminotrasferasa 

(AST), ya que también se expresan en el músculo de los pacientes. 

La prueba de screening de la EP más habitualmente utilizada en la clínica diaria es 

la determinación de la actividad de AAG en gota de sangre seca. En esta prueba se 

impregna con sangre un papel de filtro y se mide la actividad de AAG. La actividad 

enzimática se mantiene estable a temperatura ambiente. lo que permite el trans-

porte a laboratorios especializados para su diagnóstico 34,35. También se puede 

medir la actividad de AAG en fibroblastos, leucocitos y células musculares. 

Una vez que se determina que la actividad enzimática residual está reducida, es nece-

sario confirmar el diagnóstico con un estudio genético que identifique mutaciones 



24

INTRODUCCIÓN1

patogénicas en el gen GAA. Este estudio genético puede hacerse mediante técnica 

de Sanger que permite la secuenciación directa del gen GAA o bien a través de 

técnicas de secuenciación masiva como son paneles, exomas y/o genomas.  

Las guías de diagnóstico publicadas por el European POmpe Consortium (EPOC) 

recomiendan, que para confirmar el diagnóstico deben evidenciarse dos mutaciones 

patogénicas en el gen GAA 36. En caso de que se identifique una única mutación 

ó que no se encuentre ninguna, es necesario demostrar una actividad enzimática 

reducida en muestras de al menos dos tejidos diferentes como por ejemplo sangre, 

fibroblastos o músculo.

1.1.5.2.	Pruebas funcionales respiratorias

Si bien las pruebas funcionales respiratorias no son diagnósticas per se, aportan 

información importante para los cuidados de los pacientes y además, si se identifica 

una disfunción diafragmática, pueden ser sugestivas de EP. La función pulmonar 

debe estudiarse en todo paciente con EP. Debe medirse la CVF en sedesta-

ción y en decúbito supino. Si existe disfunción diafragmática, evidenciaremos un 

descenso de un 10% en la CVF al pasar de la posición de sentado a acostado. Otras 

medidas que pueden aportar información son la presión espiratoria máxima (PEM) 

y la presión inspiratoria máxima (PIM) ya que aportan información importante sobre 

la función de la musculatura espiratoria e inspiratoria respectivamente. 

1.1.5.3.	Electromiografía

La electromiografía (EMG) puede ser útil en el diagnóstico de los pacientes. Los 

estudios de conducción nerviosa, tanto motora como sensitiva, son normales. 

Los estudios de aguja pueden mostrar unidades miopáticas en músculos débiles 

y, como dato característico se ha descrito como característico, la presencia de 

descargas miotónicas, especialmente en musculatura axial. Estos hallazgos, aunque 

sugestivos, no son patognomónicos de la enfermedad ya que pueden encontrarse 

en otras enfermedades neuromusculares, como la distrofia miotónica tipo 1 o 2  
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o otras glucogenosis. No obstante, si no se estudian los músculos específicamente 

afectados, el estudio puede ser normal.

1.1.5.4.	 Biopsia muscular 

El estudio microscópico de biopsia muscular en la EP ha quedado relegado 

gracias a la popularización de los estudios genéticos. Las técnicas histoquí-

micas convencionales pueden poner de manifiesto la presencia de vacuolas de 

tamaño variable en el interior de las fibras que contienen glucógeno. El número 

de fibras afectas varía notablemente de un paciente a otro. En pacientes con 

IOPD es frecuente hallar numerosas fibras con vacuolas, mientras que en los 

adultos podemos encontrar desde unas pocas fibras afectas a un gran número 

de ellas. No es infrecuente que la biopsia en el adulto sea normal o casi normal. 

La técnica de PAS nos permite identificar el glucógeno en las fibras musculares. 

La actividad de fosfatasa ácida, marcador de actividad lisosomal, suele estar 

aumentada en las fibras musculares que contienen vacuolas y puede apoyar el 

diagnóstico. Es posible así mismo identificar aumento de otros marcadores liso-

somales, como LC3. 

1.1.5.5.	 Técnicas de imagen

Los estudios de imagen como la resonancia magnética son utilizados en el proceso 

diagnóstico de las enfermedades neuromusculares con resultados prometedores y 

profundizaran más adelante (apartado 1.2 de la introducción).

1.1.6.	 Tratamiento

El tratamiento de la EP se basa en la terapia de reemplazo enzimático (TRE) 

con la enzima alfa-glucosidasa recombinante humana-rhAAG, (alglucosida-

sa-alfa, Myozyme®, Lumizyme®). Esta terapia fue aprobada el año 2006 por la 

Agencia Europea de Medicamentos como tratamiento específico de la enfer-

medad de Pompe variante infantil y en el año 2010 para la forma de inicio tardío 37.  
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Se administra mediante perfusiones por vía intravenosa de 20 mg por kg de peso 

corporal cada dos semanas. 

Los resultados obtenidos en los ensayos clínicos realizados en IOPD mostraron que 

el tratamiento alargaba de forma muy significativa la expectativa de vida de los 

pacientes, gracias a una mejoría de la cardiopatía 38. Los pacientes mejoraron su 

función motora, si bien la respuesta en este sentido era muy heterogénea, desde 

pacientes que eran capaces de caminar de forma autónoma a pacientes que no 

alcanzaban casi ningún hito motor del desarrollo. Con el tiempo se observó que 

existían dos factores clave en la respuesta clínica de los pacientes. El primero era la 

velocidad en el inicio del tratamiento. Los pacientes en los que se iniciaba el trata-

miento de forma precoz, a los pocos días de vida, mejoraron más que aquellos en los 

que el tratamiento se iniciaba de forma retrasada. El segundo factor era la expresión 

residual de AAG. Aquellos pacientes CRIM negativos tenían una respuesta menor 

al tratamiento debido al desarrollo de una respuesta inmunitaria contra la enzima, 

mientras que los pacientes CRIM positivos tenían una respuesta más beneficiosa, 

con una respuesta inmunitaria menos marcada. 

En los últimos años se han implementado regímenes de fármacos inmunosupre-

sores que se administran a los pacientes CRIM negativos antes de que se inicie 

la TRE, mejorando de forma significativa la respuesta clínica obtenida. A pesar de 

estos esfuerzos, la respuesta de estos pacientes sigue siendo menor que la de los 

pacientes CRIM positivos. Quedan muchos interrogantes abiertos en la respuesta a 

largo plazo de los pacientes con IOPD entre las que se incluye identificar la dosis 

más efectiva, conocer los factores genéticos que influencian la respuesta al medi-

camento, identificar los mecanismos por los que un grupo destacable de pacientes 

desarrolla alteración del sistema nervioso central y conocer con precisión la 

respuesta clínica a largo o muy largo plazo de estos pacientes. 
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En las formas del adulto las guías recomiendan iniciar el tratamiento si existen 

síntomas o signos exploratorios claros de debilidad muscular. El consorcio EPOC no 

recomienda iniciar el tratamiento en ausencia de debilidad muscular y compromiso 

respiratorio (CVF < 80%), además la monitorización de la respuesta al tratamiento 

deberá hacerse mediante pruebas de seguimiento que evalúen la función y fuerza 

muscular, la función pulmonar y escalas de calidad de vida diaria. En pacientes 

pre-sintomáticos aún no existe suficiente evidencia que respalde el uso de la TRE, 

las guías recomiendan un seguimiento clínico estricto. 

Los estudios de seguimiento realizados tras la comercialización de la TRE han 

mostrado que la mayoría de los pacientes mejoran durante los primeros seis 

meses de tratamiento, se estabilizan a posteriori durante dos o tres años y a partir 

de ese momento pueden empeorar funcionalmente de forma lenta 39. Un estudio 

reciente que ha seguido a pacientes durante 10 años analizaba los resultados de 

la TRE en los últimos 10 años de experiencia, a pesar del tratamiento, la enfer-

medad sigue progresando y la respuesta varía entre los diferentes pacientes sin 

llegar a dilucidar por qué existe tanta variabilidad, en todo caso un inicio temprano 

del tratamiento es beneficioso y además, si se extrapolan los resultados obte-

nidos de estos dos estudios el resultado siempre era mejor a lo esperado si no 

hubieran recibido tratamiento 40,41.

Se ha analizado qué factores podrían estar relacionados con la estabilización o 

caída de la respuesta al tratamiento en pacientes con LOPD. Si bien no se conocen 

con exactitud los mecanismos, se ha apuntado la posibilidad de que la situación 

basal de la musculatura de los pacientes condicione la respuesta al medicamento. 

Se sugiere que grandes acúmulos de material autofágico en la fibra muscular 

podría limitar tanto el tráfico normal como el procesamiento de la rhAAG exógena, 

ya que parte de la enzima administrada quedaría atrapada en estas vacuolas y no 

podría llegar al lisosoma 42. Otro factor importante en el músculo esquelético es 
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que la captación de rhAAG exógena está mediada principalmente por los recep-

tores CI-MPR (Receptor de manosa-6-fosfato independiente de cationes), un tipo 

de receptor situado en la membrana de las fibras musculares que juega un papel 

importante en la internalización de las enzimas del medio extracelular a través de 

endocitosis. El músculo esquelético tiene menor número de CI-MPR en su super-

ficie celular respecto a otros tejidos como el hígado, de modo que es más refrac-

tario al tratamiento, quedando la mayor parte de la rhAAG exógena retenida por el 

hígado 43,44. Adicionalmente se ha observado que los preparados disponibles de 

alglucosidada-alfa albergan niveles bajos de ligando M6P, disminuyendo más la 

efectividad de la TRE 45. 

De lo anteriormente expuesto se están investigando nuevas líneas de tratamiento. 

Un grupo importante de las mismas se centra en mejorar la captación y actividad 

de la rhAAG exógena a través de diferentes estrategias 43. Por ejemplo, se ha inten-

tado aportar mayor estabilidad a la molécula mediante chaperonas que retrasan 

la eliminación del enzima de la sangre periférica (Miglustat), probar nuevas vías 

de internalización de la rhAAG a través de receptores no dependientes de la vía 

M6P como la utilización del transportador de nucleósidos ENT-2 para acceder al 

citosol (fármaco VAL-1221) o incrementar los residuos M6P en la superficie de la 

molécula para que se una de forma más eficiente a los receptores de la membrana 

de las fibras musculares. Dentro de este marco dos terapias de nueva generación 

merecen ser comentadas con detalle: la nueva molécula de alfa-glucosidasa (aval-

glucosidasa, Nexviazyme®) y la nueva enzima conocida como cipaglucosidasa que 

ha sido desarrollada por la casa comercial Amicus y se administra con una chape-

rona (Miglustat). 

La avalglucosidasa-alfa es una enzima rhAAG diseñada basándose en la estruc-

tura de alglucosidasa-alfa pero con una mayor número de residuos M6P en su 

superficie 46. Los ensayos en modelos murinos mostraron mejoría de su unión con 
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CI-MPR y posterior captación por las fibras musculares esqueléticas y cardiacas, 

con una consiguiente mayor eliminación del glucógeno lisosomal, asociándose a 

una mejoría significativa en la función motora de los ratones de Pompe. Recien-

temente se publicaron los resultados del ensayo clínico fase tres multicéntrico 

e internacional COMET (NCTO2782741) en pacientes con la forma de inicio tardío 

donde se comparó la efectividad y seguridad de la avalglucosidasa-alfa respecto 

a la alglucosidasa-alfa. Los resultados demostraron una mejoría leve de la función 

respiratoria y motora, así como menores efectos adversos, lo que podría sustentar 

la utilización de la nueva molécula en la clínica diaria, si bien son necesarios más 

datos de efectividad a largo plazo 47.

Las chaperonas farmacológicas son moléculas de pequeño tamaño que interac-

túan con la proteína AAG estabilizando su estructura tridimensional, alargando su 

vida media. Estos fármacos pueden administrarse a pacientes con mutaciones 

misense que expresan una proteína mutada menos funcional evitando su degra-

dación intracelular por lo que es posible que tengan alguna funcionalidad residual, 

pero al mismo tiempo pueden asociarse con una terapia enzimática convencional 

alargando la vida media de la enzima administrada 48. Las dos chaperonas más 

conocidas son la 1-deoxinojirimicina (DNJ, AT2220) y la N-butildeoxinojirimicina 

(NB-DNJ, Miglustat). En el ensayo clínico fase tres multicéntrico e internacional 

en pacientes LOPD, PROPEL 49 (NCT03729362) se comparó la efectividad y segu-

ridad de la nueva enzima Cipaglucosidasa junto con el Miglustat con el tratamiento 

estándar alglucosidasa-alfa durante 52 semanas. Este estudio ha mostrado una 

mejoría de la función pulmonar y muscular en los pacientes que recibían la terapia 

combinada, si bien también son necesarios más datos de efectividad a largo plazo. 

Finalmente, aparte de la terapia enzimática, se están probando nuevas tera-

pias génicas. En la actualidad están en marcha al menos tres ensayos clínicos en 

pacientes LOPD, todos ellos utilizan adenovirus asociados como vectores virales.  
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El objetivo del tratamiento varía en función del órgano diana. En el músculo esquelé-

tico y cardíaco, el objetivo es que ambos tejidos expresen de nuevo una enzima 

funcionante. Por el contrario, en el hígado se pretende que libere de forma continua 

la enzima al torrente sanguíneo para así poder ser captada por él músculo. En la 

tabla 1 se recogen los ensayos preclínicos y clínicos que están en marcha. 50.

FASE PRECLINICA FASE CLINICA COMERCIALIZADA

AAV2/8 Gene Therapy delivered 
Ab-GAA

(Regeneron)

 AAV2/8 LSPhGAA liver-directed  
Gene Therapy (LOPD, Phase 1)

Bayer/Actus/AskBIO (Actus-101) (NCT03533673)

Myozyme/Lumizyme  
(IOPD, LOPD)

Genzyme
(alglucosidase alfa)

AAV/Proprietary capsid  
Gene Therapy

(Amicus)

AAV9 muscle-directed Gene Therapy w/immune 
modulation (LOPD, Phase 1)

University of Florida (NCT02240407)

Nexviazyme (LOPD) 
Genzyme

(avalglucosidase alfa)

AAV Gene Therapy 
(Sarepta-licensed from Lacerta)

AAVI/CMV-hGAA muscle-directed  
Gene Therapy (LOPD, Phase 1/2) 

University of Florida (NCT00976352)

AAV/Proprietary capsid  
Gene Therapy

(Abeona)

AAV8 liver-directed Gene Therapy  
(LOPD, Phase 1/2)

Audentes (AT845) (NCT04174105)

HSPC LV Gene Therapy
(Erasmus MC)

AAV/Proprietary Rh74-derived capsid,  
liver-directed Gene Therapy (LOPD, Phase 1/2)

Spark/Roche (SPK-3006) (NCT04093349)

HSPC LV Gene Therapy AVR-RD-03
(AVROBIO)

Chaperone/ERT (IOPD/LOPD, Phase 3)
Amicus (ATB200/AT2221) (NCT03729362)

JR-162; IV (JCR Pharma)
J-Brain Cargo platform to cross blood 

- brain barrier

Nexviazyme (IOPD, Phase 2)
Genzyme (avalglucosidase alfa) (NCT03019406)

Tabla 1: Terapias preclínicas, clínicas y productos comercializados para  
el tratamiento de la enfermedad de Pompe.

Las aplicaciones de terapia génica se encuentran en la fase de transición a la apli-
cación clínica. Los números de Clinicaltrial.gov aparecen en azul. Ab: anticuerpo; 

AAV: virus adeno-asociado; CMV: promotor de citomegalovirus; HSPC: células 
madre hematopoyéticas; LV: vector lentiviral; ERT: terapia de remplazo enzimático; 

IOPD: enfermedad de Pompe de inicio infantil; LOPD: enfermedad de Pompe de 
inicio tardío. Amarillo: producto ERT; Gris: terapia con chaperonas; Naranja: terapia 

génica AAV; Azul: terapia génica HSPC LV. Tabla adaptada de Unnisa, el al 50

1.1.7.	 Seguimiento 

La valoración de la funcionalidad muscular en la clínica diaria y en ensayos clínicos 

se realiza por medio de un conjunto de pruebas recomendadas por la mayoría 

de las guías clínicas. El consorcio EPOC recomienda realizar un conjunto mínimo 

de pruebas con la finalidad de homogeneizar los resultados y que éstos puedan 

ser contrastados y compartidos en la comunidad científica. Las pruebas cubren 
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aspectos como la evaluación de la fuerza y funcionalidad muscular, la función 

pulmonar y escalas de calidad de vida 51.

1.1.7.1.	 Fuerza muscular

Puede explorarse manualmente con la escala MRC (Medical Research Council) o bien 

utilizando un dinamómetro de mano o fijo. Los grupos musculares que deben explorarse 

son: cuello (extensores y flexores), hombro (abductores), codo (flexores y extensores), 

cadera (flexores, extensores, abductores y aductores) y en rodilla (flexores y extensores).

1.1.7.2.	 Función muscular

Se mide con tests cronometrados como la prueba de marcha de los 6 minutos 

(6MWT), el tiempo de caminar 10 metros (10MWT), el tiempo de subir cuatro esca-

lones (Tup4), el tiempo de bajar 4 escalones (Tdo4), el tiempo de levantarse de 

la posición de decúbito supino y el tiempo de levantarse de una silla. La prueba 

6MWT mide la distancia máxima que puede recorrer una persona sobre una super-

ficie plana en un tiempo de 6 minutos, y aporta información sobre la resistencia y 

velocidad de la marcha. Es una prueba ampliamente utilizada en el seguimiento de 

pacientes con enfermedades neuromusculares. 

1.1.7.3.	 Función pulmonar

Medida a través de espirometría convencional. Se mide la CVF en posición sentado 

y supino, valorando así la función diafragmática y la PIM y PEM que valoran la fuerza 

de los músculos inspiratorios y espiratorios.

1.1.7.4.	 Escalas de calidad de vida

Destaca el formulario R-PAct que se desarrolló específicamente para pacientes con 

EP, mide la capacidad de llevar a cabo actividades de la vida diaria. Otras escalas 

que se han utilizado son las escalas de calidad de vida EQ-5D y SF-36 o el formu-

lario FSS que además mide el grado de fatiga.
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Las pruebas antes descritas tienen como desventaja, que no son puramente obje-

tivas ya que están influenciadas por factores como la motivación del paciente, la 

edad, el peso, la fatiga, la presencia de dolor además de ser pruebas operador 

dependiente 52. En los últimos años ha crecido la necesidad de encontrar nuevos 

marcadores de seguimiento más precisos 53, uno de ellos que está ganando mucha 

popularidad es la resonancia magnética de la que hablaremos a continuación.

1.2.	 RESONANCIA MAGNÉTICA

La resonancia magnética (RM) es el proceso por el cual obtenemos una imagen 

aprovechando las propiedades magnéticas de los átomos de los tejidos. Entre 1940 

a 1950 es cuando se registra el proceso de absorción y emisión de energía de los 

núcleos atómicos sometidos a un campo magnético, el resultado de este proceso 

recibió el apelativo de Resonancia Magnética Nuclear 54. En 1980 dejó de utilizarse el 

término “nuclear” por la preocupación de que los pacientes pensaran que la técnica 

involucra radiaciones dañinas, prefiriendo referirse a ella como Imagen por Reso-

nancia Magnética o MRI del inglés Magnetic Resonance Imaging.

1.2.1.	 Principios físicos

El fenómeno de resonancia es un proceso inducido y de breve duración que implica la 

liberación de energía (eco/señal) a través de la excitación controlada de una partícula 

55,56. Es importante conocer las bases físicas involucradas en la generación de esta señal 

y su comportamiento en diferentes tejidos para poder comprender su funcionamiento 

y su utilidad en el diagnóstico y seguimiento de las enfermedades neuromusculares.

1.2.1.1.	 Concepto de espín nuclear

El átomo está constituido por tres tipos de partículas: protones (carga positiva), 

neutrones (sin carga) y electrones (carga negativa). Los protones y neutrones forman 

parte del núcleo, mientras que los electrones orbitan en torno a él. No todos los átomos 

son útiles para generar la señal RM. Sólo aquellos átomos con un número impar de 
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protones tienen una propiedad intrínseca necesaria consistente en que sus núcleos 

giran sobre sí mismos siguiendo una dirección o eje. A este movimiento de rotación 

se conoce como “Espín” del inglés spinning y la dirección del eje sobre el cual giran 

está representado por un vector 57. Al tratarse de partículas cargadas y gracias al movi-

miento de espín, los átomos se comportan como cargas en movimiento, creando un 

campo electromagnético conocido como momento magnético (Figura 3). 

ESPÍN

MOMENTO 
MAGNÉTICO

Figura 3: Representación gráfica del movimiento de rotación del átomo (espín)  
y de su momento magnético.

Por consiguiente, los átomos útiles para la MRI deben cumplir dos requisitos: tener 

la cualidad de espín y ser abundantes en los tejidos como por ejemplo el hidrógeno 

(1H), Carbono (13C), Sodio (23Na) o Fósforo (31P). El átomo de hidrógeno está constituido 

por un solo protón, tiene el momento magnético más fuerte lo que, unido a su abun-

dancia en el cuerpo humano, hace que sea el elemento generalmente empleado. En 

adelante emplearemos el término espín y protón de 1H como sinónimos.

1.2.1.2.	Campo magnético y precesión

Una máquina de RM está dotada de un potente imán que genera de forma continua 

un campo magnético muy fuerte, cuya unidad de medida es el Testa (T) gracias al 

nombre de su inventor Nikola Tesla. Por convenio a este campo magnético se le 

conoce como B0.
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En condiciones normales los átomos de 1H de nuestro cuerpo no tienen una orien-

tación definida y su comportamiento es aleatorio. ¿Qué pasaría si introducimos una 

muestra de tejido dentro de la máquina de RM? Pues que el campo magnético B0 

produciría los siguientes fenómenos 58:

1.	 Los espines se alinearán con B0 adoptando una de dos posibles orienta-

ciones (Figura 4). Paralelos (estado de baja energía) si siguen la dirección del 

campo magnético Antiparalelos (estado de alta energía) si están orientados 

en sentido opuesto al campo magnético principal. Normalmente la mayoría de 

los espines serán paralelos.

2.	 Además del movimiento de espín, tras la aplicación de B0 los protones de 1H 

comenzarán a girar alrededor de dicho campo, a este nuevo movimiento de 

giro adicional se conoce como “Precesión”. La frecuencia de precesión viene 

determinada por la ecuación de Larmor y es proporcional al campo magnético. 

Como se observa en la figura 5, el movimiento de precesión puede ser repre-

sentado como un cono con dos ramas, una para los espines en paralelo y otra 

para los espines en antiparalelo.
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Previo al  
campo magnético

PARALELOS

ANTIPARALELOS

B
0

A B

Figura 4: Dirección de un conjunto de espines.
A: antes del campo magnético y B: en presencia de un campo magnético externo, 

ubicándose en dos estados energéticos: paralelos y antiparalelos.
B0: representa el campo magnético de la máquina de RM.

Figura 5: Esquema del movimiento de precesión de los espines  
en función del campo magnético B0

B
0
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Un espín puede cambiar de un estado de baja energía a un estado de alta energía 

mediante la absorción de un fotón suministrado por una fuente externa. La cantidad 

de energía necesaria del fotón debe ser igual a la diferencia de energía (ΔE) entre 

estas dos poblaciones de espines, esta diferencia es proporcional a la intensidad del 

campo magnético, a mayor campo magnético, mayor diferencia de los espines entre 

ambas poblaciones, ergo mayor energía y señal de RM (Figura 6).

E
n

e
rg

ía

Incremento de B0

Figura 6: Interacción entre espines y campo magnético (B0).  
A mayor intensidad de B0, más espines cambian al estado de mayor energía.

Estado de baja energía: flecha hacia arriba. Estado de alta energía: flecha hacia abajo

1.2.1.3.	Vector de magnetización neta (M)

En lugar de imaginarnos a los espines individualmente, es preferible pensar en ellos 

como un conjunto representado por el vector de magnetización macroscópica 

neta (M). Cada espín en paralelo se anula con un antiparalelo y como normalmente 

existe un exceso de espines en el nivel de menor energía, el vector resultante se 

orientará siguiendo la dirección del campo magnético principal (B0). Para entender 

el comportamiento de M es importante mirar su movimiento dentro de un sistema 

de coordenadas rotatorias: “x, y, z”, representadas en la figura 7. Donde “z” es el eje 

longitudinal del cuerpo humano (cabeza a pies). “x, y” se orientan en el plano trans-

versal, perpendicular a z. 
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Y

Z
(B0)

Figura 7: Sistema de coordenadas empleados en RM.  
Por convenio z se alinea con el eje longitudinal del cuerpo, x,y con el eje transversal.

Ilustración modificada de Teravector

Durante el proceso de resonancia, M describe dos orientaciones principales. La 

primera sobre el plano longitudinal “z” llamado “componente longitudinal o vector 

de magnetización longitudinal” responsable de la señal T1. La segunda orienta-

ción es en los planos transversales “x, y” al que nos referiremos como “componente 

transversal o vector de magnetización transversal” responsable de la señal T2.

1.2.1.4.	Pulso de radiofrecuencia – Flip angle

Para que se produzca la señal de resonancia es necesaria la aplicación de una 

fuente de energía externa capaz desplazar al vector M fuera de su situación de equi-

librio. Dicho proceso se consigue a través de los pulsos de radiofrecuencia (RF) que 

generan un campo magnético adicional transitorio, al que llamaremos B1. Durante 

la aplicación de este segundo campo magnético, el sistema de espines absorbe la 

energía necesaria para el desplazamiento de M. 
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El flip angle-(α), representa los grados de inclinación que el vector M experimenta 

respecto a B0, mientras dura el pulso de radiofrecuencia. 

1.2.1.5.	Excitación y relajación nuclear

Tras la aplicación de RF el nuevo campo magnético B1 excitará a los espines de nuestra 

muestra haciendo que comiencen a moverse siguiendo el sentido de B1, todos ellos a 

la misma velocidad (lo que se conoce como que entran en fase) y además algunos de 

ellos pasarán a un estado más energético. El resultado de ambos procesos será que 

M se inclina de un plano longitudinal a un plano transversal (Figura 8). Tras soltar el 

pulso de RF, los espines volverán a su estado menos energético y comenzarán a girar 

a velocidades diferentes entre ellos (se desfasan) y como consecuencia se reduce la 

componente transversal (T2) que no existía antes de la aplicación del pulso RF y la 

componente longitudinal (T1) vuelve a recuperarse, que era la única que existía antes 

del pulso de RF. El resultado final es la generación de un eco/señal necesario para la 

formación de la imagen. Tanto la relajación T1 como la relajación T2 acontecen simul-

táneamente, para una mejor comprensión es preferible describirlas por separado. 

Figura 8: Representación del movimiento del vector magnetización neta (M).
A: previo al pulso de RF y B: después de su aplicación, obsérvese como M cambia 

su orientación a un plano transversal.
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1.2.1.5.1.	 Relajación T1 

La relajación T1 es el proceso por el cual la magnetización longitudinal crece/regresa a 

su valor máximo inicial, paralelo a B0. Gráficamente (Figura 9), T1 puede verse cómo el 

tiempo necesario para que el vector de magnetización longitudinal alcance el 63% de 

su valor máximo. Según el tipo de tejido que estudiemos, su valor puede ir desde unas 

décimas hasta varios segundos. Para la relajación T1 es necesaria la liberación de energía 

del sistema de espines previamente excitados, esta pérdida de energía es irrecuperable 

y representa la transferencia de magnetización entre los espines excitados y su entorno.

Curva de relajación 
longitudinal

Curva de relajación 
transversal

Tiempo
T2 

55 ms
T1 

900 ms

37%

63%

Figura 9: Representación gráfica del proceso de relajación longitudinal (T1)  
y transversal (T2) en función del tiempo. 

Imagen adaptada de Elster, et al 59

1.2.1.5.2. Relajación T2 

La relajación T2 es el tiempo necesario para que la magnetización transversal 

decaiga hasta aproximadamente el 37% de su valor inicial (Figura 9). Sus valores 

suelen ser mucho más cortos que T1, del orden de milisegundos. El barrido de esta 

magnetización transversal es la que induce una corriente en las bobinas receptoras 

de la máquina de RM, responsable de generar la señal.
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1.2.1.6.	FID y T2*

Se corresponden con la señal de RM y son representados en la figura 10.

TiempoA
m

p
li

tu
d

T2*

FID

Figura 10: Representación gráfica de FID y T2*.
La señal FID tiene la forma de una sinusoidal que se atenúa en el el tiempo,  

gobernada por la constante T2*. Imagen modificada de Blink, et al 58.

La energía liberada durante la relajación tiene la forma de una sinusoidal y se conoce 

como FID (Free Induction Decay), gobernada por la constante T2*.

Como se describió previamente, T2 representa el decaimiento de la magnetización 

transversal, sin embargo, en la realidad la magnetización transversal decae mucho 

más rápido de lo esperado ya sea por falta de homogeneidad del propio campo 

magnético como por las interacciones de los átomos a nivel intramolecular e inter-

molecular. El resultado es que los espines se desfasan más rápidamente de lo que 

podemos apreciar. Esta tasa de decaimiento de la señal T2 se conoce como T2*.
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1.2.1.7.	 Mecanismos responsables de la relajación T1-T2

Para que la magnetización longitudinal se recupere es necesario el flujo de energía 

desde los espines a su entorno. Los mecanismos implicados en la transferencia 

de esta energía son: la interacción dipolar, el desplazamiento químico, intercambio 

químico, traslación/difusión/flujo, acoplamiento-J y acoplamiento cuadrupolar 59. 

Explicaremos brevemente la interacción dipolar y el desplazamiento e intercambio 

químico que son importantes en técnicas de RM, como la técnica Dixon, espectros-

copia y transferencia de magnetización, entre otras.

1.2.1.7.1.	 Interacción dipolar

Si consideramos a los espines como partículas electromagnéticas y las comparamos 

con pequeños imanes con un polo norte y un polo sur (dipolo), la interacción entre 

sus campos magnéticos se conoce como interacción dipolo-dipolo (Figura 11). Si se 

da entre espines de la misma molécula (intramolecular) existe mejor transferencia 

de energía dada su cercanía en el espacio, mientras que si se da entre espines de 

diferentes moléculas o compartimientos (intermolecular) la interacción es más débil 

y por tanto la transferencia de energía es menor.

H+

N

S

H+

N

S

Figura 11: Representación gráfica de la interacción dipolar. 
Ambos espines se comportan como pequeños imanes, sus campos magnéticos 

interaccionar entre si, de esta manera la energía fluye en ambas direcciones.
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1.2.1.7.2.	 Desplazamiento químico (δδ)

Se refiere a las diferencias de frecuencia en la resonancia del agua y de la grasa. 

Básicamente las nubes de electrones que rodean a los átomos de 1H, los protegen 

en mayor o menor grado de la influencia del campo magnético (B0). Como se esque-

matiza en la figura 12, en la molécula de agua, el oxígeno atrae nubes de electrones 

reduciendo las nubes de electrones alrededor de los átomos de 1H, mientras que 

en la grasa los átomos de 1H no se ven significativamente afectados. Cuanto menor 

sea la nube de electrones, mayor será la influencia de B0 y por tanto la frecuencia 

de precesión también será mayor, por estos motivos la frecuencia de precesión es 

mayor en los átomos de 1H del agua respecto al 1H ligado a la grasa. El desplaza-

miento químico es la base de la espectroscopia y del método Dixon.

Figura 12: Esquema de una molécula de agua (A) y de grasa (B)  
con sus nubes de electrones representadas como áreas sombreadas (*). 

Las nubes de electrones protegen al núcleo de los efectos del campo magnético 
externo. La frecuencia de resonancia de los átomos de 1H dependerá de la molé-

cula en la que residan, a esto se conoce como desplazamiento químico.

O

HH
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H

CH H

O

A B

1.2.1.7.3.	 Intercambio químico

Representa la transferencia de un protón de 1H entre dos moléculas o comparti-

mentos diferentes (Figura 13). El protón de 1H cargado energéticamente por el pulso 

de RF se desplazará a otra molécula transfiriendo la energía para excitar a los a los 

protones vecinos. Este es uno de los mecanismos básicos en la técnica de transfe-

rencia de magnetización.
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C C

H H H
O H

Figura 13: Los átomos de hidrogeno a menudo participan en procesos de  
intercambio químico, donde son transferidos físicamente de una molécula a otra. 

Flecha punteada: representan la migración del átomo de hidrogeno.

1.2.1.8.	Principales fuentes de la señal en MRI

La mayor parte de la señal en RM principalmente proviene de los protones de 1H 

presentes en el agua y en los lípidos, en menor medida de proteínas de bajo peso 

molecular, pequeños aminoácidos y azúcares, entre otros. Finalmente, existe una última 

categoría que son las macromoléculas cuya contribución a la señal de RM es mínima. 

1.2.1.8.1.	 Agua 

Elemento más abundante en los tejidos, constituyendo la fuente más grande e 

importante de la señal. Se trata de una molécula de pequeño tamaño con una velo-

cidad de precesión rápida, fácilmente influenciable por el campo magnético externo 

y como consecuencia es más efectiva para producir la relajación T1 y T2 cuyos 

valores suelen ser fácilmente detectables.

1.2.1.8.2.	 Lípidos

Los triglicéridos, los ésteres de colesterol y los ácidos grasos libres son en gran 

medida inmiscibles con el agua, existiendo en un estado semilíquido, con movi-

mientos ligeramente restringidos que dan lugar a valores de T1 cortos (unos cientos 

de ms) y valores T2 de moderados a cortos (unas docenas de ms). Sin embargo, los 

fosfolípidos que conforman la vaina de mielina y de las membranas celulares tienen 

movimientos mucho más restringidos con valores de T2 inferiores a 1 ms. 
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1.2.1.8.3.	 Macromoléculas

En esta categoría se incluyen proteínas de alto peso molecular, ácidos nucleicos 

y polisacáridos como el glucógeno, que están presentes tanto a nivel intracelular 

como en los tejidos extracelulares como el colágeno 60,61. Todas las macromolé-

culas están conformadas por componentes que contienen 1H. Cuanto más grandes 

son estás moléculas más inmóviles se vuelven. Los protones de 1H situados en las 

profundidades de las macromoléculas presentan movimientos muy restringidos y 

sus señales decaen tan rápidamente que pueden ser indetectables por los métodos 

“convencionales”. 
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Figura 14. Esquema representativo de 2 compartimientos en tejidos no grasos.
Pool libre: compuesto principalmente por moléculas de agua libre, sus protones de 

1H forman enlaces transitorios entre ellos con intercambio rápido de energía.
Pool ligado: formado por macromoléculas como grandes proteínas y polisacáridos. 

Las moléculas de agua entre sus hendiduras así como los protones de 1H unidos 
a macromoléculas experimentan restricción de movimiento y por ello generan 

tiempos de T2 muy cortos que no son medibles en secuencias rutinarias de RM.
La transferencia de energía fluye en ambos sentidos.
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1.2.1.9.	Transferencia de magnetización (TM)

Para comprender la TM tenemos que imaginarnos que, en los tejidos no grasos los 

protones de 1H están distribuidos en dos compartimientos principales (Figura 14).  

1) Agua libre: constituida principalmente por moléculas de agua no estructurada 

donde los átomos 1H forman enlaces transitorios entre ellos. 2) Macromoléculas: 

formado por proteínas, polisacáridos de gran tamaño y algunos lípidos con valores 

de T2 ultracortos (<1 ms) por lo que no pueden ser detectados por RM convencional 

que utilizan tiempos de eco mayores a 1 ms 62. Las moléculas de agua ligadas a 

estas macromoléculas o situadas entre sus hendiduras también mostrarán restric-

ción de movimiento. 

En adelante nos referiremos al compartimiento de agua libre como “pool-libre” mien-

tras que al compartimiento formado por macromoléculas y agua ligadas a ellas lo 

llamaremos “pool-ligado”.

Durante la fase de relajación en RM, los protones de 1H cargados energéticamente 

transfieren su energía a los protones vecinos, en este caso protones no excitados 

que están tanto en el pool-libre como en el pool-ligado, excitándolos. A este flujo de 

energía entre compartimentos se le conoce como TM. Los mecanismos implicados 

en el proceso de intercambio de magnetización se dan a través de interacciones 

dipolares e intercambio químico 63(Figura 15). 

Aunque solemos visualizar la TM siguiendo el sentido pool-libre  pool-ligado, el 

sentido de flujo de energía podría invertirse aplicando un pulso especial de RF. 

Como la señal del pool-ligado no es detectada de forma rutinaria, podemos poten-

ciar su señal a través de la excitación directa de sus protones de 1H por medio de 

un pulso especial de RF ó pulso de TM, que tiene una frecuencia alejada de la 

frecuencia de Larmor del agua libre, por lo que las moléculas del agua libre no serán 
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directamente excitadas. Como se observa en la figura 16, en estas condiciones la 

magnetización acumulada en el pool ligado se transferirá al pool-libre y viceversa, 

intercambiándose, el resultado será que la señal del pool-libre desciende aprecia-

blemente. Esta pérdida de señal es la responsable de generar un contraste en la 

imagen de RM llamado contraste por transferencia de magnetización (CTM) 64,65,66. 
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Figura 15: Esquematización de los mecanismos  
de intercambio de TM entre dos compartimientos:

A: Interacción dipolo-dipolo (flecha azul). Mientras más cercanos mayor inter-
cambio de energía. B: Intercambio químico (flecha verde), implica la migración de 

un átomo de 1H entre dos moléculas ó compartimientos.

1.2.1.10.	 Gradientes de Campo Magnético 

Son bobinas conductoras orientadas en los tres ejes del espacio de la máquina de 

RM. Cuando la corriente eléctrica pasa por estas bobinas crea un campo magnético 

secundario llamado “campo de gradiente” que distorsiona el campo magnético prin-

cipal. Existen tres campos de gradiente, gracias a los cuales la máquina será capaz 

de identificar de dónde viene la señal y generar la imagen que podemos observar 

con esta técnica 67. También son fundamentales en una amplia gama de estudios 

especiales como la angiografía, difusión y perfusión.
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Figura 16: Señal del agua libre y macromoléculas, antes y después de la aplicación de RF.
La señal de los prones de agua libre se identifica como un pico diferenciado en 
el espectro de RM. La señal de los protones unidos a macromoléculas resulta 

invisible y se representa como una curva ancha y de poca amplitud. Tras estimular 
directamente a los protones unidos a macromoléculas se observa un decaimiento 

de la señal de los protones de agua libre. Imagen modificada, De Boer, el al 63

Resonancia del 
compartimiento 

agua ligada

Resonancia del 
compartimiento 

agua libre

Señal H20 libre 
después pulso TM

Señal H20 libre 
antes pulso RF

Pulso RF fuera 
frecuencia Larmor

1.2.2.	Técnicas de adquisición en resonancia magnética 

Describiremos las técnicas más comúnmente empleadas en el estudio de las miopa-

tías hereditarias y las dividiremos en técnicas convencionales y técnicas especiales. 

1.2.2.1.	TR y TE

Son parámetros básicos de una secuencia de RM (Figura 17 ):

El tiempo de eco (TE) representa el tiempo desde el centro del pulso de RF hasta el 

centro del eco y se relaciona con la relajación T2. El tiempo de repetición (TR) es la 

longitud de tiempo entre dos pulsos de RF, se relaciona con la relajación T1. Modifi-

cando los TE y TR podremos obtener una imagen con un predominio de señal T1 o 

señal T2 lo que se conoce como potenciación.
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TE

TR TR

TE

RF RF RF

Figura 17: Diagrama de los principales parámetros empleados en una  secuencia de RM.
TE: tiempo de eco. TR: tiempo de repetición. RF: pulso de radiofrecuencia.

1.2.2.2.	Técnicas convencionales 

1.2.2.2.1.	 Spin-echo (SE)

RF RF RF

TE TE

TR TR

180º

90º 90º

180º

90º

Figura 18: Representación de una secuencia Spin Echo. Cada ciclo comienza con la 
aplicación de un pulso de 90º seguido de un pulso de 180º para obtener un eco. 

TE: representa el tiempo entre el primer pulso de RF (90º) y la obtención de la señal. 
TR: tiempo entre dos pulsos de 90º.

En la figura 18 se observa una secuencia SE. Comienza con un pulso de RF de 

90º que hará que el vector de magnetización (M) gire al plano transversal “x”; sin 

embargo, por la falta de homogeneidad del campo magnético nuestra señal será 

deficiente y por este motivo aplicamos a un segundo pulso de 180º para obtener 

un eco. Si queremos obtener otro eco volvemos a repetir la secuencia 90º-180º.  
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Son secuencias lentas, que necesitan mucho tiempo de adquisición, por lo que en la 

actualidad quedan limitadas a situaciones específicas.

1.2.2.2.2.	 Fast (Turbo) Spin echo (TSE)

Las secuencias TSE son rápidas y comúnmente empleadas en la práctica diaria. 

Consisten en la aplicación inicial de un pulso de RF de 90º, añadiendo a continua-

ción otro pulso de 180º que es seguido de otro pulso de 180º y así sucesivamente 

hasta volver a comenzar un nuevo ciclo con un pulso de 90º. Cada uno de estos 

pulsos de 180º genera un eco (Figura 19). El número de pulsos de 180º seguidos 

se conoce con el nombre de “Echo Train Lenght (ETL) o Factor Turbo (FT)” que sirve 

para reducir el tiempo de adquisición y no para potenciar una imagen. Habitualmente 

para una potenciación en T1 se usa factor turbo entre 2-4 y para una potenciación en 

T2 debido a su TR largo se usa un factor turbo entre 16-32.

Figura 19: Representación gráfica de la secuencia Fast Turbo Spin Echo con un factor 
turbo de 4 obteniendo así 4 ecos. Tras cada pulso de 180º la señal se va debilitando

RF RF

180º

90º

180º 180º 180º

90º

FT de 4

1.2.2.2.3.	 Gradient Echo- GRE

En las secuencias GRE habitualmente se emplea un flip-angle bajo y TR cortos. Con 

un solo pulso de RF podemos obtener más ecos ya que el flip-angle es inferior a 90º 

permitiendo que la magnetización longitudinal se recupere más rápido. La combina-

ción de TE y TR cortos permiten una adquisición muy rápida de la señal y por este 

motivo las secuencias GRE constituyen la base de la mayoría de las técnicas de 

imagen rápida como en estudios con apneas, estudios dinámicos ó 3D.
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En la figura 20 podemos observar la representación de una secuencia GRE en la 

cual tras la aplicación de un pulso de RF de 90º comienza el desfase de la magne-

tización, posteriormente aplicamos un gradiente en un sentido (rephasing) y en 

sentido contrario (dephasing), consiguiendo así estabilizar la magnetización y gene-

rando varios ecos.

RF

Dephasing

Rephasing

Dephasing

Rephasing

Dephasing

90º

FID

Gradiente

Figura 20: Esquema de una secuencia eco de Gradiente.
Pulso inicial de 90º comienza el caimiento de la FID,para volver a excitarlos apli-

camos varios pulsos de gradientes (rectángulo verde),

1.2.2.2.4. Inversion recovery pulse sequences: STIR-FLAIR

Se basan en los tiempos de relajación longitudinal (T1) y sirven para anular selectiva-

mente la señal de algunos tejidos (por ejemplo, grasa ó líquidos). Básicamente son 

variantes de las secuencias SE ó TSE precedidos por un pulso de RF de 180º. Este 

primer pulso de 180º invierte M al plano longitudinal (-z). A continuación, los espines 

comienzan a relajarse para intentar volver al estado de equilibrio (+z) y la magnetización 

longitudinal sigue una curva exponencial diferente para cada tejido. En la figura 21,  

se representan las curvas de relajación de la grasa y del líquido cefalorraquídeo 

(LCR). Durante este proceso la curva de relajación pasa por un “punto nulo” donde 

aplicamos un pulso de 90º y conseguimos anular la señal del tejido deseado.

El tiempo transcurrido entre el pulso inicial de 180º y el de 90º se conoce como tiempo 

de inversión (TI). Si el TI es corto, anulamos la señal de los tejidos con un T1 corto 

(ejemplo, grasa), el resultado será una secuencia STIR (Short-TI Inversion Recovery). Si 

el TI es largo se anula la señal de los tejidos que tienen un T1 largo (ejemplo los líquidos), 

entonces obtendremos una secuencia FLAIR (Fluid-Attenuated Inversion Recovery).



51

INTRODUCCIÓN 1

Figura 21: Esquematización de las curvas de relajación  
longitudinal de la grasa y del líquido cefalorraquídeo (LCR). 

El asterisco en rojo marca el punto cero de la grasa (T1 corto).  
El asterisco verde marca el punto cero del LCR (T1 largo).
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Al interpretar la secuencia STIR deberemos ser cautos, puesto que, no sólo la señal 

de la grasa es la que se suprime, sino también de todos aquellos tejidos que tengan 

T1 cortos (en rangos similares a la grasa) como es el caso de la melanina, la sangre, 

tejidos con alto componente en proteínas. En la figura 22 se muestra un ejemplo de 

una imagen STIR del muslo.

A B

Figura 22: Secuencia STIR de los muslos de un paciente con miopatía inflamatoria.
A: plano coronal; B: plano transversal. La supresión de la grasa de fondo permite 
observar un aumento difuso de la intensidad de la señal de los músculos cuádri-
ceps correspondiente a edema. El edema se dispone entre las miofibrillas dando 

un aspecto fascicular (flecha blanca)
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1.2.2.3.	Técnicas especiales

Desde un punto de vista práctico podemos referirnos a ellas como técnicas cuantita-

tivas, puesto que tienen la ventaja de poder cuantificar de forma precisa los cambios 

de señal, a diferencia de las técnicas convencionales donde las estimaciones se 

hacen mediante escalas visuales (métodos semicuantitativos).

1.2.2.3.1.	 Técnica Dixon

El método Dixon en honor a su descubridor Thomas Dixon, aprovecha el despla-

zamiento químico del agua y grasa. Sobre la base de una secuencia GRE este 

método añaden ciclos de tiempo en los cuales los vectores de magnetización de la 

grasa y el agua rotan uno respecto al otro, estando alternativamente en fase (apun-

tando a la misma dirección) y fuera de fase (apuntan en direcciones contrarias) 68,  

los datos obtenidos pueden combinarse para generar un conjunto de 4 imágenes 

con contrastes diferentes, como se puede observar en la figura 23. 

EN FASE FUERA DE FASE
D IMAGEN SÓLO GRASA

B FUERA DE FASE (OP)A EN FASE (IP)

EN FASE FUERA DE FASE

IMAGEN SÓLO AGUAC

Figura 23: Proyección transversal del muslo, utilizando una secuencia 2 punto-Dixon. 
Obsérvese los 4 tipo de imágenes resultantes. A: La imagen en fase se obtiene 

de la suma de la señal de la grasa y agua. Es la equivalente a una secuencia 
convencional (T1w). B: La imagen fuera de fase se obtiene de la diferencia de 
las señales de grasa y agua. C: Imagen sólo agua: suma de las señales en fase y 
fuera de fase. D: Imagen sólo grasa: diferencia de la señal en fase y fuera de fase.

Imagen modificada de Santos, et al  68
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Una de las aplicaciones más importantes del método Dixon y que forma parte del primer 

objetivo de la presente tesis, es la capacidad de detectar y cuantificar la grasa micros-

cópica en los tejidos. Este método supone un sistema simplificado de dos componentes 

en el que la señal de RM observada es la suma de dos fuentes de señal: protones de la 

grasa y protones del agua. En una secuencia 2 punto-Dixon las imágenes se adquieren 

con dos tiempos de eco (TEs) en los que se asume que los protones del agua y grasa 

estarán exactamente en fase (IP) o fuera de fase (OP). Si los TEs empleados son cortos 

en relación con el T2* del tejido estudiado, supongamos el músculo esquelético, se 

asume que el decaimiento de T2* es despreciable y toda la variación de la señal que 

será recogida en los TEs se deberá a la interferencia de los protones de agua y grasa. 

Basándonos en lo antes descrito la imagen IP es simplemente la suma de las señales 

de agua y grasa expresada mediante la fórmula: 

 S1 ≈ (IP + OP) / 2 

La imagen OP es la diferencia entre las señales de agua y grasa:

S2 ≈ (IP − OP) ∕ 2 

Donde S1 representa el agua (Water) y S2 representa la grasa (Fat). De la combinación 

de ambas podemos obtener el coeficiente de fracción de grasa ( Fat- Fraction,FF)

FAT

Fat + Water

La estimación de FF además de ser sensible a la relajación de T2*, también es 

sensible a los efectos de la relajación de T1, lo que introduce una dependencia de 

los parámetros de TR y flip-angle que pueden incrementar la señal de grasa y por 

tanto la FF. La grasa tiene un TR corto y si empleamos TR cortos no dejaríamos 

tiempo suficiente para que se relajen otros componentes del tejido. Para minimizar 

la amplificación de la ponderación T1, se debe utilizar un TR largo o un ángulo de 
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flip bajo, de modo que se pueda suponer una recuperación completa de T1 entre 

excitaciones sucesivas 69.

1.2.2.3.2.	 Contraste de Transferencia de Magnetización 

El CTM es el resultado de observar selectivamente la interacción entre los protones 

del agua libre y los protones de 1H ligados a macromoléculas. Este efecto puede cuan-

tificarse mediante la obtención de una tasa de transferencia de magnetización, que 

representaría una medida indirecta de la señal del compartimiento macromolecular. 

El efecto de TM puede ser aplicado a cualquier secuencia, en función de lo que 

deseemos estudiar. Para tales propósitos se generan dos conjuntos de imágenes: 

una con un pulso de TM (alejado de la frecuencia de Larmor) y otro conjunto de 

imágenes sin él, la diferencia entre ambas imágenes es el valor de MTR (Magnetic 

Transfer Ratio) 70. Entonces MTR puede expresarse mediante la ecuación:

MTR = Mo - M Sat/Mo

Mo: magnitud de la señal del tejido antes del pulso de TM

M Sat: es la señal después de aplicar el pulso de TM

Para comprender mejor este fenómeno, en la figura 24 se representa un tejido con 

dos compartimientos (pool ligado, pool libre). En A previo al pulso TM el pool libre 

está constituido por 4 moléculas de agua con 4 espines responsables de la señal, y 

un pool-ligado con 3 espines unidos a macromoléculas que no contribuyen a la señal 

y por consiguiente, no existe contraste entre ambos compartimentos (D). A continua-

ción, en la imagen B se aplica un pulso de TM a las macromoléculas sin afectar a los 

cuatro espines del pool-libre e inmediatamente puede observarse la transferencia de 

magnetización desde el pool-ligado al libre, principalmente a través de interacciones 

dipolares e intercambio químico. Al mantener el pulso de TM en el pool-ligado vemos 

que se genera una nueva situación de equilibrio en donde la relajación de T1 (sat) se 

acorta respecto al T1 normal y se crea el contraste de imagen (C y E).
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Figura 24: Modelo de generación de una imagen mediante el pulso de TM.
A y D: Imagen gobernada por la señal de los espines del pool libre. Los espines del 
pool ligado, no son medibles y por tanto no existe contraste entre ambos compar-
timientos.B: Excitación específica de los espines del pool ligado que comienzan a 
intercambiar energía con el pool libre haciendo que su señal decaiga respecto al 

inicio, generando un contraste entre ambos compartimientos (C, E)
Imagen modificada de, De Boer, et al 63
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1.2.2.3.3.	 Magnetic Resonance Spectroscopy (MRS)

La espectroscopia busca analizar la composición química de los tejidos en un 

número de vóxels más reducidos, como consecuencia puede detectar pequeños 

metabolitos existentes en concentraciones milimolares (mM). Gracias al fenó-

meno de desplazamiento químico (δ), estos metabolitos pueden diferenciarse 

porque resuenan a frecuencias diferentes en función del medio en el que se 

encuentran. Así obtenemos una tabla con valores espectrales que representan las 

diferentes moléculas que conforman el tejido que estamos estudiando. Gracias a 

esta técnica podemos estudiar diferentes metabolitos además del 1H como es el 

caso de 31P o 13C. La MRS de 13C es la técnica de referencia para la medición de 

glucógeno en tejidos vivos.

1.2.2.3.4.	 Glyco-CEST y NEoCEST. 

Son dos técnicas específicas dedicadas a la detección de glucógeno tisular mediante 

RM, ofrecen la posibilidad de monitorizar el metabolismo del glucógeno mediante 

métodos no invasivos.

La secuencia Glyco-CEST (Chemical exchange saturation transfer -CEST). Comparte 

similitudes con la imagen de TM. Consiste en la aplicación de un pulso de RF (con 

una frecuencia diferente del agua libre) dirigido específicamente a los protones de 

1H ligados a la molécula de glucógeno, los cuales absorben energía y la transfieren 

con bastante rapidez a los protones de 1H del agua libre saturándolos. Si aplicamos 

este pulso durante un tiempo suficiente tendremos mayor saturación y por tanto 

mayor disminución de la señal del agua libre, al igual que en la TM, la transferencia 

de energía se da por intercambio químico y por interacciones dipolares 71,72.

La secuencia NEO-CEST es parte de la Espectroscopia por Resonancia magné-

tica y se basa en el efecto de potenciación nuclear de Overhauser (NOE) llamado 

así en honor a su descubridor Albert Overhauser. Mediante esta técnica es posible 
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potenciar la intensidad de la señal de un protón sin estimularlo directamente, más 

bien, estimulando a su protón vecino 73.

H
(a)

C
(b)

Transferencia  
de energía

Interacción dipolar

Excitación selectiva 

Señal MRSRF

40 0 δ (ppm)

Figura 25: Diagrama que representa la potenciación nuclear  
de Overhauser entre dos átomos de un hipotético tejido. 

H: átomo de hidrogeno; C: átomo de carbono; Véase como es posible obtener una 
señal de espectroscopia del carbono (b) a partir de la excitación del hidrógeno (a).  

El mecanismo de transferencia de energía implicado es la interacción dipolo-dipolo.
Imagen adaptada de Elster, et al 59

En la figura 25 tenemos un hipotético modelo de una molécula con dos protones 

muy próximos entre sí, un átomo de Hidrógeno (a) y un átomo de Carbono (b). El 

fenómeno de NOE consiste en potenciar y recoger la señal del átomo de carbono a 

través de la excitación directa del átomo de Hidrógeno vecino. Este átomo de hidró-

geno previamente excitado transmitirá su energía al átomo de carbono saturándolo 

y será visible en el espectro de RM. La transferencia de energía se realiza mediante 

interacción dipolar, por tanto, cuanto mayor sea la cercanía entre los átomos estu-

diados, mejor transferencia de energía y en consecuencia mayor potenciación de 

la señal. Podríamos invertir la potenciación, es decir estimular al átomo de carbono 

y mientras tanto obtener señal del átomo de hidrógeno, pero como la cantidad de 

átomos de carbono presentes en un tejido es sustancialmente menor, el efecto 

resultante no será significativo. La técnica NOE también puede ser aplicada a otros 

átomos sensibles a la RM.
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1.2.3.	Aplicaciones clínicas la RM en la enfermedad de Pompe

En las enfermedades neuromusculares la RM se utiliza principalmente en el diagnós-

tico, para guiar el estudio genético. Las técnicas convencionales identifican de forma 

no invasiva cambios en la estructura de los músculos esqueléticos como puede ser: 

atrofia, hipertrofia, edema y sustitución grasa.  En la enfermedad de Pompe de inicio 

tardío, los cambios estructurales más relevantes son la sustitución grasa y el incre-

mento del contenido de agua intramuscular 74, 75.

La sustitución grasa muscular puede ser fácilmente identificada en secuencias T1w 

(SE,TSE) al observar el contraste que existe entre la señal del músculo y la grasa.  

El músculo es hipointenso, a diferencia de la grasa que es hiperintensa.   

El protocolo básico de RM de cuerpo entero, normalmente incluye una secuencia 

T1w más una secuencia sensible al líquido con supresión grasa como el T2 Fat-Sat ó 

STIR 76. La obtención de imágenes de todo el cuerpo ha ayudado a comprender que 

la sustitución grasa no es uniforme, no todos los músculos se afectan de la misma 

forma ni al mismo tiempo. El grado de compromiso muscular es muy variable dentro 

de las diferentes miopatías e incluso dentro de un mismo paciente 77-79.

Se han realizado varios estudios en pacientes con LOPD mediante secuencias conven-

cionales T1w SE-TSE. Gracias a estos estudios se identificó patrón de sustitución por 

tejido graso que puede ser considerado característico de EP. Los músculos más 

frecuentemente infiltrados por grasa son: la lengua, el subescapular, el dorsal ancho, 

los músculos de la pared abdominal, los músculos paravertebrales, el músculo psoas, 

los glúteos, el aductor mayor, el semimembranoso y el vasto intermedio. El vasto 

lateral y el resto de los músculos del muslo están poco infiltrados o se afectan más 

tardíamente. Por otro lado, los músculos por debajo de la rodilla y los músculos de las 

extremidades superiores se encuentran respetados hasta estadios muy avanzados de 

la enfermedad 80-83. La figura 26 muestra el patrón de afectación muscular en la EP.   



59

INTRODUCCIÓN 1

A
T

BAb

Ps

C

RA

D

AM

ET F

Sc

G

LD

HAbd

Ps

GMn I GMe

GMa

J

Obt. Ext

K

Post.

L

VL

VI M RF

Gra

N O

Figura 26:  RM de cuerpo entero de pacientes con  
LOPD (T1w-TSE) mostrando el patrón de infiltración.

Imágenes de A-D son de un paciente con hiperCkemia. Imágenes de E-M: paciente 
sintomático con mayor infiltración grasa. En N se corresponde a un paciente en estadios 

muy avanzados. En O se observa como los músculos de la pierna están preservados. 
T: lengua; Ab: recto abdominal; Ps: paravertebrales; RA: recto anterior; AM: aductor 

mayor; Sc: subescapular; LD: dorsal ancho; Abd: pared abdominal; GMn: glúteo 
menor; GMe: glúteo medio; GMa: glúteo mayor; O: obturador externo; Post: músculos 

isquiotibiales; VI: Vasto intermedio; VL: vasto lateral; RF: recto femoral; Gra: gracilis.
Imagen modificada de Figueroa et, al 81

Identificar este patrón de infiltración en una resonancia muscular es importante para 

orientar el diagnóstico del paciente, sobre todo en los casos donde la presentación 

clínica es atípica. Además, la RM es útil para diferenciar la EP de otras enfermedades 

neuromusculares. Existen algunas enfermedades con un patrón similar, como la 

distrofia muscular por déficit de sarcoglicano. En este caso los pacientes preservan 

la musculatura distal de las piernas y tienen una afectación de la musculatura abdo-

minal, paravertebral y glútea, a diferencia de la EP estos pacientes no suelen tener 
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infiltración de los músculos de la lengua y la musculatura de las extremidades supe-

riores se afecta de forma grave 85. Otros ejemplos donde se han observado patrones 

de infiltración muscular característicos, son las miopatías por déficit de colágeno tipo 

VI que muestran patrón de sustitución grasa muscular muy particular consistente 

en que la infiltración grasa de los músculos es predominantemente periférica mien-

tras que las fibras musculares centrales permanecen más o menos preservadas 86,87  

o como es el caso de las distrofias óculo faríngeas 88 donde se observó una afecta-

ción predominante de los músculos de la lengua y de los músculos aductor mayor y 

sóleo en las extremidades inferiores, por citar algunos ejemplos. 

Existen varias escalas visuales utilizadas para cuantificar la cantidad de tejido graso 

en los músculos esqueléticos, la más conocida es la escala de Mercuri modificada 

por Fisher 89, en la cual se asigna un valor numérico a cada músculo según el conte-

nido graso, con puntuaciones que van desde 0 (músculo no infiltrado) hasta un valor 

de 4 (infiltración grasa completa). Si bien proporcionan una idea general sobre el 

grado de compromiso muscular y son rápidas de aplicar, tienen la desventaja de ser 

observador dependiente (semicuantitativas). Aquellas infiltraciones grasas muscu-

lares con baja puntuación son difíciles de determinar si son atribuibles a la propia 

enfermedad o si son esperables para la edad (sarcopenia), sobre todo en pacientes 

mayores. Además, en enfermedades de lenta progresión como es el caso de la EP 

son poco sensibles en identificar cambios sutiles de un año a otro y en consecuencia 

no son útiles en el seguimiento a corto plazo.

Otros autores han utilizado sistemas de software más sofisticados para cuantificar la 

grasa en secuencias convencionales (T1w TSE). La principal limitación que encon-

traron los autores fue la falta de homogeneidad del campo magnético,responsable 

de las variaciones en la señal T1w 90. Además, requieren una clara separación entre el 

músculo y el tejido graso subcutáneo, lo cual en fases avanzadas de la enfermedad 

constituye todo un reto. Los estudios de seguimiento en LOPD mediante técnicas 



61

INTRODUCCIÓN 1

convencionales identificaron un incremento del tejido graso en los músculos esquelé-

ticos de las extremidades inferiores. Uno de los estudios siguió a 11 pacientes, antes y 

después del inicio de la TRE, durante un periodo de tiempo de 18-24 meses. Identifi-

caron un incremento medio de la cantidad de grasa muscular de 1.3% 91,92.  

Se ha demostrado una correlación significativa entre el grado de infiltración grasa 

muscular estimada a través de escalas semi-cuantitativas mediante técnicas de RM 

convencionales y los resultados de pruebas funcionales que valoran tanto la función 

como fuerza muscular (6MWT, MRC, dinamómetro) y escalas de actividades de la 

vida diaria, sugiriendo que la sustitución grasa muscular es un buen indicador de la 

función muscular 93.

Como se comentó previamente la cuantificación mediante escalas semicuantita-

tivas tiene varias limitaciones, siendo necesario recurrir a técnicas más específicas. 

Existen otros métodos como la secuencia Dixon, que separan el agua de la grasa, 

generando un mapa de grasa y de agua, en los cuales es posible calcular exacta-

mente la FF 68, con el valor añadido que al igual que en las secuencias T1w conven-

cionales podemos identificar patrones de afectación muscular. 

Hasta día de hoy destacan tres estudios que reúnen un número importante de pacientes 

con LOPD en los que se cuantificó la FF muscular. Los dos primeros estudios utilizaron 

la secuencia Dixon. El primer estudio monitorizó  23 pacientes durante 12 meses (14 

tratados con la TRE), se obtuvieron imágenes de los músculos de las extremidades 

inferiores y se observó un incremento anual de FF del 0.9% siendo este un resultado 

estadísticamente significativo 94. El segundo estudio siguió una cohorte de 34 pacientes 

durante 12 meses (22 sintomáticos tratados con TRE y 10 pre-sintomáticos) obteniendo 

imágenes de la pelvis y muslos. Se estimó una progresión significativa de FF de 1.7% 

en pacientes sintomáticos. En ambos estudios la FF progresó antes que las pruebas 

funcionales, sugiriendo que la infiltración grasa precede a las manifestaciones clínicas.  
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En los pacientes pre-sintomáticos el valor de FF no fue significativo ni se identificaron 

cambios en la función muscular 81,95. Finalmente, el tercer estudio cuantificó la FF en 

secuencias de densidad protónica (DP), sus resultados no fueron significativos y no 

demostraron ser más sensibles que la técnica Dixon 93. 

Los pacientes tratados con TRE muestran una respuesta positiva con mejoría inicial 

en las pruebas funcionales. Esta mejoría clínica se estabiliza en el tiempo, pero 

incluso algunos grupos de pacientes experimentan un deterioro progresivo ya sea 

en la capacidad de caminar, la fuerza muscular o la función pulmonar 39,40.  Estos 

hallazgos se correlacionan con la progresión de la infiltración grasa muscular apre-

ciada mediante técnicas Dixon, sugiriendo que la enfermedad permanece activa a 

lo largo del tiempo. 

La estimación de la FF mediante Dixon ha demostrado ser sensible en la progresión 

de la enfermedad, pero aún no se han publicado estudios donde el seguimiento de 

los pacientes tratados sea por más de un año. En este contexto resulta incierto si el 

incremento de la sustitución grasa muscular de 0.9% o 1.7% descrita previamente, se 

estabiliza, disminuye o progresa en el tiempo a pesar del tratamiento específico, por 

ello es necesario nuevos estudios que sigan una cohorte de pacientes con LOPD por 

mucho más tiempo.

Otro aspecto importante en la enfermedad de Pompe es la acumulación progresiva 

de glucógeno en las miofibrillas, responsables del daño del aparato contráctil, que 

se manifiesta como debilidad muscular. El glucógeno es una macromolécula que 

retiene moléculas de agua formando soluciones coloidales, a diferencia de la grasa, 

que es hidrofóbica. 

Un objetivo ambicioso es la cuantificación del glucógeno intramuscular mediante 

técnicas no invasivas como la RM, ya que podríamos estudiar pacientes con EP en 
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estadios incipientes de la enfermedad cuando aún no se observa infiltración grasa 

muscular, como es el caso de pacientes pre-sintomáticos. Los pacientes con formas 

infantiles que acumulan cantidades notables de glucógeno en las biopsias muscu-

lares no muestran signos de infiltración grasa mediante técnicas convencionales 

(T1w) representado otro grupo de pacientes en los que la detección del glucógeno 

también sería muy útil. 

Todo ello ha suscitado que se apliquen técnicas más específicas encaminadas en la 

detección de glucógeno intramuscular, como la espectroscopía de 13C que puede 

detectar de forma precisa la cantidad de glucógeno tanto en el hígado como en el 

músculo 96. Esta técnica requiere un software y antenas especiales, muy costosas y 

no disponibles de forma rutinaria en los centros clínicos.  Otras técnicas descritas son 

“GlycoCest” 97 y “NOECEST” útiles en la detección de glucógeno hepático, son técnicas 

de difícil interpretación y lastimosamente aún están en periodo de investigación.

La imagen de transferencia de magnetización ha demostrado ser sensible en la 

detección del daño muscular en pacientes con la enfermedad de Charcot-Ma-

rier-Tooth, en la atrofia muscular espinal (AME) 98 o en las distrofias musculares de 

cinturas (LGMD) 99 caracterizadas por pérdida progresiva de fibras musculares y 

reemplazo por tejido adiposo, no obstante, aún no se ha estudiado su utilidad en 

las enfermedades por depósito de glucógeno como la enfermedad de Pompe y la 

enfermedad de McArdle. 

La enfermedad de Pompe es una miopatía de muy baja prevalencia, es una de las 

pocas enfermedades neuromusculares que tiene un tratamiento específico capaz de 

cambiar la historia natural de la enfermedad. La resonancia magnética ha mostrado 

ser útil en identificar un patrón de afectación muscular, así como en demostrar que 

la masa muscular es progresivamente sustituida por tejido graso. Sin embargo, 

aún quedan algunos interrogantes por resolver. No sabemos el comportamiento a 
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largo plazo de los cambios de señal muscular, y si estos cambios terminan corre-

lacionados con las pruebas funcionales. Así mismo, desconocemos si los pacientes 

pre-sintomáticos que ya tienen sustitución por tejido graso se beneficiarían de un 

inicio temprano del tratamiento. Por ello, que es importante contar con marcadores 

sensibles que detecten cambios sutiles en la estructura muscular, ayudándonos en 

el seguimiento de los pacientes, en la toma de decisión respecto al inicio del trata-

miento e incluso en monitorizar la respuesta al tratamiento. 
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La imagen de resonancia magnética es una herramienta útil para caracterizar y 

cuantificar los cambios en la estructura de los músculos de pacientes con enfer-

medad de Pompe de inicio tardío.
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El objetivo principal del presente trabajo es aplicar técnicas de resonancia magné-

tica para valorar la estructura muscular de los pacientes con enfermedad de Pompe 

de inicio tardío.

Los objetivos secundarios son:

	Í Objetivo 1: Cuantificar el contenido de grasa en los músculos de los pacientes 

con enfermedad de Pompe del adulto y evidenciar si existen cambios a largo 

plazo en la misma mediante la secuencia 2 punto-Dixon.

	Í Objetivo 2: Estudiar si existe una correlación entre los cambios de contenido 

graso del músculo y los cambios en los resultados de las pruebas funcionales 

en pacientes con enfermedad de Pompe del adulto.

	Í Objetivo 3: Valorar si la técnica de transferencia de magnetización puede iden-

tificar cambios en la estructura muscular de los pacientes con enfermedad de 

Pompe, especialmente en las fases iniciales de la misma pudiendo ser una 

medida indirecta de glucógeno intramuscular.

	Í Objetivo 4: Estudiar si existe una correlación entre las alteraciones halladas en 

la técnicas de transferencia de magnetización y las pruebas funcionales en 

pacientes con enfermedad de Pompe del adulto.
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4.1.	 ARTÍCULO 1

Follow-up of late-onset Pompe disease patients with muscle magnetic resonance 

imaging reveals increase in fat replacement in skeletal muscles.

Nuñez-Peralta C, Alonso-Pérez J, Llauger J, Segovia S, Montesinos P, Belmonte I, 

Pedrosa I, Montiel E, Alonso-Jiménez A, Sánchez-González J, Martínez-Noguera A, Illa I, 

Díaz-Manera J. Follow-up of late-onset Pompe disease patients with muscle magnetic 

resonance imaging reveals increase in fat replacement in skeletal muscles. J Cachexia 

Sarcopenia Muscle. 2020 Aug;11(4):1032-1046. doi: 10.1002/jcsm.12555. Epub 2020 Mar 4. 

Erratum in: J Cachexia Sarcopenia Muscle. 2021 Oct;12(5):1354. PMID: 32129012; 

PMCID: PMC7432562.
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4.1.1.	 Publicación original

Follow-up of late-onset Pompe disease patients with
muscle magnetic resonance imaging reveals increase
in fat replacement in skeletal muscles

Claudia Nuñez-Peralta1, Jorge Alonso-Pérez2, Jaume Llauger1, Sonia Segovia2,3, Paula Montesinos4, Izaskun Belmonte5,
Irene Pedrosa5, Elena Montiel5, Alicia Alonso-Jiménez2, Javier Sánchez-González4, Antonio Martínez-Noguera1, Isabel
Illa2,3 & Jordi Díaz-Manera2,3,6*

1Radiology Department, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, Universitat Autònoma de Barcelona, Barcelona, Spain, 2Neuromuscular Disorders Unit, Neurology Department,
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, Universitat Autònoma de Barcelona, Spain, 3Centro de Investigación en Red en Enfermedades Raras (CIBERER), Barcelona, Spain,
4Philips Healthcare Iberia, Madrid, Spain, 5Rehabilitation and Physiotherapy Department, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, Universitat Autònoma de Barcelona,
Barcelona, Spain, 6John Walton Muscular Dystrophy Research Center, University of Newcastle, UK

Abstract

Background Late-onset Pompe disease (LOPD) is a genetic disorder characterized by progressive degeneration of the skeletal
muscles produced by a deficiency of the enzyme acid alpha-glucosidase. Enzymatic replacement therapy with recombinant
human alpha-glucosidase seems to reduce the progression of the disease; although at the moment, it is not completely clear
to what extent. Quantitative muscle magnetic resonance imaging (qMRI) is a good biomarker for the follow-up of fat replace-
ment in neuromuscular disorders. The aim of this study was to describe the changes observed in fat replacement in skeletal
muscles using qMRI in a cohort of LOPD patients followed prospectively.
Methods A total of 36 LOPD patients were seen once every year for 4 years. qMRI, several muscle function tests, spirometry,
activities of daily living scales, and quality-of-life scales were performed on each visit. Muscle MRI consisted of two-point Dixon
studies of the trunk and thigh muscles. Computer analysis of the images provided the percentage of muscle degenerated and
replaced by fat in every muscle (known as fat fraction). Longitudinal analysis of the measures was performed using linear
mixed models applying the Greenhouse–Geisser test.
Results We detected a statistically significant and continuous increase in mean thigh fat fraction both in treated (+5.8% in 3
years) and in pre-symptomatic patients (+2.6% in 3years) (Greenhouse–Geisser p< 0.05). As an average, fat fraction increased
by 1.9% per year in treated patients, compared with 0.8% in pre-symptomatic patients. Fat fraction significantly increased in
every muscle of the thighs. We observed a significant correlation between changes observed in fat fraction in qMRI and
changes observed in the results of the muscle function tests performed. Moreover, we identified that muscle performance
and mean thigh fat fraction at baseline visit were independent parameters influencing fat fraction progression over 4 years
(analysis of covariance, p < 0.05).
Conclusions Our study identifies that skeletal muscle fat fraction continues to increase in patients with LOPD despite the
treatment with enzymatic replacement therapy. These results suggest that the process of muscle degeneration is not stopped
by the treatment and could impact muscle function over the years. Hereby, we show that fat fraction along with muscle func-
tion tests can be considered a good outcome measures for clinical trials in LOPD patients.

Keywords Enzymatic replacement therapy; Fatty replacement; Muscle degeneration; Muscle MRI; Muscle wasting; Pompe disease
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Introduction

Pompe disease is a rare autosomal recessive disorder
produced by mutations in the GAA gene, which encodes the
enzyme acid alpha-glucosidase. This enzyme metabolizes gly-
cogen to glucose inside lysosomes1. Consequently, mutations
in the GAA gene lead to glycogen accumulation in numerous
tissues, but clinical symptoms are primarily because of
cardiac and skeletal muscle involvement.2

Pompe disease has two distinct phenotypes. The classic in-
fantile phenotype is characterized by the onset of symptoms
in the first months of life, with muscle weakness, hypertro-
phic cardiomyopathy, and respiratory insufficiency.3 Patients
die early if they are not treated.4 In contrast, late-onset
Pompe disease (LOPD) is more heterogeneous in its clinical
presentation.5,6 Patients may present with asymptomatic
hyperckemia or develop a slowly progressive weakness in-
volving respiratory, axial, and limb muscles.7,8

Enzymatic replacement therapy (ERT) with alglucosidase
alfa (Myozyme®, Sanofi-Genzyme, Cambridge, MA, USA) is ac-
cepted as the standard treatment for Pompe disease. Several
open label studies have demonstrated its efficacy in maintain-
ing muscle function in LOPD since the original clinical trial was
published in 2010.9–11 However, a recent single-centre follow-
up study suggests that the initial improvement lasts for up to
2 or 3 years and is followed by a progressive deterioration in
skeletal and respiratory muscle function.12 Clinical trials with
new therapeutic strategies, including improved enzymes or
genetic therapies, are being designed and will probably start
in the next few years.13,14 These trials will probably rely on
functional outcome measures to demonstrate their efficacy.
The changes that can be found in common muscle function
tests in LOPD patients treated with Myozime® for several
years have not been clearly established. Functional tests have
the disadvantage of being subject to motivation, are influ-
enced by several external factors, and often display limited
interoperator reproducibility.15 Moreover, the process of
muscle degeneration and fatty substitution may have started
without yet influencing the results of the muscle function
tests. Therefore, there is a need for robust biomarkers sensi-
tive to disease progression and treatment efficacy.16

In recent years, muscle magnetic resonance imaging (MRI)
has been proposed as a valuable tool for both the diagnosis
and follow-up of patients with muscle disorders. The identifi-
cation of muscles replaced by fat can be easily assessed using
T1-weighted sequences, which is helpful in the diagnosis pro-
cess of patients.17 However, patient follow-up requires a
more specific technique, such as the Dixon MRI sequence,
which is able to quantify the amount of fat present in an area
of skeletal muscle of interest.18 This test is useful in natural
history studies or clinical trials. In the case of Pompe disease,
two studies applied Dixon to a large cohort of LOPD patients
and in both cases demonstrated that the sequence is able to
identify an increase in fat replacement in skeletal muscles

over a 1 year period.19,20 However, it is not known if the rate
of progression of fat replacement in LOPD is stable over time
or which clinical and/or demographic factors can influence
this progression.

The aim of our study was to describe the changes observed
in fat replacement in skeletal muscles over a period of 4 years
in a long cohort of LOPD patients.

Methods

Study design and participants

This study was a prospective, open-label cohort study
involving 36 patients with a confirmed diagnosis of LOPD
performed at the Hospital de la Santa Creu i Sant Pau (HSCSP)
in Barcelona, from December 2013 to June 2018. All patients
were evaluated once every 12 months (±2 months) for a total
of four visits. At each visit, we performed muscle function
tests, spirometry, quality-of-life scales, and quantitative
muscle MRI. The study was registered in ClinicalTrials.gov
with the identifier NCT01914536. The HSCSP ethics commit-
tee 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 (i) diagnosis of LOPD
based on recommendations proposed by the European
Pompe Consortium, reduced enzymatic activity in leukocytes,
fibroblasts, or skeletal muscle and/or the presence of two
mutations in the GAA gene21; (ii) no contraindications to
MRI; and (iii) willingness to complete all muscle function
tests, respiratory assessment, and patient-reported out-
comes measures. We included in the study both patients with
skeletal muscle weakness and respiratory involvement and
patients without symptoms.

All patients were studied by three physiotherapists (I.B., I.
P., and E.M) with considerable experience in neuromuscular
disorders at HSCSP. All patients were evaluated by the same
physiotherapist throughout the whole study. The physiother-
apists evaluated muscle function using the following tests:
the 6 minute walking test, time to walk 10 m, timed up-
and-go test, time to climb up and down four steps, and the
Motor Function Measure 20-item scale (MFM-20). All timed
tests were performed asking the patient to not use aids for
walking. Muscle strength was studied using both the Medical
Research Council (MRC) scale and hand-held myometry. Daily
life activities were studied using the activity limitations scale
for patients with upper and/or lower limb impairments, and
quality of life was analysed using both the Individualized
Neuromuscular Quality of Life Questionnaire and the Short
Form 36 questionnaire. We obtained forced vital capacity,
both seated and lying down, using the Carefusion Microlab
ML 3500 MK8 spirometer (Carefusion, Yorba Linda, CA, USA).
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Muscle imaging

All patients were examined in a 1.5 magnetic resonance
system (1.5 Achieva dStream; Philips, Eindhoven, NL) at
HSCSP as previously described.22 We used the same position-
ing protocol for all patients: a supine position with the legs
stretched out.

Axial 3D Dixon Fast Field Echo was performed on the pelvis
and thighs by using a thirty-two body coil, with the following
parameters: the repetition time (TR) the echo time (TE) =
5.78/1.8, 4 m, flip angle = 15°, field of view = 520 × 340 ×
300mm, voxel size = 1 × 1 × 3mm for thighs, and field of view
= 520 × 320 × 200 mm and voxel size = 1.3 × 1.7 × 5 mm for
pelvis. This Dixon sequence follows a seven peak fat model-
ling and provides separate images for fat and water. The ac-
quisition time was 45 min per patient.

Three investigators (C.N-P., A.A-P, and J.D-M.) analysed the
Dixon MR images using a Philips Research Image Development
Environment tool developed for this project. Regions of
interests (ROIs) were manually drawn on four slices of the
following muscles: rectus femoris, vastus intermedius, vastus
lateralis, vastus medialis, adductor magnus, sartorius, gracilis,
semitendinosus, and semimembranosus; on three slices of
biceps femoris long head, biceps femoris short head, and
adductor longus; and on one slice for psoas and lumbar
paraspinal muscles. Slices covered the proximal, middle, and
distal part of the muscles. We used anatomical landmarks to
ensure consistency between annual analyses. For every ROI,
the total area and area covered by fat were calculated
automatically using the Philips Research Image Development
Environment tool. The fat fraction (FF) coefficient was defined
as fat/(fat + water), where fat and water were the image inten-
sity values over the ROI for the fat and water Dixon images, re-
spectively. From those two parameters, and assuming that
water content corresponds mainly to muscle, fat and muscle
areas were estimated. Cumulative values across all slices were
also computed, and as a final index, muscle FF was calculated
as follows: FF = (muscle fat area × 100)/muscle area. Once we
obtained the values from every muscle, we calculated the
thigh FF as follows: thigh FF = (sum of fat area of all thigh
muscles × 100)/sum of muscle area of all thigh muscles. For
every muscle, we calculated the muscle fatty transformation
rate = FF final visit � FF initial visit/(one-initial FF).

The time required to quantify FFs in Dixon images was 45 to
60 min per patient. A high degree of reliability was found be-
tween investigators. The Intraclass coefficient (ICC) coefficient
was 0.982, with a 95% confidence interval from 0.977 to 0.987.

Statistics

We confirmed that the variables were normally distributed
using a Kolmogorov–Smirnov test, and therefore, parametric
statistical studies were used. Longitudinal analysis of the

different outcome measures, including muscle function tests
and muscle FF quantified by MRI, was performed using linear
mixed models applying the Greenhouse–Geisser test. To
evaluate the magnitude of the changes observed in the re-
sults of outcome measures over the 3 year follow-up period,
we provide the standardized response mean (SRM). The SRM
is calculated by dividing the mean score change (final visit
minus initial visit) by the standard deviation of the change.
The estimation of the magnitude of change over time using
this formula is based on Cohen’s rule for effect size (ES):
‘trivial’ (ES < 0.20), ‘small’ (ES ≥ 0.20 <. 50), ‘moderate’ (ES
≥ 0.50 < 0.80), or large (ES ≥ 0.80).22

To study the influence of clinical and demographic factors
in the progression of skeletal muscle FFs, we performed a
two-step process. In the first exploratory step, we used a
Pearson test to analyse the correlation between every factor
of interest and the increase in thigh FF. Those factors with
both a statistically significant correlation and a correlation
coefficient higher than 0.4 were selected for the second step.
This second step consisted of an ANCOVA analysis in which
the influence of every selected factor on mean thigh FF
increase, as detected by MRI, was assessed separately. The
significance level for all statistical studies was set at p <

0.05, and post hoc Bonferroni corrections were used when
needed. Statistical studies were performed with SPSS for
Mac computers (Version 21, SPSS Inc, Chicago, IL). Heatmaps
were developed using R version 3.1.1 (R Foundation for
Statistical Computing, Vienna, Austria).

Results

Description of the cohort

Thirty-six LOPD patients (20 women, 55.5%) were enrolled in
this study. Mean age at the start was 43.9 ± 14.8 years old.
Table 1 provides the main clinical data of the patients at visit
0 (baseline). At Visit 0, 23 patients were already being treated
with ERT with Myozyme® for a mean period of 4.1 years. All
these patients continued the treatment without interruptions
during the whole follow-up. Out of the 13 remaining patients,
four started treatment during the follow-up because of the
development of muscle weakness impairing the flexion
and/or extension of the hip, as demonstrated in clinical
examination. These four patients have been excluded from
the statistical studies, and their results are shown separately.
All these patients started treatment 1 to 3 months after Visit
1. The remaining nine patients were considered pre-
symptomatic because they did not report any relevant symp-
toms or had no muscle weakness found by clinical
examination, at any time during the study. At Visit 0, 10 pa-
tients needed walking aids such as a cane or a stick for walk-
ing outdoors, and 11 patients needed nocturnal non-invasive
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ventilation support (Table 1). During the follow-up period,
three patients started using walking aids, and two more
started using non-invasive ventilation at night.20

Functional assessments

The muscle function tests that showed significant differences
in symptomatic-treated patients after the follow-up period
were lower limb muscle strength, measured using MRC and
hand-held myometry, and respiratory muscle strength
(forced vital capacity seated), with p values lower than 0.01
and high SRMs as shown in Table 2. Specific details of the
myometry assessments are detailed in Table 3. In summary,
all myometry assessments of the lower limbs but knee flexion
showed worsening of muscle strength, with knee extension
and hip flexion being the two that worsened the most
(�4.9 and �4.3 kg, respectively). In contrast, myometry as-
sessments of the upper limbs did not show significant

differences. We did not observe significant differences in
timed tests, MFM-20, or daily life activity scales after this pe-
riod of time. In the case of pre-symptomatic patients, we did
not observe significant differences in any of the results of the
motor function tests, spirometry, or daily life activity scales.

Quantitative muscle magnetic resonance imaging:
progression of fat fraction in late-onset Pompe
disease patients

We performed a total of four visits for the whole cohort of
patients using two-point Dixon. In every case, we calculated
the area of the muscle, the muscle fraction, and the FF of
psoas, paraspinal muscles, and each muscle in the thighs,
and from that, we derived the mean thigh FF. In the case of
symptomatic patients treated with Myozyme®, we observed
a statistically significant increase in mean thigh FF of 5.7 ±
3.7% at the end of the follow-up, which corresponds to an

Table 1 Clinical features of the patients included in the study

P G

Age at
onset

symptoms
(years)

Age at
ERT

(years)

Age at
Visit

0 (years)
Baseline

walking aids
Baseline

ventilation
Last visit

walking aids
Last visit
ventilation

1 F 38 47 50 N N Y (stick) N
2 F 30 39 48 Y (stick, wheelchair) Yes (non-invasive) Y (fully wheelchair) Yes (non-invasive)
3 F — — 26 N N N N
4 F 49 59 63 Y (crouch) N Y (crouch) N
5 F 30 42 45 N N N N
6 F 27 47 51 N N N N
7 M 62 67 66 N Y (non-invasive) N Y (non-invasive)
8 F 48 52 59 Y (stick) N Y (stick) Y (non-invasive)
9 F 40 48 55 N N N N
10 M 36 39 42 N Y (non-invasive) N Y (non-invasive)
11 F 15 24 31 Y (Walker, wheelchair) Y (non-invasive) Y (Walker, wheelchair) Y (non-invasive)
12 F 27 39 46 N N N N
13 M 35 45 47 N Y (non-invasive) N Y (non-invasive)
14 M 41 45 51 N Y (non-invasive) N Y (non-invasive)
15 F 39 46 51 Y (crouch) Y (non-invasive) Y (crouch) Y (non-invasive)
16 M — — 22 N N N N
17 M — — 51 N N N N
18 M — — 14 N N N N
19 F 40 64 65 Y (stick) N Y (stick) N
20 F 24 29 35 Y (crouch) N Y (crouch) N
21 F 36 40 41 N Y (non-invasive) N Y (non-invasive)
22 F 14 45 52 N N Y (stick) N
23 M 22 57 64 Y (Stick) Y (non-invasive) Y (stick) Y (non-invasive)
24 M — — 8 N N N N
25 F 42 55 57 Y (Stick) Y (non-invasive) Y (stick) Y (non-invasive)
26 M 35 43 46 N Y (non-invasive) N Y (non-invasive)

27 M 34 51 51 N N N Y (non-invasive)
28 M — — 51 N N N N
29 M 32 43 44 N N N N
30 F 39 48 54 N N Y (stick) N
31 M — — 12 N N N N
32 M — — 51 N N N N
33 M 38 43 42 Y (stick) N Y (stick) N
34 F 20 22 21 N N N N
35 F — — 35 N N N N
36 F 24 40 29 N N N N

F, female; G, gender; M, male; N, not needed; P, patient number; Y, yes.
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increase of 1.9% per year (Greenhouse–Geiser test, p <

0.0001 and SRM 1.6) (Figure 1A). Increase in mean thigh FF
varied substantially from one patient to another, with a max-
imum of +13.2% and a minimum of +0.8% (Figure 1B). We ob-
served a significant increase in FF in all muscles analysed,
except the paraspinal muscle, as described in Table 4 and
displayed in Figure 2. An example of this increase can be
found in Figure 3.

In the case of pre-symptomatic patients, we observed a
statistically significant increase in mean thigh FF of 2.6 ±
1.6% at the end of the follow-up, which represents an in-
crease of 0.8% per year (Greenhouse–Geiser test, p <

0.0001) (Figure 1B). However, we identified higher values
of FF in the adductor major and the paraspinal muscles of

some pre-symptomatic patients at Visit 0, especially those
older than 25 (Figure 1D). In fact, we observed a positive
correlation between the age at study of pre-symptomatic
patients, and the percentage of FF in these two muscles
(adductor major: ρ = 0.71, p = 0.02; paraspinal muscles:
ρ = 0.96, p = 0.0001; Pearson test). On the basis of these
data, we decided to divide our cohort of pre-symptomatic
patients into younger than 25 years old at baseline (n = 5
patients) and older than 25 years old at baseline (n = 4
patients). Mean thigh FF did not change significantly in pre-
symptomatic patients younger than 25 (+0.7 ± 0.3% in 4
years; Greenhouse–Geisser p = 0.33), while it increased
significantly in patients older than 25 (+3.2 ± 0.4% in 4 years;
Greenhouse–Geisser p = 0.004).

Table 2 Change between Visits 0 and 3 evaluation in muscle function tests, spirometry, quantitative muscle magnetic resonance imaging, and patient
reported outcome measures in treated and pre-symptomatic late-onset Pompe disease patients

Test

Symptomatic treated patients n = 22 Pre-symptomatic patients n = 9

Visit 0 Visit 3 P SRM Visit 0 Visit 3 P SRM

Time to walk 10 m (s) 7.9 ± 3.8 7.8 ± 6.1 0.30 0.3 3.1 ± 0.5 2.8 ± 0.8 0.39 0.1
6MWT (m) 394.4 ± 150.4 422.3 ± 140.1 0.16 0.1 599.6 ± 85.4 596.2 ± 69.5 0.29 0.03
Timed up & go (s) 7.5 ± 7.2 10.2 ± 6.2 0.20 0.4 3.8 ± 1.5 4.1 ± 0.9 0.44 0.4
Time to climb up four stairs (s) 4.8 ± 3.5 4.7 ± 2.9 0.59 0.3 1.4 ± 0.3 1.3 ± 0.3 0.20 0.3
Time to go down four stairs (s) 3.6 ± 2.4 3.3 ± 2.1 0.40 0.3 1.3 ± 0.1 1.3 ± 0.2 0.61 0.3
MRC total score 95.5 ± 11.1 90.8 ± 11.8 0.0001 0.9 110 ± 0 110 ± 0 0.99 0
MRC LL score 47.1 ± 10.2 42.5 ± 10.3 0.001 0.8 60 ± 0 60 ± 0 0.99 0
Myometry total (kg) 203.7 ± 118.8 180.9 ± 107.7 0.005 0.6 312.3 ± 91.3 354.9 ± 82.3 0.21 0.2
Myometry LL (kg) 117.5 ± 67.7 97.3 ± 58.3 0.0001 0.8 172.3 ± 81.6 201.6 ± 47.0 0.35 0.3
Myometry UL (kg) 95.2 ± 50.4 91 ± 48.4 0.27 0.2 130 ± 10.2 145.8 ± 9.4 0.08 0.5
MFM20 score 48 ± 8 47.6 ± 8.7 0.32 0.1 59 ± 2.4 59 ± 1.9 0.66 0
FVC seated (L) 75.9 ± 22.9 69 ± 25.4 0.0001 0.8 93.6 ± 12.8 90.1 ± 10.3 0.48 0.2
FVC supine (L) 67.6 ± 25.3 65.7 ± 24.1 0.74 0.4 89.3 ± 17.6 88.3 ± 22.5 0.37 0.1
ACTIVLIM score 28 ± 7 27.7 ± 6.8 0.84 0.1 36 ± 0 36 ± 0 0.99 0
Mean thigh FF (%) 36.5 ± 18.6 42.31 ± 19.39 0.0001 1.6 11.9 ± 4.4 15.1 ± 5.1 0.01 1.2
Mean Ps FF (%) 81.8 ± 10.2 82.9 ± 8.6 0.32 0.3 38.3 ± 24.4 45.8 ± 24.3 0.26 0.6

Mean value and standard deviation are shown. Greenhouse–Geisser test analysing the data from Visits 1, 2 and 3 were used to find out
whether the differences observed were statistically significant.
ACTIVLIM, activity limitations; FF, fat fraction; FVC, forced vital capacity; LL, lower limbs; MFM20, Motor Function Measure 20-item scale;
MRC, Medical Research Council; Ps, paraspinal muscles; SRM, standardized response mean; UL, upper limbs; 6MWT, 6 min walking test.

Table 3 Change between Visits 0 and 3 evaluation in hand-held myometry assessments in symptomatic-treated and pre-symptomatic late-onset
Pompe disease patients

Test

Symptomatic treated patients n = 22 Pre-symptomatic patients n = 9

Visit 0 Visit 3 p SRM Visit 0 Visit 3 p SRM

Neck flexion 7.3 ± 5.3 8.1 ± 6.1 0.1 0.15 15.5 ± 5.7 15.1 ± 6.7 0.2 �0.05
Shoulder abduction 23.2 ± 10.3 22.4 ± 10.2 0.52 �0.12 27.6 ± 9.7 27.7 ± 6.7 0.98 0.01
Shoulder adduction 15.4 ± 10.3 16.2 ± 2.2 0.37 0.14 26.5 ± 8.7 29.9 ± 7.8 0.02 0.37
Elbow flexion 25.3 ± 12.1 22.9 ± 2.3 0.06 �0.38 29.7 ± 9.4 37.4 ± 7.7 0.02 0.82
Elbow extension 19.2 ± 9.9 17.8 ± 8.2 0.13 �0.34 24.2 ± 7.4 26.3 ± 6.2 0.22 0.41
Hip flexion 21.4 ± 13.8 17.1 ± 12.7 0.007 �0.61 33.9 ± 11.9 32.5 ± 12.3 0.46 �0.5
Hip extension 11.3 ± 9.1 8.7 ± 8.9 0.001 �0.76 33.2 ± 25.1 35.1 ± 8.1 0.06 0.19
Hip abduction 18.3 ± 12.1 14.6 ± 10.9 0.005 �0.63 33.4 ± 17.7 30.3 ± 10.7 0.46 �0.24
Hip adduction 11.5 ± 7.3 8.8 ± 6.3 0.001 �0.76 20.8 ± 6.3 19.8 ± 5.7 0.27 �0.42
Knee extension 33.6 ± 19.8 28.7 ± 16.4 0.01 �0.54 48.1 ± 15.7 47.1 ± 11.5 0.88 �0.06
Knee flexion 20.1 ± 14.2 19.1 ± 11.4 0.31 �0.18 35.2 ± 13.2 34.7 ± 8.2 0.91 �0.04

Mean value and standard deviation are shown. Greenhouse–Geisser test analysing the data from Visits 1, 2, 3 and 4 was used to find out
whether the differences observed were statistically significant, and p values are shown. All units are expressed as kilogrammes.
SRM, standardized response mean.
Bold emphasis mean statistical significance
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Correlation between changes in muscle function
and fat fraction identified by magnetic resonance
imaging

We observed a significant correlation between increase in
mean thigh FF and changes in muscle strength as measured
by hand-held myometry and MRC, as shown in Table 5. The
strongest correlation was between increase in FF in the vasti
muscles and decrease in muscle strength for knee extension
(ρ = 0.54, p = 0.02). We also found significant correlations
between increase in mean thigh FF and the changes ob-
served in the following timed tests: time to walk 10 m, 6

min walking test, time to climb up four steps and time to
go down four steps (Table 5). In contrast, we did not identify
a significant correlation between increase in mean thigh FF
and results of the MFM-20 score or the activity limitations
test.

Analysis of patients who started treatment during
follow-up

A total of four patients started treatment with Myozyme®
during follow-up, because of the onset of muscle weakness.

Figure 1 (A) Increase in mean thigh fat fraction at year 1, year 2 and year 3 related to the baseline value. Red bars show data from symptomatic pa-
tients treated while blue bars show data from presymptomatic patients. Mean increase and standard error is provided. (B) Increase in mean thigh fat
fraction in every single patient of the cohort at visit 3 related to baseline. Red bars represent ERT treated patients. Blue bars represent presymptomatic
non-treated patients older than 25, and yellow bars represent patients younger than 25 years old. (C) Involvement of paraspinal and adductor major
muscles in presymptomatic patients depending on the age. Fat replacement and atrophy of both muscles was observed in patients older than 25 years
old. *Paraspinal muscles **Adductor major muscles
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Table 4 Increase in fat fraction described by each muscle analysed in treated and pre-symptomatic patients

Symptomatic treated patients (n = 23) Pre-symptomatic patients (n = 9)

Muscle Visit 0 FF Visit 3 FF P SRM Visit 0 FF Visit 3 FF P SRM

Rectus femoris 19.5 ± 18.7 21.1 ± 17.1 0.001 0.84 8.8 ± 2.6 11.3 ± 2.7 0.007 1.02
Vastus medialis 31.64 ± 26.9 31.35 ± 27.1 0.009 0.71 10.2 ± 2.2 12.3 ± 2.4 0.14 1.01
Vastus lateralis 22.6 ± 16.4 27.2 ± 21.1 0.0001 1.07 8.5 ± 1.8 12 ± 2.6 0.007 1.34
Vastus intermedius 38.7 ± 27.2 40.6 ± 28.5 0.0001 1.14 9.7 ± 3.1 14.3 ± 4.1 0.01 1.76
Biceps short head 28.3 ± 20.5 32.7 ± 21.5 0.07 1.18 12.8 ± 4.3 15.7 ± 4.2 0.33 0.61
Biceps long head 55.8 ± 29.1 64 ± 26 0.0001 0.96 11.8 ± 5.1 15.4 ± 7.2 0.03 2.91
Semimembranosus 66.7 ± 26.4 70 ± 24 0.02 0.63 16.9 ± 12.7 21.6 ± 14.5 0.69 0.47
Semitendinosus 46.7 ± 29.1 51.3 ± 32.8 0.0001 0.98 12 ± 4.2 14.2 ± 5.8 0.14 1.12
Adductor major 79.4 ± 17.2 79.2 ± 17.3 0.02 0.69 22.1 ± 20.1 27.2 ± 26.3 0.37 0.69
Adductor longus 51.7 ± 33.6 51.9 ± 32.5 0.0001 0.86 11 ± 3.2 14.8 ± 3.2 0.01 3.43
Sartorius 25.3 ± 17.6 27.8 ± 17 0.0001 0.89 19.8 ± 5.3 20.7 ± 5.5 0.49 0.02
Gracillis 22.8 ± 13 27 ± 12.9 0.0001 0.91 15.2 ± 3.8 17. 2 ± 4.4 0.27 0.4
Paraspinalis 80.4 ± 9.7 83.3 ± 6 0.29 0.3 38.3 ± 24.4 45.8 ± 24.3 0.26 0.6
Psoas 54.8 ± 30.6 60.6 ± 28.7 0.051 0.22 24.7 ± 16.2 29.2 ± 15.9 0.27 0.26
Total thighs 39.5 ± 18.2 42.6 ± 19 0.0001 1.69 12.1 ± 4.2 15.1 ± 5 0.0001 1.26

Mean fat fraction and standard deviation at Visits 0 (baseline) and 3 (Year 3) are provided. Linear mixed model applying Greenhouse–
Geisser test was performed, and p is provided. Bold numbers in p values are related with significant changes. The standardized response
mean (SRM) for every muscle is also provided.
FF, fat fraction.

Figure 2 Heatmaps showing changes in fat fraction of thigh muscles studied in symptomatic-treated late-onset Pompe disease patients. Patients and
muscles are ordered according to hierarchical clustering with increasing replacement severity from bottom to top (patient-rows) and from left to right
(muscles-columns). The increase in fat fraction over a 3 year period of time in the muscle of a patient is indicated by the colour of the square. Red
colours mean increased fat fraction, while blue colours mean decreased fat fraction.
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All cases started the treatment shortly after Visit 1 (1 to 3
months later). Table 6 shows the mean thigh FF at Visit 0
(baseline) and the changes observed at every visit in these
four patients. We identified a reduction in the rate of FF in-
crease between Visits 0 and 1 (before treatment was started,
mean increase +3.39%), Visits 1 and 2, and Visits 2 and 3
(both after starting the treatment, mean increase +1.52%

and +1.71% respectively). However, we did not apply any sta-
tistical tests to these data because they only correspond to
four patients and can therefore be considered merely de-
scriptive, requiring further evaluation.

Factors influencing increase in fat fraction

We analysed which demographic, clinical, and muscle-
functional factors could influence the progression of mean
thigh FF in Pompe disease patients. In a first step, we studied
which variables had a significant correlation with mean in-
crease in thigh FF, using Pearson correlation tests (Table 7).
After that, in a second step, we confirmed which of these var-
iables were influencing progression of FF using an ANCOVA
analysis. Table 8 shows the variables that correlated with
the progression of FF in our cohort of patients after this anal-
ysis, and Figure 4 displays the graphics showing correlations
between variables. We observed that at an earlier start of
the symptoms, a longer period of treatment, muscle function
at baseline, and muscle FF at baseline were associated with a
higher increase in FF in the muscle MRI.

Muscle fat fraction progression: recommendations
for the follow-up

We wanted to identify which muscles could be best for
following up fatty replacement in LOPD patients in clinical

Figure 3 Images illustrate the change in fat replacement throughout the follow-up. Fat fraction maps acquired from the thigh at Visits 0 and 3 (0–100%
scale). Increase in fat replacement was visible in most of the muscles, with changes most obvious in the following muscles: (A and A’) vastus lateralis (in
this patient fat fraction increased from 15.5% to 35.7%), (B and B’) long head of the biceps femoris (fat fraction increased from 57.6% to 79.4%), (C and
C’) semitendinosus (fat fraction rose from 20.3% to 51.4%), and (D and D’) semimembranosus (fat fraction increased from 74.2% to 82.4%).

Table 5 Correlation between increase in fat fraction during the follow-up
and changes observed in muscle function tests in late-onset Pompe dis-
ease patients (n = 32)

Variable
Significance
(p value)

Correlation
coefficient

Time to walk 10 m (s) 0.011 0.43
6MWT (m) 0.024 -0.48
Timed up & go (s) 0.09 0.32
Time to climb four stairs (s) 0.017 0.46
Time to go down four stairs
(s)

0.015 0.47

MRC LL score (kg) 0.31 0.15
Myometry LL (kg) 0.032 -0.4
MFM-20 (score) 0.56 -0.13
FVC seated (L) 0.023 -0.39
FVC supine (L) 0.20 -0.24
ACTIVLIM score 0.29 0.18

Correlation was studied using Pearson test. p value was considered
significant if lower than 0.05.
ACTIVLIM, activity limitations; FVC, forced vital capacity; LL, Lower
limbs; MFM20, Motor Function Measure 20-item scale; MRC, Med-
ical Research Council; 6 min walking test.
Bold emphasis means variables that were selected for the ANCOVA
study

Follow-up of late-onset Pompe disease patients with muscle MRI 1039

Journal of Cachexia, Sarcopenia and Muscle 2020; 11: 1032–1046
DOI: 10.1002/jcsm.12555



86

COMPENDIO DE PUBLICACIONES4

trials or natural history studies. Increase in FF in most of the
muscles analysed was statistically significant in symptomatic-
treated patients at the end of the follow-up period. How-
ever, we observed a high variability in the amount of in-
crease from one patient to another. In order to classify
patients in similar groups, we divided our cohort into four
groups, depending on the mean thigh FF at Visit 0 (baseline),
which we had previously described as correlating with the
clinical situation of the patient.23 Table 9 shows the four
groups and the changes observed in FF during the follow-
up. The first group was ‘baseline FF lower than 15%’. All indi-
viduals in that group (n = 9) were pre-symptomatic. Although
these patients had never had muscle weakness or any symp-
toms of muscle weakness, we already detected high values
of FF in the paraspinal muscles at baseline visit (FF = 35%).

In this group, the muscle with a higher progression was the
paraspinal muscles. The second group (15% to 30% baseline
mean thigh FF) included 11 symptomatic patients. In this
group, both paraspinal and adductor major were the two
muscles showing the highest values of FF at baseline
(78.8% and 75.3% respectively). The muscle with a more uni-
form progression was the long head of the biceps femoris
long head. The third group (31% to 45% baseline mean thigh
FF) included six individuals, all of whom were symptomatic.
In this group, paraspinal, adductor major, semimembranosus,
semitendinosus, and biceps femoris long head muscles were
replaced by fat to a large extent, and the muscles identified
with a higher increase in FF were the biceps femoris short
head, the vastus intermedius, and the vastus lateralis. The
last group (more than 45% baseline mean thigh FF) had 11
individuals, all of them symptomatic. In this group,
paraspinal, adductor major and longus, biceps femoris long
head, semimembranosus, semitendinosus, and psoas were
replaced by fat and therefore not useful for the follow-up.
In contrast, we identified vastus lateralis as the best candi-
date for the follow-up. A summary of all these findings is
displayed in Figure 5.

Table 7 Correlation between increase in fat fraction after 4 years of fol-
low-up and demographic, clinic, and muscle function tests at baseline
visit

Variable
Significance
(p value)

Correlation
coefficient

Sex (M/W) 0.43 �0.15
Age at onset of symptoms
(year)

0.14 0.12

Time of progression (year) 0.049 0.34
Age at onset of ERT (year) 0.002 �0.7
Time on ERT (year) 0.019 0.49
Antibody titers 0.87 0.05
Use of aids for walking (Yes/No) 0.31 0.15
Use of ventilation (Yes/No) 0.016 0.42
Time to walk 10 m (s) 0.06 0.37
6MWT (m) 0.005 0.52
Time to climb four steps (s) 0.004 0.53
Time to go down four steps (s) 0.07 0.35
Timed up & go test (s) 0.38 0.22
MFM20 (score) 0.002 �0.57
MRC lower limbs (score) 0.0001 �0.65
Myometry lower limbs (kg) 0.1 �0.39
FVC (L) 0.73 0.15
ACTIVLIM (score) 0.65 0.16
Baseline mean thigh FF (%) 0.001 0.58

Correlation was studied using Pearson test. Antibody titers were
studied at baseline visit.
ACTIVLIM, activity limitations; ERT, enzymatic replacement ther-
apy; FVC, forced vital capacity; M, men; MFM20, Motor Function
Measure 20-item scale; MRC, Medical Research Council; 6 min
walking test; W, women.
Bold emphasis:patients with statistical significance

Table 8 A one-way analysis of covariance was conducted to determine
which factors influenced the progression of mean thighs fat fraction

Factor Effect on increase in FF

Time of progression 0.49
Age at onset of ERT 0.001
Time on ERT 0.045
Ventilation 0.56
Age at ventilation 0.007
Time to walk 10 m 0.052
6MWT 0.009
Time to climb four steps 0.004
Time to go down four steps 0.12
MRC lower limbs 0.0001
Myometry lower limbs 0.21
MFM20 0.001
Baseline FF 0.0001

Results of Greenhouse–Geisser test are shown and were considered
significant if p < 0.05.
ERT, enzymatic replacement therapy; FF, fat fraction; MFM20, Mo-
tor Function Measure 20-item scale; MRC, Medical Research Coun-
cil; 6 min walking test.
Bold emphasis: statistical significance

Table 6 Changes in mean thighs fat fraction observed in the four patients who started the treatment during the follow-up due to the presence of
muscle weakness

Patient

Mean thighs fat fraction

Visit 0 (%) Visit 1 (%) Visit 2 (%) Visit 3 (%)

Patient 1 25.26 30.66, +5.4 31.74, +1.08 32.25, +0.51
Patient 2 9.85 9.43, �0.42 9.02, -0,41 10.53, +1.51
Patient 3 57.69 62.11, +4.42 65.5, +3.39 67.93, +2.43
Patient 4 26.05 30.22, +4.17 32.27, +2,05 34.67, +2.4
Group +3.39 +1.52 +1.71

Mean thighs fat fraction and increase over previous visit is shown for every patient.

1040 C. Nuñez-Peralta et al.

Journal of Cachexia, Sarcopenia and Muscle 2020; 11: 1032–1046
DOI: 10.1002/jcsm.12555



87

COMPENDIO DE PUBLICACIONES 4

Discussion

In this study, we followed-up a large cohort of patients with
LOPD, both symptomatic-treated and pre-symptomatic pa-
tients, for a period of 4 years using Dixon quantitative muscle
MRI and several clinical assessments including muscle func-
tion tests, spirometry, and activities of daily living scales.
We detected a significant and continuous increase in muscle
fat replacement in symptomatic patients despite being
treated with ERT, which correlated to a decrease in muscle
strength. In the case of pre-symptomatic patients, we identi-
fied an increase in FF, especially in paraspinal muscles, that
was not associated to any change in motor function tests.
The study has allowed us to confirm that quantitative muscle
MRI is able to identify subtle changes in muscle structure and
it can be considered a promising outcome measure for the

follow-up of patients in natural history studies or clinical
trials.

Late-onset Pompe disease is a metabolic disorder charac-
terized by a progressive accumulation of glycogen inside the
lysosomes of the tissues. The increasing number of
glycogen-charged lysosomes in the sarcoplasm of the muscle
fibres triggers a set of processes that eventually lead to mus-
cle fibre death and replacement by fat and fibrotic tissue.24,25

The loss of muscle fibres is related to the muscle weakness of
these patients. In recent years, quantitative muscle MRI has
been implemented as one of the best candidate biomarkers
to follow-up disease progression in patients with different
muscle disorders, such as Duchenne muscle dystrophy,
facio-scapulo-humeral muscle dystrophy, limb girdle muscle
dystrophy 2I, or Pompe disease.26–28 Most of the previously
published studies using qMRI have focused on quantifying

Figure 4 (A) Correlation between age at start of ERT and increase in mean thigh fat fraction. (B) Correlation between age at start of ventilation and
increase in mean thigh fat fraction. (C) Correlation between results of the 6 min walking test (6MWT) at baseline and increase in mean thigh fat frac-
tion. (D) Correlation between time to climb four steps at baseline and increase in mean thigh fat fraction. (E) Correlation between MRC for lower limbs
at baseline and increase in mean thigh fat fraction. (F) Correlation between mean thigh fat fraction at baseline and increase in mean thigh fat fraction.
ERT, enzymatic replacement therapy; MRC, magnetic resonance imaging.
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the amount of fat and/or water present in the skeletal
muscles of the patients. Two-point or three-point Dixon,
global T2, and 1H spectroscopy are the main techniques used
for this purpose.18 Here, we have used two-point Dixon,
which is a qMRI sequence that can be done in 1.5 Teslas
MRIs, available in most of the clinical centres that follow
Pompe patients. Our results support the use of Dixon
technique as a reliable outcome measure for the follow-up
of patients with LOPD disease. Using this technique, we have
shown that skeletal muscle FF increases in symptomatic
patients despite ongoing treatment with ERT.

The yearly progression ratio of mean FF, close to 2%, was
stable in our cohort. This increase is slightly higher than the
one found in previous studies. For example, the group of Pro-
fessor Carlier performed a retrospective analysis of 14 LOPD
patients treated with ERT and found a significant increase
of 0.9% in FF of all lower limb muscles during a 1 year pe-
riod.19 However, that study included lower leg muscles, such
as tibialis anterior or soleus, that are commonly less involved
in LOPD, probably reducing the final average increase in FF
observed. When comparing with other studies, it is important
to take into account the acquisition parameters used. For
example, in our Dixon sequence, we used a flip angle of 15°
that is higher than the one used in previous studies.19 A
higher T1 weighting, due to the use of a higher flip angle,
can lead to an overestimation of the FF, especially for higher
FF values.29 We have observed considerable variability in the
increase of FF from one patient to another, ranging from a
14% increase to less than 1%, suggesting that there are clini-
cal or genetic factors than can influence the progression of
the disease. We have observed that the following correlate
with a larger increase in FF over a 4 year period: (i) starting
ERT at a younger age, suggesting that patients started symp-
toms earlier; (ii) starting mechanical ventilation early; (iii)
worse baseline muscle performance; and (iv) higher baseline
fat replacement detected by MRI.

We have also detected significant changes in two function
tests: muscle strength and forced vital capacity. These results
are in line with other recently published evidence showing
decrease of muscle strength in LOPD patients despite ERT
treatment.12 Moreover, in our study, changes in muscle
strength is correlated with increase in FF, which has a clear
explanation. Increase in FF comes with a decrease in contrac-
tile muscle mass. It is therefore not unusual that those
patients in whom FF increased the most had a greater
decrease in muscle strength, as has been previously shown
in other muscle disorders such as limb-girdle muscular dystro-
phy type 2I.30 However, decrease in muscle strength did not
impact timed test results in our cohort of patients, probably
because these tests are not only influenced by muscle
strength, but also for other factors such as respiratory
involvement, fatigue, muscle pain, or personal motivation.

Quantification of FF using Dixon analysis can be a compli-
cated task that requires a high degree of specialization.31Ta
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No automatized software is yet available that can distinguish
one muscle from the others, and so the analysis has to be
performed manually.32 In this study, all MRIs were separately
analysed by three investigators with considerable experience
in this field. We have observed that if anatomical landmarks
are well established, the variability in the measurements be-
tween investigators is very low. Previous studies have shown
that fat replacement is not homogeneous in muscles in pa-
tients with muscle diseases, and therefore, analysing one
slice only is probably not sufficient to estimate the mean FF
of that muscle.33 It is therefore necessary to include several
slices of every muscle in the analysis, increasing significantly
the time needed to complete the study. The identification
of single muscles that could act as reporters of the increase
in FF is desirable because it could make studies more effi-
cient. Our study allows a description of the typical order in
which different muscles are involved, thereby sketching out
a hypothetical natural history of fat replacement progression.
In our opinion, this is an important step that should be made
to select the best muscle to identify changes in FF over a
period of time. If a muscle that has already been completely
replaced by fat is selected, no changes will be observed as
there is no more muscle to lose. On the other hand, if a
muscle that is not involved until very late in the progression
of the disease is selected, no changes will likely be recorded,
even though FF could actually be increasing in other muscles.
We have observed that paraspinal muscles are the first
muscles involved in LOPD from a radiological point of view,
probably leading to the frequently reported symptoms of

scoliosis in juvenile patients and lumbar pain or changes in
the walking pattern in adults.34,35 The adductor major muscle
is also involved early in the progression of the disease, and in
fact, we have observed that these two muscles are almost
completely replaced by fat in most of our symptomatic pa-
tients.36 The muscles of the posterior compartment of the
thighs are affected later, and so they can be considered good
candidates for monitoring FF progression during intermediate
stages of the disease. Finally, vasti muscles are involved in
more advanced cases. In fact, only two patients in our cohort
had clear quadriceps weakness leading to difficulties walking
downstairs or standing. Vastus lateralis is, in the light of our
results, a good candidate for monitoring FF progression in
patients that are at an advanced clinical stage.

We had the opportunity to study four patients before
and after starting ERT. Interestingly, we observed that ERT
decreased the rate of increase of FF from 3% to 1.7%, which
is a value close to the mean observed in the whole cohort,
suggesting that ERT with Myozyme® is effective in slowing
down the progression of muscle degeneration in Pompe dis-
ease. These results are in accordance with those previously
reported by the group of Professor Carlier. This group re-
ported that increase in FF was lower in patients treated
with ERT than in those not treated after 1 year of follow-
up (19).

Through our study, we realized that Dixon has some clear
limitations in the study of pre-symptomatic Pompe patients.
Increase in mean thigh FF was only significant in those pre-
symptomatic patients older than 25 years old but not in the

Figure 5 Progression of fat fraction depending on the baseline mean thigh fat fraction. (A) Baseline image showing the localization of thigh muscles
(VL: vastus lateralis, RF: rectus Femoris, VM: vastus medialis, VI: vastus intermedius, BFSH: biceps femoris short head, BFLH: biceps femoris long head,
ST: semitendinosus, SM: semimembranosus, AM: adductor major, AL: adductor longus, Sa: sartorius, and Gra: gracilis). (B) Increase in fat fraction over a
4 year period in patients with baseline mean thigh fat fraction of 15% to 30%. (C) Increase in fat fraction over a 4 year period in patients with baseline
mean thigh fat fraction of 30% to 45%. (D) Increase in fat fraction over a 4 year period in patients with baseline mean thigh fat fraction >45%. FF, fat
fraction.
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younger patients whose age ranged from 8 to 21 years old.
This can be related to the fact that the process of muscle de-
generation and fatty replacement was not active in younger
patients. However, we identified two different situations that
should be discussed and analysed in further studies. We al-
ready identified fat replacement in paraspinal and adductor
major muscles of some pre-symptomatic patients at baseline
visit, suggesting that the process of muscle degeneration pro-
gresses very slowly in Pompe, and is subclinical in some pa-
tients, until a moment in which patients experience muscle
weakness. However, we identified two young patients that
developed muscle weakness, one during the study, and the
other just at the end, in which increase in FF was not
detected despite those patients complaining of worsening
muscle weakness. In the first case, we observed mild psoas
and glutei weakness in a 19-year-old girl. At that moment,
her MRI did not show muscle fat replacement. The second
case was a 12-year-old boy who developed scoliosis and
glutei weakness 6 months after Visit 3 (end of the study).
We performed a new MRI that did not show muscle fat
replacement. It is therefore probable that in some cases,
the accumulation of glycogen-charged lysosomes, or the
presence of free glycogen in the sarcoplasm, disrupts muscle
fibre contraction, leading to muscle weakness before induc-
ing necrosis of the fibre and fatty substitution.37 In these
cases, Dixon may not be useful, because there are no
changes in fat tissue content. Therefore, a combination of
Dixon with a muscle MRI sequence able to identify glycogen
in the muscle fibres of weak muscles may more informative
in this subset of patients. Muscle glycogen can be identified
and quantified using some specific muscle MRI sequences,
such as GlycoCEST or (13)C-MR spectroscopy, but this tech-
nology is not routinely available on standard clinical scan-
ners.38,39 An increased signal intensity in Short Tau
Inversion Recovery (STIR) sequence in muscles from LOPD pa-
tients has been described, suggesting that this is related to
the presence of water molecules retained by glycogen.40 In
a similar way, increase in the water T2 signal in some muscles
was identified in LOPD patients, which correlated with a
higher increase in FF after 1 year follow-up, suggesting that
water T2 could be a potential marker of disease activity.19

However, increased signal intensity in STIR or changes in wa-
ter T2 is not specific and can be observed in muscle fibre ne-
crosis, inflammation, or denervation.41 In our opinion, for
Pompe patients, studying MRI sequences that are able to
identify changes related to the accumulation of glycogen is
likely to be especially useful for the study of juvenile patients
who are experiencing muscle symptoms.

Our results support the use of muscle MRI in the decision-
making process in patients with Pompe disease. We have
shown that a high value in FF in skeletal muscles at baseline
is associated with a quicker progression of the disease.
Moreover, there is a correlation between increase in FF and
changes in muscle function tests, which translates the clinical

importance of the radiological findings. As fat replacement is
an irreversible process, we suggest that muscle MRI should
be part of the initial assessment of patients with LOPD and
taken into account in deciding when to start treatment in
pauci-symptomatic patients.

To conclude, the results of our longitudinal study (i)
establish the rate of annual progression of fat replacement
in LOPD patients treated with ERT with Myozyme; (ii)
pinpoint clinical factors influencing the increase in muscle
FF; and (iii) show the clinical relevance of the changes ob-
served in muscle MRI.
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Objectives: Magnetization transfer (MT) imaging exploits the interaction between bulk

water protons and protons contained in macromolecules to induce signal changes

through a special radiofrequency pulse. MT detects muscle damage in patients with

neuromuscular conditions, such as limb-girdle muscular dystrophies or Charcot-Marie-

Tooth disease, which are characterized by progressive fiber loss and replacement by fatty

tissue. In Pompe disease, in which there is, in addition, an accumulation of glycogen

inside the muscle fibers, MT has not been tested yet. Our aim is to estimate MT ratio

(MTR) in the skeletal muscle of these patients and correlate it with intramuscular fat

fraction (FF) and results of muscle function tests.

Methods: We obtained two-point axial Dixon and Dixon-MT sequences of the right thigh

on a 1.5 Teslas MRI scanner in 60 individuals, including 29 late onset Pompe disease

patients, 2 patients with McArdle disease, and 29 age and sex matched healthy controls.

FF and MTR were estimated. Muscle function using several muscle function tests,

including quantification of muscle strength, timed test quality of life scales, conventional

spirometry obtaining forced vital capacity while sitting and in the supine position, were

assessed in all patients.

Results: MTRwas significantly lower in Pompe patients compared with controls (45.5±

8.5 vs. 51.7 ± 2.3, Student T-test, p < 0.05). There was a negative correlation between

the MTR and FF muscles studied (correlation coefficient: −0.65, Spearman test: p <

0.05). MTR correlated with most of the muscle function test results. We analyzed if there

was any difference in MTR values between Pompe patients and healthy controls in those

muscles that did not have an increase in fat, a measure that could be related to the
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presence of glycogen in skeletal muscles, but we did not identify significant differences

except in the adductor magnus muscle (48.4 ± 3.6 in Pompe vs. 51 ± 1.3 in healthy

controls, Student T-test = 0.023).

Conclusions: MTR is a sensitive tool to identify muscle loss in patients with Pompe

disease and shows a good correlation with muscle function tests. Therefore, the MT

technique can be useful in monitoring muscle degeneration in Pompe disease in clinical

trials or natural history studies.

Keywords: late onset Pompe disease, lower limb muscle, magnetic transfer ratio, intramuscular fat fraction,

muscle function tests

INTRODUCTION

Magnetization transfer (MT) imaging is a magnetic resonance
(MRI) technique that exploits the magnetization exchange
between water and tissue protons present in different
environments. In normal tissue, hydrogen protons are present
in two compartments: the so-called “free pool” with mobile
protons in free water and a second compartment called the
“bound pool,” consisting of protons bound to proteins and other
macromolecules, such as glycogen (1). Protons within the free
pool are responsible for the conventional MRI signal because
they have a long and easily detectable T2 signal; on the other
hand, protons bound to macromolecules have short T2 values
due to their highly restricted motion and are not detected in
routine MRI.

The interaction between these two compartments can be
probed by measuring the exchange of energy from the bound
to the free pool of protons. This is achieved by applying a
special radiofrequency (RF) pulse called MT pulse (a low-
power RF saturation pulse) that gives origin to the MT
effect (2). The MT effect can be used to create additional
contrast (MTC) in different tissues, and it is widely used
in MR angiography, enhancing the representation of smaller
peripheral branches of the vessels (3), or in multiple sclerosis
in which the background suppression improves detection of
acute lesions (4). The MT effect can also be quantified
obtaining the magnetization transfer ratio (MTR), which
provides insight into relaxation and exchange rates of free water
and macromolecules (5).

Musculoskeletal tissue displays a pronounced MT effect, and
it is already demonstrated to be a sensitive measure of muscle

damage in patients with neuromuscular conditions, such as limb-

girdle muscular dystrophies (LGMD) or Charcot-Marie-Tooth
disease, which are disorders characterized by progressive muscle
fiber loss and replacement by fatty tissue (6, 7). Nevertheless,
the utility of MT has not been tested in Pompe disease yet, a
disease in which there is an accumulation of glycogen within
muscle fibers leading to cell death and replacement by fat.
Estimation of the intramuscular fat fraction (FF) using the Dixon
technique in Pompe patients is a useful biomarker for the follow-
up of patients as we demonstrate that there is a progressive
accumulation of fat in the skeletal muscles that precedes changes
in muscle function tests in patients that have already started
enzyme replacement therapy (8). However, presymptomatic

patients do not always show an increase in fat accumulation
even if they develop muscle weakness, suggesting that the
identification of changes related to glycogen accumulation could
be useful to monitor progression of the disease, especially in
these presymptomatic cases. Our hypothesis is that MT could
identify early structural changes related to the accumulation of
glycogen before degeneration of the muscle fibers to substitution
by fatty tissue takes place in the muscles. To confirm our
hypothesis, we studied a cohort of patients with late-onset Pompe
disease (LOPD) using the MT technique and compared the
results with those obtained in healthy controls. Additionally,
we correlated MTR values with intramuscular FF and muscle
function tests.

METHODS

Study Design and Participants
This is a transversal cross-sectional study involving 60 individuals
who were studied at the Hospital de la Santa Creu i
Sant Pau (HSCSP) in Barcelona. The study is registered in
ClinicalTrials.gov with the identifier NCT01914536. The HSCSP
ethics committee approved the study, and all participants signed
an informed consent form. All study procedures were performed
in accordance with Spanish regulations.

The inclusion criteria for the study were (1) genetically
confirmed diagnosis of Pompe disease or McArdle disease; (2)
no contraindications to MRI; and (3) willingness to complete
all muscle function tests, respiratory assessment, and patient-
reported outcomes measures. As control, we included a group
of healthy volunteers age- and sex-matched with the Pompe
patients. We ruled out other neuromuscular conditions in all
participants in the study based on clinical data and results of
complementary tests, such as blood analysis, spinal MRI, or EMG
when needed.

All patients were studied by three physiotherapists with
long experience in neuromuscular disorders at HSCSP. The
physiotherapists evaluated muscle function using the following
tests: the 6-min walking test, time to walk 10m, timed up-
and-go test, time to climb up and down four steps, and the
Motor Function Measure 20-item scale (MFM-20). All timed
tests were performed asking the patient to not use aids for
walking. Muscle strength was studied using both the Medical
Research Council (MRC) scale and hand-held myometry. Daily
life activities were studied using the activity limitations scale

Frontiers in Neurology | www.frontiersin.org 2 March 2021 | Volume 12 | Article 634766
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FIGURE 1 | An example of Dixon and MT images. This figure shows an axial image of the right medial thigh of a Pompe patient including the muscles studied in this

paper with the ROIs drawn and the values obtained for FF and MTR. (A) 3-D Dixon imaging of the thigh. (B) ROIs drawn in (A) showing the results of FF observed. (C)

Dixon-MTC imaging of the thigh. (D) ROIs drawn in (C) showing the results of MTR.

for patients with upper and/or lower limb impairments, and
quality of life was analyzed using both the Individualized
Neuromuscular Quality of Life Questionnaire and the Short
Form 36 questionnaire. We obtained forced vital capacity
(FVC), both seated and lying down, using the Carefusion
Microlab ML 3500 MK8 spirometer (Carefusion, Yorba Linda,
CA, USA). These last two tests were added due their being
commonly used in Pompe disease patients to measure their
clinical status (9). Finally, Creatine kinase levels in serum were
quantified in the HSCSP biochemistry laboratory following
standard protocols.

MRI
All patients were examined in a 1.5 MR system (1.5 Achieva
dStream; Philips, Best, NL) at HSCSP in the supine position with
stretched legs using a 32-channel body coil. Axial 3-D Dixon
FFE on the middle third of both thighs was performed with the
following parameters: TR/TE1/TE2= 5.78/1.8/4ms, flip angle=
15, FOV = 520 × 340 × 300, acquired voxel size = 1 × 1 × 3
mm3; acquisition time was 2min 33 s. Also, another 3-D Dixon
FFE sequence was acquired with and without an off-resonance
magnetization transfer contrast prepulse active, TR/TE1/TE2 =

32/1.8/4ms, flip angle = 15, FOV = 400 × 200 × 114mm,

Frontiers in Neurology | www.frontiersin.org 3 March 2021 | Volume 12 | Article 634766
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FIGURE 2 | Dixon water and fat maps and MTC-Dixon images obtained. Examples of fat and water maps generated from the data obtained with the Dixon sequence

and of the images obtained with the MTC-Dixon sequence and the map generated. Axial sections of the thighs of a control (A) and two patients with Pompe disease,

one with moderate involvement (B) and the other with severe muscle involvement (C).

TABLE 1 | Mean demographic and clinical data of the patients included in the

study.

Pompe McArdle Controls

Individuals (n) 29 2 29

Age at MRI 41.2 ± 21.3 y.o. 44 and 38 y.o 45.2 ± 22.7 y.o.

Use of ERT (n) 21

Aids for walking (n) 12 – –

Need of ventilation (n) 11 – –

MRI, magnetic resonance imaging; ERT, enzymatic replacement therapy; N, number

of patients.

acquired voxel size = 1 × 1 × 3 mm3; total acquisition time for
images with and without MTC module active was 7min 58 s.

Analysis
We analyzed both sequences in the middle right thigh of
all patients. Regions of interest (ROIs) were manually drawn
by three investigators on one slice of the following muscles:
vastus lateralis (VL), sartorius (Sar), the long head of the
biceps femoris (BLH), and adductor magnus (AM), keeping a
reasonable distance from the fascia and subcutaneous fat tissue.
FF was obtained using a Philips Research Image Development
Environment (PRIDE) tool developed for this purpose. MTR was
calculated using the following formula in which Mo and MSat
refer to the images without and with the saturation prepulse.

MTR values were expressed in percentage. Figure 1 shows an
example of MT imaging, and the ROIs drawn and Figure 2 shows
an example of the images obtained in this study.

MTR =

(

Mo − M Sat

Mo

)

(1)

Statistics
We confirmed that the variables to be analyzed were normally
distributed using a Kolmogorov–Smirnov test, and therefore,
parametric statistical studies were used. We used the Student
T-test to analyze if the differences observed in FF and MTR
between Pompe and controls were statistically significant. We
used the Pearson test to study if correlations between variables
were significant. We consider that a correlation was good if
the correlation coefficient was higher than 0.6. The significance
level for all statistical studies was set at p < 0.05, and post-hoc
Bonferroni corrections were used when needed. Statistical studies
were performed with SPSS for Mac computers (Version 21, SPSS
Inc., Chicago, IL).

RESULTS

Patients Included
We included in the study 29 LOPD patients of which 23 patients
were symptomatic and treated with enzymatic replacement
therapy (ERT) and 6 patients were presymptomatic and not
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FIGURE 3 | MTR and FF in controls and Pompe patients. (A) Mean thigh MTR value in controls (red) and Pompe patients (blue). (B) MTR value of VL, BLH, AM, and

Sar in controls (red) and Pompe patients (blue). (C) Mean thigh FF value in controls (red) and Pompe patients (blue). (D) FF of VL, BLH, AM, and Sar in controls (red)

and Pompe patients (blue). (E) Mean thigh MTR value in individuals with mean thigh FF lower than 20% in controls (red) and Pompe patients (blue). (F) Mean thigh

MTR value in individuals with mean thigh FF higher than 20% in controls (red) and Pompe patients (blue). Mean value and standard deviation are shown.

treated with ERT. Clinical features of LOPD patients included in
this study have been reported before (10).We also included in the
study 2 patients with McArdle disease without muscle weakness
at clinical examination and 29 healthy age- and sex-matched
controls. Main demographic and clinical data of the individuals
included in the study are summarized in Table 1.

MRI Results
We found lower MTR average value in LOPD patients’ muscles
(45.5 ± 8.5) compared with controls (51.7 ± 2.3) (Student
T-test, p < 0.001; Figure 3A). When analyzed separately, we
identified significant lower values in AM and BLH but not in VL
nor Sar in LOPD patients compared with controls (Figure 3B).

MTR average value was lower in symptomatic compared with
presymptomatic (41.9 ± 9.8 vs. 51 ± 4, respectively, Student
T-test p < 0.001). There were no differences in MTR between
controls and presymptomatic patients.

We found higher mean thigh FF in LOPD patients’ muscles
(44.9 ± 32.8%) compared with controls (17.86 ± 6.8%) (Student
T-test, p <0.001; Figure 3C). When analyzed separately, we
identified higher values in AM, BLH, and VL but not in Sar
in LOPD patients compared with controls (Figure 3D). Mean
thigh FF was significantly higher in symptomatic compared with
presymptomatic LOPD patients (32.6 ± 7.7 vs. 21.24 ± 7.3,
respectively, Student T-test p < 0.001). There were no differences
in mean thigh FF between controls and presymptomatic patients.
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FIGURE 4 | Correlation between MTR value and FF. The figure shows the correlation between MTR value and FF in each muscle analyzed from controls (red) and

patients with Pompe disease (blue).

We did not identify significant differences in MTR in those
muscles with FF lower than 20% between LOPD and healthy
controls when the four individual muscles were analyzed together
(Figures 3E,F). However, when analyzed separately, we observed
significant differences in MTR in the AM (48.4 ± 3.6 in Pompe
vs. 51 ± 1.3 in controls, Student T-test = 0.023). We observed
a negative correlation between MTR value and FF in muscles
studied (correlation coefficient:−0.65, Spearman test p< 0.0001;
Figure 4).

Correlation With Results of the Muscle
Function Tests
We observed a significant correlation between mean thigh MTR
value and the results of muscle function tests, including timed
tests, such as the 6MWT or the time to walk 10m, and measures
of muscle strength, such as the composite MT value of the
lower limbs. Moreover, we identified a good correlation between
individual muscleMTR values and specificmuscle assessments as
is shown in Table 2.

DISCUSSION

We observed that MT is an indirect measurement of muscle
loss in LOPD patients, and it correlates with results of different
muscle function tests commonly used in clinical trials and natural
history studies. We also identified a good correlation between
muscle FF and muscle MTR value, suggesting that MTR values
decrease in relation to progressive loss of muscle fibers that are
replaced by fatty tissue.

TABLE 2 | Correlation between MTC values and results of the muscle function

tests.

Mean MTC value

Correlation coefficient Significance

Time to walk 10m −0.72 0.0001

6 MWT 0.813 0.0001

Time up go −0.78 0.0001

Time climb up 4 Steps −0.79 0.0001

Time go down 4 Steps −0.75 0.0001

MRC lower limbs 0.71 0.0001

Activlim 0.59 0.001

CK levels 0.12 0.71

MTC adductor magnus

Hip adduction 0.63 0.0001

MTC biceps long head

Knee flexion 0.54 0.003

MTC vastus lateralis

Knee extension 0.38 0.52

6MWT, 6min walking Test. Pearson test was performed, and p-values are shown.

Quantitative muscle MRI is progressively being implemented
in the follow-up of patients with neuromuscular diseases,
including Pompe disease, in clinical trials and natural history
studies (11–13). Dixon imaging allows calculating the FF, which
is the amount of skeletal muscle replaced by fatty tissue. FF is
shown to correlate with the results of muscle function tests in
different diseases, including but not limited to Pompe disease.
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FIGURE 5 | Example of Dixon and MTR images in a presymptomatic Pompe patient. (A) AM muscle is not macroscopically infiltrated by fat, and the estimation of FF

using the Dixon technique is 12%. (B) MTR value in AM is 45.

Moreover, Dixon has proved to be useful to follow up the
progression of fat replacement in LOPD patients in longitudinal
studies. Previous studies have identified risk factors associated
with FF, such as early age of onset of symptoms and disease
duration (8).

Based on these results, Dixon sequences are being
implemented in the new clinical trials that are being designed in
this disease. MT imaging is based on the magnetization exchange
between protons present in the free-water compartment
and protons bound to macromolecules. The more hydrated
the macromolecules are, the more magnetization transfer is
obtained. MT from fat is low as it is a hydrophobic tissue.
Hydrophobic properties of lipids cause them to experience
limited MT; for that reason, MT is generally low in tissues
with high fat content (14–16). However, it is known that fat
generates chemical shift artifacts that could compromise the
characterization and analysis of tissue. The use of traditional
fat-suppression techniques in MT studies can affect the MTR
measurements, but the use of water images obtained from Dixon
sequences avoids possible confounding effects derived from the
fat signal for MTR calculation (17, 18). For these reasons, in this
study, we decided to use a two-point Dixon sequence with an
off-resonance prepulse. However, the signal obtained in muscles
replaced by fat could also be influenced by other concomitant
components, such as fibrotic tissue or inflammation. Therefore,
MTR is not directly measuring only fat replacement, but in our
opinion, is an indirect measurement of loss of muscle fibers
that reduce the values obtained. In this sense, our results are
similar to the ones reported in other neuromuscular diseases,
such as LGMD, inclusion body myositis, Charcot-Marie-Tooth

disease, or spinal muscle atrophy (6, 7). We observed lower MTR
values in symptomatic patients compared with non-symptomatic
patients and controls. To fully understand the biophysical origins
of MT in Pompe muscle, a more detailed quantitative MT study
is warranted that takes into account pool sizes, T1, lipids, and
multiple transfer magnetization transfer mechanisms (5, 19).

Our initial hypothesis was that MT could be useful as an
indirect measurement of glycogen. Glycogen is a highly hydrated
molecule, and therefore, it was tempting to hypothesize that, in
patients with Pompe disease who accumulate glycogen in their
muscles, MTR could increase because of the accumulation of
water bound to the glycogen. In this study, we observed that
fat replacement is a confounding factor because it reduces the
MTR signal considerably and makes difficult the identification
of the effect of other tissue components on MTR. However,
MT values in muscles with low levels of fat replacement
(<20% FF) are not statistically different between healthy controls
and LOPD patients except for the AM. Additionally, we have
not seen differences between presymptomatic non-treated and
symptomatic treated patients in the MTR values in muscles
with FF lower than 20% (Figure 5). There are two potential
explanations for our findings. On one hand, it is possible
that the amount of glycogen accumulated in these muscles
was too low to induce any change in MTR. It is well-known
that LOPD patients accumulate less glycogen than infantile
onset patients (IOPD). Muscle biopsies of LODP patients
can show mild accumulation of glycogen or even be normal,
and muscle biopsies in IOPD patients are characterized by
a massive accumulation of glycogen. On the other hand and
based on the physiopathology of the disease, it is probable that
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the accumulation of glycogen was more prominent in those
muscles undergoing fatty replacement, but if that was the case,
MTR could be influenced by the loss of muscle fibers and
expansion of fat, producing, as a result, a decrease in MTR
values (20–22). We have also tested MT in 2 patients with
glucogenosis type V, usually known as McArdle disease, who
had mean thigh FF lower than 10%, and we have not seen
any change in MTR values compared with controls. In our
opinion, to completely rule out MTR as an indirect measure of
glycogen in patients, we should explore it in pretreated IOPD
patients because they accumulate larger amounts of glycogen in
their muscles.

Interestingly, we have seen a statistically significant decrease
in MTR values in the AM muscle in presymptomatic patients
without an increase in FF. We previously identified that
this muscle is one of the muscles earlier replaced by fat
in the progression of the disease (8). Two of these patients
developed mild hip adduction weakness soon after being
scanned in this study. In our opinion, this result probably
reflects the loss of muscle fibers that could be the cause of
the weakness rather than accumulation of glycogen as we
would expect an increase in the MTR values. It is possible
that MT has high sensitivity to detect mild muscle fiber loss
even when these fibers have not been replaced by fat yet,
and Dixon studies do not detect an increase in fatty tissue.
Accordingly, McDaniel et al. reported a decrease in MTR value
in muscles of patients with muscular dystrophies that were
not replaced by fat, which could be related, in our opinion,
to the existence of early muscle damage not yet leading to
fat replacement.

The main limitation of our study is that we have not
used a gold standard test to study the amount of glycogen
present in the muscles of the patients, such as a muscle
biopsy or specific imaging sequences able to identify glycogen,
such as 13C and 1H spectroscopy (23), chemical exchange
saturation transfer imaging of glycogen (GlycoCEST) (24–26),
and the recently described nuclear Overhauser enhancement
of glycogen (Glyco-nOe) (27, 28). All these sequences are
able to identify glycogen in muscles and/or liver but are
not available in conventional hospitals not focused on
research. Some of the advantages of the MT technique are
that it is available in many hospitals, does not require a
specific coil, and the acquisition is relatively fast and easy
to analyze.

We have seen that MT values correlate with FF and, therefore,
could be used to monitor disease progression over time although
this should be explored in future longitudinal studies. The only
longitudinal study published so far shows thatMTmeasurements
decreased in Charcot-Marie-Tooth and IBM patients after 1
year of follow-up in relation to the accumulation of fatty tissue
identified using Dixon (29).

CONCLUSION

The MTR estimation constitutes a sensitive tool for the
identification of cellular damage in patients with Pompe disease.
It is correlated with muscle loss and muscle function tests.
Therefore, MT should be further explored as a tool for
monitoring muscle degeneration in Pompe disease in clinical
trials or natural history studies.
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En la presente tesis hemos utilizado dos técnicas cuantitativas de resonancia 

magnética (la técnica Dixon y la transferencia de magnetización) para identificar y 

caracterizar los cambios estructurales en los músculos esqueléticos de pacientes 

con enfermedad de Pompe de inicio tardío.

En el primer trabajo recogido en el artículo 1, cuantificamos la cantidad de grasa 

intramuscular en los músculos de una cohorte de 36 pacientes con LOPD, es un 

estudio prospectivo de 4 años de duración, con visitas anuales. Cada visita incluía la 

evaluación del estado clínico mediante pruebas funcionales (MRC, dinamometría, 

6MWT, 10MWT, CVF, escalas de actividades de la vida diaria) y una RM muscular 

utilizando la secuencia 2 punto-Dixon. La cohorte incluía 23 pacientes sintomáticos 

en tratamiento con TRE y 13 pre-sintomáticos no tratados. Durante el estudio 4 

pacientes pre-sintomáticos mostraron debilidad muscular e iniciaron TRE, a estos  

4 pacientes los analizamos por separado.

En los pacientes sintomáticos las pruebas de fuerza muscular evaluadas mediante 

la escala MRC, miometria, y la función respiratoria (CVF) mediante espirometría, 

fueron las que más progresaron al final del estudio. La disminución de la fuerza 

muscular fue más notable en la flexión y extensión de la cadera. En los pacientes 

pre-sintomáticos no encontramos diferencias significativas en ninguna de las 

pruebas funcionales como función muscular, la fuerza muscular, la función respira-

toria ni en las escalas de actividades de vida diaria.

Se realizó una secuencia 3D Dixon-FFE de pelvis y muslos en todos los pacientes, 

con los siguientes parámetros: TE 1.8/4 ms, TR 5.78 ms, flip-angle: 15º. Para la cuan-

tificación de la FF utilizamos un programa informático diseñado para tal propó-

sito por la empresa Philips, llamado Research Image Development Enviroment 

(PRIDE). Tras la obtención de las imágenes, dibujamos manualmente el área de 

cada músculo teniendo cuidado en no incluir tejido subcutáneo. Para obtener una 
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muestra representativa de todo el músculo, estudiamos 4 cortes en los músculos: 

vasto intermedio, vasto lateral, vasto medial, recto femoral, aductor mayor, sartorio, 

gracilis, semitendinoso y semimembranoso. En 3 cortes en los músculos: bíceps 

femoral cabeza larga-cabeza corta y aductor largo y en 1 corte en los músculos 

paravertebrales y psoas. El tiempo aproximado de análisis de las imágenes (cuanti-

ficación de FF) por paciente fue entre 45-60 minutos.

Realizamos un total de 4 visitas a todos los pacientes de nuestra cohorte. En cada 

visita adquirimos la secuencia de RM 3D Dixon-FFE. Calculamos el área del músculo, 

la fracción de músculo, y la FF de los músculos paravertebrales, del psoas y de 

cada uno de los músculos que conforman los muslos. El coeficiente de FF grasa fue 

definido como: Fat/(Fat +Water). En el grupo de pacientes sintomáticos tratados con 

TRE observamos un incremento significativo de FF del muslo de 5.7 + 3.7% al final del 

estudio, que se corresponde con un incremento anual de 1.9%.  El incremento de FF 

fue variable de un paciente a otro,  algunos con más del 13 % y otros menos del 1%.   

Estos hallazgos sugieren que aparte del tratamiento deben existir otros factores 

que influyen en esta variabilidad. Para respondernos a esta interrogante, correlacio-

namos el incremento de FF con otros factores demográficos, clínicos y funcionales. 

El inicio precoz de los síntomas, mayor duración de tratamiento, una peor situación 

muscular y respiratoria en la visita basal, así como mayor fracción grasa al inicio del 

estudio se asocian con mayor incremento de la FF en la RM muscular.

Todos los músculos que conforman el muslo mostraron una progresión significa-

tiva de FF. Los músculos que presentaron mayor progresión de la FF fueron: vasto 

lateral, bíceps femoral-cabeza larga y cabeza corta, semimembranoso, semitendi-

noso y gracilis. En contraparte, no encontramos incrementos significativos de FF 

en los músculos paravertebrales, posiblemente debido a que al inicio del estudio 

dichos músculos ya presentaban valores altos de FF, sugiriendo que se afectan en 

fases iniciales de la enfermedad. Pensamos que al no haber muchas más fibras 
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musculares que puedan ser sustituidas por grasa, es lógico pensar que la FF no se 

va a incrementar en el tiempo.  

En un estudio realizado por nuestro equipo se siguieron 32 pacientes con LOPD 

por periodo de un año. Todos estos  pacientes están incluidos en el artículo 1 de 

la presente tesis. Observamos un incremento de la fracción grasa en los muslos 

del 1.7%. Otro estudio que efectúo un análisis retrospectivo de 14 pacientes LOPD 

tratados, identificaron un incremento significativo del la fracción grasa del 0.9%, en 

un periodo de un año. Este resultado podría estar influenciado por que estudiaron 

además de los músculos de los muslos, los músculos de las piernas que se afectan 

en fases avanzadas de la enfermedad, disminuyendo así el valor final de la fracción 

grasa 94. El incremento de la fracción grasa cercano al 2% que identificamos en el 

presente trabajo es cercano a los valores de los trabajos previamente descritos, y 

a diferencia de ellos, hemos demostrado que el incremento de la fracción grasa 

mantuvo una progresión estable durante los 3 años de seguimiento, a pesar de 

recibir tratamiento.

En los pacientes pre-sintomáticos, también observamos un incremento anual 

medio de la fracción de grasa del 0.8% que fue estadísticamente significativo a 

pesar de que las pruebas funcionales no mostraron cambios en este grupo de 

pacientes durante los 3 años de seguimiento, sugiriendo que el daño muscular 

comienza antes que se manifieste la debilidad muscular y estableciendo a la RM 

muscular; especialmente las técnicas destinadas a encontrar grasa muscular; 

como idóneas para realizar el seguimiento de estos pacientes. Al estudiar los 

músculos individualmente en este grupo de pacientes nos llamó la atención el 

comportamiento de dos músculos en especial: los músculos paravertebrales y el 

aductor mayor. Observamos que ambos músculos al inicio del estudio (visita 0)  

tenían valores altos de FF en pacientes pre-sintomáticos mayores de 25 años, 

mientras que se encontraban respetados en menores de 25 años, sugiriendo que 



110

RESUMEN GLOBAL DE LOS RESULTADOS5

la edad podría tener un papel relevante en el proceso de degeneración muscular 

en esta enfermedad. En este sentido, observamos que la tasa de progresión de 

la FF era más elevada en pacientes mayores de 25 años, mientras que se encon-

traba estable en menores de 25 años.  

Una de las características de la sustitución grasa en los pacientes con enferme-

dades musculares hereditarias, es que ésta no se produce al unísono en todos los 

músculos, sino que, parece existir un patrón de afectación progresiva que varía de 

una enfermedad en otra. Por ejemplo, existen enfermedades donde los músculos 

cuádriceps se afectan de forma precoz, como por ejemplo el déficit de disferlina, 

mientras que hay otras donde los cuádriceps se afectan de forma tardía, como en la 

enfermedad de Nonaka producida por mutaciones en el gen GNE 100. No sé conoce 

cuales son las causas que llevan a algunos músculos a afectarse antes que otros 

en las enfermedades hereditarias. Conocer la historia natural “radiológica” de estas 

enfermedades ha permitido describir patrones que son útiles para el diagnóstico, 

pero al mismo tiempo plantean la pregunta de qué cuál es el mejor músculo para 

seguir la progresión de la enfermedad.  

Para seleccionar el músculo a utilizar en el seguimiento de los pacientes con EP 

decidimos analizar a los pacientes en función de la cantidad de grasa intramuscular 

que tenían en la visita basal.  En el primer grupo de pacientes con valores bajos de FF 

inferiores al 15%; todos ellos pre-sintomáticos; los músculos paravertebrales mues-

tran una tasa de progresión constante, a pesar de que ninguno de los pacientes de 

este grupo refirió síntomas ó tuvo debilidad muscular durante el seguimiento. En 

el segundo grupo con valores de FF entre 15% - 30% el músculo que mayor incre-

mento de FF mostró fue el bíceps femoral-cabeza larga. Los músculos paraverte-

brales y aductor mayor ya tenían valores altos de FF al inicio del estudio. En el tercer 

grupo con valores de FF entre 31% - 45% los músculos que mostraron mayor incre-

mento fueron el bíceps femoral-cabeza corta, vasto intermedio y vasto lateral. Los 
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músculos paravertebrales, aductor mayor, semimembranoso, semitendinoso y bíceps 

femoral-cabeza corta ya tenían valores altos de en la visita basal. Finalmente, en el 

último grupo de pacientes con valores de FF mayores al 45%, el único músculo que 

mostro una progresión uniforme y constante fue el vasto lateral. Todos los pacientes 

que conforman los últimos 3 grupos son sintomáticos.  

Estos hallazgos son importantes para diseñar un estudio de seguimiento de 

pacientes con enfermedad de Pompe, dado que, si decidimos estudiar músculos 

con alto porcentaje de grasa basal, es muy probable que no observemos cambios 

en el tiempo ya que la FF no subiría significativamente. Por el contrario, si elegimos 

músculos que no se afectan hasta fases muy avanzadas de la enfermedad, como 

es el caso del vasto lateral, igualmente no identificaremos cambios, aunque la FF 

se incremente en otros músculos no analizados. 

Desde un punto de vista radiológico hemos observado que los músculos paraverte-

brales son los primeros en ser afectados en la EP, probablemente, esto este, relacio-

nado con síntomas frecuentemente reportados como escoliosis en pacientes juveniles 

y dolor lumbar o cambios en el patrón de la marcha en pacientes adultos.  El músculo 

aductor mayor también está involucrado tempranamente en la progresión de la enfer-

medad y de hecho hemos observado que estos dos músculos ya están completa-

mente reemplazados por grasa en la mayoría de nuestros pacientes sintomáticos.  

Por tanto, consideramos que estos músculos son buenos candidatos para el segui-

miento en fases iniciales de la enfermedad. Los músculos del compartimiento poste-

rior de los muslos son afectados más tardíamente y entonces pueden ser considerados 

buenos candidatos para monitorizar la fracción de grasa fases intermedias. Finalmente, 

los músculos vastos están involucrados en las fases más avanzados. De hecho, solo 

dos pacientes de nuestra corte tenían clara debilidad de la musculatura cuádricipital, 

el vasto lateral a la luz de nuestros resultados es un buen candidato para monitorizar 

la progresión de la FF en pacientes que están en un estadio clínico avanzado. 
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A los pocos meses del primer año de seguimiento (visita 1), 4 pacientes pre-sinto-

máticos manifestaron debilidad muscular e iniciaron tratamiento con TRE. Tuvimos 

la oportunidad de observar los cambios en la progresión de FF antes y después del 

inicio del tratamiento. Durante el primer año de seguimiento (pre-TRE) el incremento 

medio de FF fue de 3,39 %, Tras el inicio del tratamiento observamos un incremento 

medio de 1.7% sugiriendo que la TRE podría ser efectiva en retrasar la progresión 

del deterioro muscular. No obstante, al tratarse de una muestra muy reducida de 

pacientes estos resultados deben ser considerados con cautela. 

Durante el estudio observamos que la cuantificación de la grasa en el músculo 

mediante la secuencia Dixon, tenía algunas limitaciones. La primera, los pacientes 

pre-sintomáticos menores de 25 años no mostraron incremento significativo de la FF. 

La segunda, dos pacientes menores de 20 años desarrollaron debilidad muscular, 

uno durante el estudio (de 19 años) y otro paciente inmediatamente al finalizar 

el estudio (de 12 años). No identificamos sustitución grasa en la RM muscular de 

ninguno de los dos a pesar de las manifestaciones clínicas. Podría ser que en las 

formas juveniles la acumulación de glucógeno interfiera en la contracción de la 

fibra muscular y esa sea la causa de la debilidad, a diferencia de los pacientes con 

formas del adulto donde la sustitución de la fibra muscular por grasa parece ser el 

responsable de la debilidad muscular.

Podemos concluir que la estimación de la fracción grasa es un buen indicador de la 

severidad y progresión de la enfermedad en pacientes con LOPD. La RM ha probado 

ser útil en identificar cambios en la cantidad FF a nivel muscular incluso antes que 

las pruebas funcionales se alteren, además hemos demostrado una correlación a 

los 3 años entre los cambios en las pruebas funcionales y los resultados identifi-

cados en la RM muscular, corroborando la sensibilidad y validez de la RM como una 

medida de seguimiento en estos pacientes. Sin embargo, nuestro trabajo nos deja 

dos interrogantes que deberán ser estudiadas en estudios posteriores:
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La primera, en pacientes pre-sintomáticos, el proceso de daño muscular y sustitu-

ción grasa ya ha comenzado a pesar de no manifestarse en los estudios funcionales. 

No tenemos una idea clara de si esta progresión será estable o no en el tiempo, por 

lo que sería importante obtener datos de un mayor número de pacientes mediante 

RM para establecer este hecho y conocer los factores que pueden asociarse al inicio 

de acúmulo graso. Por otra parte, estos datos sugieren que la RM muscular puede 

ser útil en el seguimiento de estos pacientes en la clínica diaria ya que si eviden-

ciamos un aumento considerable del acúmulo graso en un paciente pre-sintomático 

podemos plantearnos el inicio del tratamiento antes que los síntomas se manifiesten. 

La segunda, como ya describimos previamente, la secuencia Dixon no sería la 

técnica de elección en el seguimiento de pacientes con formas juveniles, al no 

detectar cambios significativos en la infiltración de grasa muscular. Quizás podrían 

beneficiarse de otras técnicas que monitoricen el glucógeno intramuscular como 

la espectroscopia de 13C y el GlycoCEST, lastimosamente estas técnicas sólo están 

disponibles en centros especializados por lo que sería deseable aplicar una técnica 

de RM accesible, capaz de identificar cambios relacionados con la acumulación de 

glucógeno intramuscular.

Esta última interrogante nos conduce a nuestro segundo proyecto de investigación 

plasmado en el artículo 2 en el que nos propusimos identificar y cuantificar cambios 

relacionados con el glucógeno mediante la técnica de transferencia de magnetización. 

La TM comparte principios físicos con la técnica GlycoCest, pero a diferencia de ella 

no requiere un software específico y el procesamiento es más sencillo. Mediante 

esta técnica podemos generar mayor contraste entre tejidos realzando los cambios 

patológicos, como por ejemplo en la esclerosis múltiple donde ha demostrado 

que mejora la visualización de las lesiones agudas 101. Por otro lado, también 

podemos cuantificarla obteniendo una tasa de transferencia de magnetización, 
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que se corresponde con la señal de los componentes macromoleculares de un 

tejido.  Como la TM aún no ha sido probada en la enfermedad de Pompe, deci-

dimos estudiar 29 pacientes con enfermedad de Pompe de inicio tardío (23 con 

TRE y 6 pre-sintomáticos) comparados con 29 controles sanos, además decidimos 

incluir a 2 pacientes ya diagnosticados de enfermedad de McArdle en este estudio. 

A diferencia del primer trabajo, este fue un estudio transversal en el que analizamos 

cuatro músculos: vasto lateral, aductor mayor, sartorio y bíceps femoral-cabeza 

larga. Decidimos estudiar estos cuatro músculos en particular para tener músculos 

con diferentes estadios evolutivos, es decir músculo sin grasa , músculos con susti-

tución parcial de grasa y músculo casi o completamente reemplazados por grasa 

en los que pensamos que podrían tener alto contenido de glucógeno.

En todos los pacientes y controles sanos se realizaron dos secuencias de RM en los 

muslos. Una secuencia 3D-Dixon FFE con los siguientes parámetros: TE 1.8/4 ms, TR 

5.78 ms, flip-angle: 15º, en la cual calculamos la fracción de grasa muscular utilizando 

la herramienta PRIDE. Una segunda secuencia 3D-Dixon FFE a cuál aplicamos un 

pulso especial de Transferencia de Magnetización con los siguientes parámetros: 

TE 1.8/4 ms, TR 32 ms, flip-angle: 15º, en esta última secuencia calculamos el valor 

de MTR que se expresa en porcentaje, mediante la fórmula: MTR= Mo – M Sat / Mo.  

La decisión de utilizar un pulso de transferencia de magnetización en una secuencia 

Dixon fue para evitar las  interferencias que la señal de la grasa produce cuando se 

calcula el valor de MTR mediante técnicas de saturación convencionales (SPIR) 102. 

En los pacientes sintomáticos con enfermedad de Pompe el MTR es bajo respecto 

al grupo de pre-sintomáticos. Los músculos que mostraron valores más bajos de 

MTR fueron el músculo aductor mayor y el bíceps femoral-cabeza larga. Posible-

mente porque son músculos que se afectan en fases tempranas e intermedias de 

la enfermedad.  La sustitución grasa muscular fue superior en pacientes sintomá-

ticos respecto a los pre-sintomáticos, los músculos con una FF más elevada fueron 
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el aductor mayor, el bíceps femoral y el vasto lateral. Hemos observamos una correla-

ción negativa entre el valor de MTR y la FF. Cuanto mayor es la sustitución grasa del 

músculo, menor es el valor de MTR, por tanto, MTR refleja pérdida de masa muscular. 

Comparamos los resultados de MTR con las pruebas físicas, encontrando una 

buena correlación con la fuerza y función muscular. Estos hallazgos sugieren que 

la transferencia de magnetización podría ser útil en el seguimiento. Nuestros resul-

tados están en línea con las publicaciones de esta técnica en otras miopatías como 

en la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth ó en la miositis por cuerpos de inclusión, 

donde valores bajos de MTR se correlacionaban con el deterioro muscular 102.   

Por tanto, la transferencia de magnetización es un indicador de la integridad 

muscular y podría ser útil el seguimiento los pacientes con enfermedad de Pompe 

tanto en la práctica diaria como en ensayos clínicos.

No encontramos diferencias significativas entre el valor de MTR entre pre-sinto-

máticos y controles sanos, no obstante, al analizar los músculos por separado, nos 

llamó la atención que el músculo aductor mayor de los pacientes pre-sintomático 

con una FF menor al 20% mostraban valores bajos de MTR respecto a controles. 

Dos pacientes desarrollaron debilidad muscular tan pronto como se adquirieron 

las imágenes. Un estudio de pacientes con distrofia de cinturas (LGMD) 99 identificó 

valores bajos de MTR en músculos aún no remplazados por grasa. Podría ser que 

la transferencia de magnetización sea sensible en detectar daño el muscular antes 

que la sustitución grasa ocurra.

Uno de nuestros objetivos iniciales fue que la TM podía ser una medida indirecta 

de glucógeno intramuscular. El glucógeno es una molécula hidratada y como los 

pacientes con EP acumulan glucógeno entre sus fibras musculares, esperábamos 

que el valor de MTR sea alto debido a mayor señal por el agua ligada al glucógeno. 
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En nuestro estudio observamos que la grasa reduce los valores de MTR conside-

rablemente enmascarando la señal de otros componentes minoritarios de la célula 

muscular. Al comparar músculos con baja cantidad de grasa, no encontramos dife-

rencias del MTR respecto a los controles. En los dos pacientes de McArdle incluidos 

en el estudio, tampoco evidenciamos cambios en el valor de MTR, ambos pacientes 

tenían FF inferiores al 10%. Por consiguiente, no hemos podido demostrar que la TM 

sea capaz de evidenciar cambios en la concentración de glucógeno. Pensamos que 

puede deberse a dos razones. Primero, es posible que la cantidad de glucógeno 

sea muy baja al tratarse de pacientes con formas del adulto, por tanto, la señal del 

glucógeno no sería lo suficientemente potente para ser reconocida por esta técnica. 

Segundo, la grasa al ser hidrófila actúa como factor confusor reduciendo los valores 

de MTR. Antes de descartar del todo la utilidad de esta técnica sería interesante 

estudiarla en pacientes sin grasa muscular y que acumulen grandes cantidades de 

glucógeno como en las formas infantiles de la enfermedad de Pompe. 
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En la enfermedad de Pompe de inicio tardío la acumulación progresiva de glucó-

geno en el sarcoplasma termina dañando irreversiblemente el aparato contráctil de 

la célula. La pérdida gradual de masa muscular contráctil y sustitución por tejido 

adiposo, derivan en un cuadro de debilidad muscular de evolución crónica progre-

siva. La terapia de reemplazo enzimático (TRE), ha probado ser eficaz en estabilizar 

los síntomas, a pesar de que, todo parece indicar que el deterioro muscular no se 

detiene. Las evaluaciones clínicas mediante pruebas físicas como la escala MRC, 

miometría, 6MT y espirometría, han demostrado, no ser siempre capaces de iden-

tificar cambios en aquellos pacientes que reciben tratamiento. Resulta evidente 

que necesitamos nuevos marcadores de seguimiento que nos permitan identificar 

cambios tempranos en la estructura de la fibra muscular. En este contexto la reso-

nancia magnética muscular ha demostrado ser capaz de identificar acúmulos de 

grasa antes que la debilidad muscular sea evidente, siendo una herramienta útil en el 

seguimiento de las enfermedades neuromusculares como la enfermedad de Pompe.

En el primer trabajo de investigación, se siguió una cohorte de 36 pacientes con 

LOPD, tanto sintomáticos como pre-sintomáticos por un periodo de 4 años, utili-

zando la secuencia 2 punto-Dixon para cuantificar la fracción de grasa intramus-

cular.  Identificamos un incremento progresivo de la fracción grasa muscular desde 

el primer año de estudio y antes que se alteren las pruebas funcionales. Este incre-

mento de grasa se mantuvo estable durante los 3 años de seguimiento, indepen-

dientemente de que los pacientes recibiesen o no tratamiento con terapia de reem-

plazo enzimático. Nuestros resultados están en línea a lo descrito en la literatura, 

demostrando que la cuantificación de grasa muscular mediante la RM constituye 

una buena herramienta de seguimiento en esta enfermedad. 

Como puede apreciarse en la tabla 1 del anexo, nuestro trabajo, es uno de los pocos 

estudios en la enfermedad de Pompe de inicio tardío, que consigue reunir un gran 

número de pacientes con un seguimiento a largo plazo. Hemos demostrado que la 
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RM es más sensible en identificar modificaciones en la estructura muscular antes 

que las manifestaciones clínicas sean evidentes,  y lo más importante, que a los 3 

años de seguimiento, los cambios en las pruebas funcionales terminan correlacio-

nado con los resultados identificados en la RM muscular, demostrando así,  que 

la RM es un factor predictor del deterioro muscular , ya que, si demostramos un 

incremento de grasa en un paciente determinado, este paciente está a riesgo de 

desarrollar ó empeorar su función muscular. Estos resultados aportan validez a la 

Resonancia Magnética, situándola como biomarcador evolutivo en enfermedades 

neuromusculares de lenta evolución como es el caso de la enfermedad de Pompe. 

Adicionalmente, hemos identificado factores que, podrían estar relacionados con 

una progresión más rápida de la sustitución grasa a nivel muscular, como un inicio 

precoz de los síntomas, mayor   tiempo en tratamiento con terapia de reemplazo 

enzimático o un peor rendimiento muscular en la visita basal, así como mayor frac-

ción grasa al inicio del estudio.  

Dentro de las limitaciones de nuestro estudio observamos que la cuantificación 

de la fracción grasa mediante la secuencia Dixon, requiere alto grado de espe-

cialización y consume mucho tiempo de análisis por paciente, lo que cuestiona 

su aplicabilidad en la práctica diaria. Por ello, en nuestro trabajo decidimos identi-

ficar qué músculos ó grupos musculares serían los mejores candidatos para realizar 

el seguimiento y de esta forma disminuir el tiempo de análisis. En los pacientes 

pre-sintomáticos los músculos paravertebrales serían los mejores candidatos de 

seguimiento ya que se afectan en fases iniciales. A medida que progresa la enfer-

medad se afectan los músculos del compartimiento posterior del muslo como los 

isquiotibiales y finalmente el músculo vasto lateral que no se ve afectado hasta 

fases muy avanzadas de la enfermedad. 
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Durante el estudio identificamos dos pacientes con enfermedad de Pompe, forma 

juvenil, ambos menores de 20 años, en los cuales no detectamos incrementos de 

la fracción grasa mediante la técnica Dixon, a pesar de que desarrollaron síntomas 

de debilidad muscular. Probablemente se deba a que, en las formas juveniles,  

se acumulan mayores cantidades de glucógeno tanto en los lisosomas como 

entre las miofibrillas contráctiles, y eso afecte de forma importante el mecanismo 

contráctil del músculo, resultando en debilidad muscular, antes de que se induzca 

la necrosis celular y el reemplazo graso. De las observaciones previas, en pacientes 

con formas juveniles el seguimiento de la grasa muscular mediante la técnica Dixon 

no sería el método de elección. Estos pacientes se beneficiarían de métodos espe-

cíficos que monitoricen la cantidad de glucógeno intramuscular.  La transferencia 

de magnetización es un método que comparte principios básicos con la técnica 

Glyco-CEST, una secuencia que detectan glucógeno en tejidos vivos. 

El musculo esquelético muestra un efecto pronunciado de trasferencia de magneti-

zación y ya se ha demostrado que la TM es una medida sensible de daño muscular 

en pacientes con enfermedades neuromusculares, las cuales se caracterizan por 

pérdida progresiva de fibras musculares y remplazamiento por tejido adiposo.  

La TM ha sido utilizada en el estudio de otras enfermedades neuromusculares, pero 

no así en la enfermedad de Pompe, hasta la realización de este estudio.

En nuestro segundo artículo, nos planteamos que la transferencia de magnetiza-

ción podría identificar cambios estructurales en fases iniciales de la enfermedad 

de Pompe de inicio tardío, relacionados con la acumulación de glucógeno a nivel 

muscular antes que la sustitución por tejido adiposo se lleve a cabo. Para ello, 

realizamos un estudio trasversal de casos y controles, entre 29 pacientes con 

enfermedad de Pompe de inicio tardío y 29 controles sanos.  También incluimos 

en nuestro estudio dos pacientes con enfermedad de McArdle, una glucogenosis 

caracterizada por acumular grandes cantidades de glucógeno en los tejidos.
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La imagen por transferencia de magnetización explora la interacción entre el agua 

ligada a macromoléculas y el agua libre en un tejido. La cantidad de transferencia 

de magnetización puede cuantificarse obteniendo el valor de MTR mediante la 

fórmula: Mo-M Sat/Mo. Siendo una medida indirecta del comportamiento de las 

macromoléculas. En nuestro estudio, pensamos que el valor de MTR esta relación 

con el glucógeno intramuscular.

Hemos identificado que la transferencia de magnetización es una medida indirecta 

del daño muscular en pacientes con enfermedad de Pompe de inicio tardío. Además, 

existe una buena correlación entre la cantidad de grasa muscular y el valor de MTR, 

sugiriendo que los valores de MTR disminuyen en relación con la pérdida progresiva 

de fibras musculares que terminan siendo reemplazadas por tejido graso.

Para considerar la TM como marcador de seguimiento, comparamos los valores 

de MTR con pruebas funcionales.  Observamos una correlación significativa entre 

el valor medio de MTR y los resultados de las pruebas físicas, incluyendo fuerza y 

función muscular (MRC, miometría, 6MWT, 10MWR). Los movimientos más compro-

metidos fueron la abducción de la cadera y flexión de la rodilla, coincidiendo con que 

los músculos involucrados en estos movimientos presentaban valores bajos de MTR. 

Al analizar músculos de pacientes con enfermedad de Pompe con una fracción de 

grasa inferior al 20% no encontramos diferencias del valor de MTR respecto a los 

controles. A excepción de un músculo en particular, el aductor mayor. Podría ser 

que la TM detecte cambios en la estructura muscular antes que la sustitución de 

grasa ocurra, como se sugirió en un estudio previo 99. 

En uno de nuestros objetivos iniciales nos planteamos que la TM podía ser una 

medida indirecta de glucógeno intramuscular. El glucógeno es una molécula hidra-

tada, entonces los músculos con alto contenido de glucógeno acumularían más 
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moléculas de agua, y en consecuencia los valores de MTR serían altos.   En nuestro 

estudio no encontramos diferencias entre los valores de MTR de pacientes Pompe 

con FF bajas, respecto a los controles. Al analizar los músculos de dos pacientes 

con enfermedad de McArdle, tampoco encontramos diferencias significativas 

del MTR respecto a los controles. Por consiguiente, no hemos podido demostrar 

que la TM sea capaz de evidenciar cambios en la concentración de glucógeno. 

Pensamos que puede deberse a dos razones. Primero, es sabido que las formas 

de enfermedad de Pompe del adulto no acumulan mucha cantidad de glucógeno 

entre sus fibras musculares. Segundo, la grasa al ser hidrófila actúa como factor 

confusor reduciendo los valores de MTR. Antes de descartar del todo la utilidad 

de esta técnica sería interesante estudiarla en pacientes sin grasa muscular y que 

acumulen grandes cantidades de glucógeno como en las formas infantiles de la EP. 

Además, sería importante compararla con algunas otras técnicas más sensibles en 

la detección de glucógeno como la espectroscopia de carbono 13 o el GlycoCEST.

Basados en nuestros resultados concluimos que las secuencias cuantitativas de 

resonancia magnética muscular son útiles en el seguimiento de los pacientes con 

LOPD, tanto en pacientes sintomáticos tratados con terapia de reemplazo enzimá-

tico como en pre-sintomáticos, y debería ser incluida en las pruebas rutinarias tanto 

en ensayos clínicos como en la historia natural de la enfermedad.
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1.	 Identificamos un incremento de la cantidad de grasa muscular (FF) en pacientes 

con enfermedad de Pompe del adulto. El incremento de la FF muscular 

persistió a largo plazo, independientemente que los pacientes recibiesen o 

no tratamiento con TRE, sugiriendo que la cuantificación de grasa mediante la 

secuencia 2 punto-Dixon es útil en el seguimiento en estos pacientes.

2.	 Comprobamos que existe una correlación significativa entre la cantidad de 

grasa muscular y el estado funcional de los pacientes con enfermedad de 

Pompe del adulto. A los tres años de seguimiento los cambios en las pruebas 

funcionales se correlacionaron con los cambios de la RM muscular, demos-

trando así, que la RM es un biomarcador en enfermedades de lenta evolución 

como es el caso de la enfermedad de Pompe. 

3.	 La transferencia de magnetización identifica cambios en la estructura muscular, 

relacionados con la pérdida de tejido contráctil de pacientes con enfermedad 

de Pompe del adulto. Existe una buena correlación entre los cambios de la 

TM y los resultados de las pruebas funcionales. En fases iniciales de la enfer-

medad de Pompe la TM no ha demostrado se una medida indirecta de glucó-

geno intramuscular.
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Durante los últimos años, hemos sido testigos de la importante evolución tecnoló-

gica en el campo de diagnóstico por la imagen, la Tomografía Axial Computarizada 

(TAC), la Ecografía (US y Resonancia Magnética (RM), han permitido facilitar el diag-

nóstico de diversas enfermedades, además de conocer sus características y poder 

realizar un seguimiento en su historia natural. 

En muchas patologías poco conocidas como es el caso de las enfermedades neuro-

musculares hereditarias, a día de hoy su diagnóstico, tratamiento y evolución son 

poco claros.  Los tratamientos desarrollados hasta la fecha están encaminados a 

disminuir la progresión o aliviar los síntomas. Los avances de las nuevas terapias de 

tratamiento, como la terapia génica, abren un camino de esperanza para la conti-

nuidad de nuevos estudios de investigación que irá en beneficio de los pacientes. 

Trabajo en un Hospital de tercer nivel donde se realiza resonancia magnética 

muscular, pero en el campo de la investigación nos vemos limitados por la sobre-

carga asistencial, algo que es necesario cambiar, para poder realizar y continuar 

nuevas investigaciones a futuro.  Como radióloga en el área de musculoesquelético, 

soy consciente que debemos actualizar los protocolos de obtención de imágenes 

para el estudio de las miopatías. En este sentido me gustaría seguir profundizando 

en el estudio de las enfermedades neuromusculares, como, por ejemplo, aplicar 

nuevas secuencias y métodos de adquisición tanto para la identificación de la 

grasa muscular como para detectar la presencia de edema, que sea sugerido que 

puede ser un marcador de inflamación aguda en estos pacientes. La utilización de 

la espectroscopia dirigida a la identificación y monitorización de metabolitos rela-

cionados con el músculo como, el fósforo 31, el glucógeno, el carbono 13, son obje-

tivos deseables, que espero que podamos implementar en próximos estudios. 
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