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Resumen. Fundamento: El déficit de enzimas lisosomales conduce
aun acimulo de materiales no degradados en dicha organela,
produciendo alteraciones estructurales y funcionales. Las
mucopolisacaridosis son un grupo de enfermedades derivadas de estas
ateraciones, y estan originadas por €l depdsito intracelular de
glicosaminoglicanos (GAG) (mucopolisacéridos). Aungue presentan
unabaja incidencia, sus manifestaciones clinicas, su pobre calidad de
viday el prondstico infausto de la mayoria de los cuadros clinicos,
hacen necesario un diagndstico precoz, que permita una actuacion
terapéuticainmediata. El diagnostico definitivo estd basado en la
cuantificacion de la actividad enziméaticaimplicada, pero es necesario
disponer de métodos analiticos sencillosy faciles de aplicar ante una
sospechaclinica.

Métodos: El estudio se ha efectuado en una muestra de poblacién de
632 nifios y adolescentes (1 mes - 18 afios), con pardmetros clinicos de
normalidad. En todos los casos se recogié una muestra parcial de orina
en laque se cuantificaron niveles de glicosaminoglicanos y creatinina,
expresados como indice GAG/creatinina (mg/mmol), y en un grupo
reducido de dicha poblacion (n=27), se obtuvo ademés, una muestra de
24 horas. EI método de cuantificacion utilizado paralos
glicosaminoglicanos fue la reaccion colorimétrica con el 1,9 azul
dimetilmetileno (DMB). Se establecieron las condiciones Gptimas de
pH, longitud de onday tiempo de reaccion. Las modificaciones
realizadas sobre estos factores, condujeron ala optimizacion del método
de cuantificacion, quedando definidos de |a siguiente manera: pH 4,0;
longitud de onda 528 nm; tiempo de reaccion 5 minutos. Los
porcentajes de error y coeficientes de variacion obtenidosen €l intrae
interensayo, fueron inferiores al 5%.

Resultados: Lavalidez de lamuestra parcia fue establecida,
obteniéndose correlacion lineal entre los valores en orina de 24 horasy
muestra parcial con un coeficiente de correlacion der = 0,89
(p < 0,0001).

L os resultados conseguidos permitieron establecer unos valores de
normalidad en |as edades estudiadas, que oscilan entre un indice de
GAG/creatinina de 8,70 mg/mmol en el grupo de edad de 1-2 afios, a
1,34 mg/mmol en e grupo de 17-18 afios, con una distribucion paralos
gruposintermedios de edad que se gjusta a una funcion logaritmica,
existiendo una clara discriminacion con los val ores obtenidos en orinas
de pacientes con sospecha clinica de mucopolisacaridosis.

Conclusion: Se presentan modificaciones al método
espectrofotométrico de cuantificacion de glicosaminoglicanos que
utiliza como colorante e DMB. Se confirma su sencillez metodol égica,
su fécil aplicacion, asi como su sensibilidad, requisitos imprescindibles
para ser utilizado en una amplia muestra de poblacion. De estaformase

han obtenido unos valores de referencia en poblacion sana,
observandose que dichos valores de excrecidn son unafuncion
dependiente de la edad.
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URINARY EXCRETION OF MUCOPOLYSACCHARIDESIN
PEDIATRIC AND ADOLESCENT PATIENTS

Abstract. Objective: Lysosomal enzyme deficiency resultsin an
accumulation of undegraded material producing structural and
functional disorders. Mucopolysaccharidosisis agroup of disorders
caused by an increase in glycosaminoglycans (GAG)
(mucopolysaccharides). Mucopolysaccharidosis, while showing a low
incidence, has some clinical manifestations that warrant early diagnosis
in order to establish immediate therapeutical action. Although definitive
diagnosisis based on quantification of the involved enzymatic activity,
itis necessary to have easy to use analytical methods available when
thereis clinical suspicion of the disease.

Patients and methods: This study was made on a population of 632
clinically normal adolescents and children (one month to 18 years of
age). Inal cases apartial sample of urine to quantify
glycosaminoglycans and creatinine expressed as the index
GAG/creatinine (mg/mmol) was collected. In areduced group of 27
people a 24-hour urine sample was collected. Determination of
glycosaminoglycan levels was performed with a colorimetric reaction
with 1,9-dimethylmethylene blue (DMB). Optimal condition of pH,
wavelength and reaction time were established. The values found to be
optimal for quantification were defined as pH 4.0, wavelength 528 nm
and areaction time of five minutes. Intra- and inter-assay coefficients of
variation were |ess than 5%.

Results: Validity of the partial urine sample was established by
obtaining alinear correlation between the 24 hour urine sample and the
partial urine sample with a correlation coefficient of r = 0.89
(p < 0.0001). The results obtained have allowed the establishment of
normal values ranging from an index GAG/creatinine of 8.70 mg/mmol
in the group aged 1 to 2 yearsto 1.34 mg/mmoal in the group 17 to 18
years of age, with adistribution of intermediate ages adjusted to a
logarithmic function. There was a clear difference in the values obtained
in urine of patients with clinical suspicion of mucopolysaccharidosis.

Conclusions: Modifications in the spectrophotometric method using
DMB as a colorant for quantification of glycosaminoglycans are
presented. The feasibility, easy application and sensibility of this
method, condition required for its widespread use, are confirmed.
Normal reference values from a healthy population have been obtained
and shown to be age dependent.

K ey words: Mucopolysaccharidosis. Glycoaminoglycans (GAG).
1,9 dimethylmethylene blue (DMB). Urinary screening test.
Quantitative analysis. Normal values. Early diagnosis.

Excrecidn urinaria de mucopolisacéridos en laedad pediétricay en la adolescencia 361



Introduccién

L os mucopolisacéridos son polimeros lineal es formados por
unidades repetidas de disacéridos, con un marcado caracter &ci-
dot2, Son constituyentes fundamentales de la matriz extrace-
lular®9), formando parte de macromoléculas mucho mas com-
plejas denominadas proteoglicanos®®),

En su degradacidn intervienen una serie de enzimas, cuya
deficiencia provoca la acumulacion lisosomal de diversos pro-
ductos parcialmente degradados de los glicosaminoglicanos®?,
siendo excretados en cantidades aumentadas en oring01h). Estos
trastornos metabdlicos, son hereditarios y clinicamente pro-
gresivos, no existiendo consenso general sobre su incidencia,
pero una estimacion aproximada los sitla en 1:30.000 naci-
mientosi1213),

El trasplante de médula Gsea, representala Unicadternativa
terapéutica eficaz, semprey cuando se cumplan los criterios de
seleccion establecidos. edad del pacienteigual o inferior alos 2
anos de edad® y escaso deterioro neurol6gico, lo que implica
reglizar una correctavaloracion del dafio cerebral en e momento
del trasplantes.16),

Lanecesidad de un diagnostico precoz en este tipo de en-
fermedades, ha conducido d desarrollo de diversos métodos cua-
litativos, como €l test de Berry basado en la reaccion metacro-
maticade laorinaimpregnada en papel con azul de toluidina?,
semicuantitativos, como €l test delaturbidez con cloruro de ce-
tilpiridinium (CPC) o bromuro de cetiltrimetil anonio (CTAB)®®
0 puramente cuantitativos, como los que utilizan €l azul acian
8GX o€ 1,9 azul dimetilmetileno (DMB)¢21), siendo eviden-
tes las ventajas reportadas por estos Ultimos. La confirmacion
diagndstica definitiva radicara en la cuantificacion de laactivi-
dad metabolica de la enzima implicada®2).

Todos estos hechos hacen necesario disponer de un méto-
do analitico de escasa complejidad, que pueda ser utilizado en
todos los casos en |0s que se establezca una sospecha clinicade
mucopolisacaridosis.

En este sentido, €l objetivo del presente trabajo fue ade-
cuar y demostrar lafiabilidad, sencillez y facil mangjo de un mé-
todo cuantitativo espectrofotométrico basado en la utilizacion
del 1,9 azul dimetilmetileno (DMB), para el estudio de la ex-
crecion urinariade glicosaminoglicanos (GAG), y d mismo tiem-
po obtener unos valores normales de excrecion en la edad pe-
didtricay en la adolescencia, que puedan servir de referencia,
antelanecesidad de realizar un diagndstico o seguimiento enun
nifio con sospechaclinica.

Material y métodos

Sujetosde estudio.- El trabgjo serealizé en unamuestrade
poblacion de 632 nifios y adolescentes con edades cronol 6gicas
comprendidas entre 1 mesy 18 afios, que acudieron a Consultas
Externas del Hospital Universitario de San Juan por patologia
no relevante. A todos ellos se les realizé un estudio auxol 6gico
(peso, talla, indice de masa corporal), con el fin de definir e es-
tado nutriciona de dicha poblacion. Se recogio una muestra par-
cial deorina, de cada uno de €llos, conservandose a-80°C has-
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ta su procesamiento analitico. A un grupo reducido de esta po-
blacion (n=27) selesrecogio orinade 24 horas, y posteriormente
alas 48 horas unamuestraparcia a igual queal resto delosin-
dividuos.

M étodos analiticos.- El método utilizado se basaen lare-
accion metacromatica que presenta el colorante DMB, tras su
union alos grupos sulfato de los glicosaminoglicanos, permi-
tiendo a partir de la medida de la absorbancia??, cuantificar la
excrecion urinariade los mismos, utilizandose un espectrofoto-
metro Beckman DU-70.

Con € fin de optimizar €l rendimiento del método se reali-
zaron diversas modificaciones sobre algunos de los parame-
tros descritos previamente?) y que intervienen directamente en
él: pH de reaccion, tiempo Gptimo de lectura (tiempo de reac-
cion) y longitud de onda ala cual medir la absorbancia.

Preparacion del reactivo.- Ladisolucion madre contenia 0,35
mmol/l de DMB (Serva Feinbiochemica, Heidelberg), en tam-
pén formiato sodico (0,2 mM); a pH comprendido entre 3,0 y
6,0. Parafacilitar ladisolucion, e DMB se disolvio previamen-
te en 10 ml de etanol (96%). Parad andlisis de las muestras, e
inmediatamente antes de ser utilizada, se realizé unadilucion
1:10 con & mismo tampdn.

Glicosaminoglicanos estandar.- Para las disoluciones de
referencia, se emplearon como estandares. condroitin sulfato
C (cartilago de tiburén), condroitin sulfato A (cartilago costal
porcino), dermatan sulfato (piel porcina), heparan sulfato (rifion
bovino) y keratan sulfato (cornea bovina), todos ellos de Sigma
Chemical. Se prepararon unas curvas de concentracion con ca
da uno de los estandares, oscilando €l intervalo entre 0 y 200
pg/ml, utilizando parala disolucién del liofilizado agua bides-
tilada.

Cuantificacion de glicosaminoglicanos.- Una vez establ eci-
das las condiciones Gptimas de pH (4,0), longitud de onda (528
nm) y tiempo de reaccion (5 minutos), €l andlisissellevo aca
bo empleando 50 il de orina o disolucion de esténdar, alos cua
les selesafiadio 1 ml de disolucion colorante (1:10). Todos los
ensayos se realizaron a temperatura ambiente controlada en un
rango de 20-25°C.

Cuantificacion de creatinina.- Lacuantificacion de creatini-
naurinaria, permitio expresar |os resultados obtenidos en la cuan-
tificacion de glicosaminoglicanos, como indice de excrecion
GAG/creatinina (mg/mmol), evitando de esta formarecoger ori-
nade 24 horas para su determinacion. Paraello, se utilizo el au-
toanalizador de creatinina Beckman.

Ladistribucion de lamuestra de poblacion se establecié me-
diante interval os de tiempo anuales, entre los distintos grupos
de edad, con €l fin de que los resultados fueran 1o més porme-
norizados posible.

El estudio estadistico se realiz6 utilizando el programa SPSS
V 6.1. Larelacion entre variables cualitativas, se efectud por me-
dio de tablas de contingencia, analizandolas por medio del Test
delax? de Pearson (nivel de significacion dep < 0,05). Lacom-
paracion de los val ores medios de | as distintas variables cuanti-
tativas, se realizd mediante la aplicacién de pruebas no para-
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Tabla | Distribucién de la poblacién global
estudiada por grupos de edad y sexo
Gruposde Frecuencia Frecuencia Frecuencia Edad (afios)
edad n (%) varones mujeres  Media+ DE
(afios) (n) (n) (Mediana)
0-1 47 (7,4%) 30 17 0,5+0,3(0,3)
1-2 30 (4,7%) 16 14 1,6+0,3(1,7)
2-3 32 (5,1%) 24 8 2,6+0,3(26)
3-4 36 (5,7%) 19 17 36+0,3(36)
4-5 36 (5,7%) 18 18  46+03(46)
5-6 35 (5,5%) 17 18 56+ 0,3 (5,6)
6-7 37 (5,9%) 25 12 6,6+ 0,3 (6,6)
7-8 35 (5,5%) 23 12 7,6+0,3(7,6)
8-9 34 (5,4%) 26 8 8,7+0,3(8,9)
9-10 41 (6,5%) 25 16 9,6+0,3(9,6)
10-11  35(55%) 15 20  10,6+0,3(106)
11-12  36(57%) 13 23 11,6+03(1198)
12-13  31(4,9%) 17 14  125+03(125)
13-14  36(57%) 21 15  137%0,3(13,7)
14-15 35 (5,5%) 22 13 14,6+0,3(14,6)
15-16  32(51%) 13 19 155+03(155)
16-17  32(51%) 20 12 167+03(167)
17-18  32(51%) 16 16 17,7+03(17,7)
TOTAL 632 (100%) 360 272

métricas (U de Mann-Whitney), con un intervalo de confianza
del 95% (p < 0,05). El andlisis de regresion sellevd a cabo uti-
lizando el método de los minimos cuadrados, aplicando un gjus-
telineal, logaritmico o exponencial, segtin € modelo de disper-
sién obtenido en cada una de las curvas, 10 que permitid esta-
blecer el 95% de los valores méximos y minimos, en aquellas
variables cuantitativas en las que se realizd dicho gjuste.

Resultados

La comparacion estadistica del nimero de casos entre los
grupos de edad, mostr6 una distribucién homogénea para una
X2 de Pearson de 7,57 (p = ns) (Tablal). Ladistribucion por se-
x0s en lamuestra de poblacidn fue de 360 para el género mas-
culino (56,96%) y 272 para el femenino (43,04%). El andlisis
estadistico aplicado (x2 de Pearson), demostrd un predominio
numeérico de los varones en el conjunto de la poblacion
(x%=12,25; p < 0,0001).

El indice de masa corpora (indice de Quetelet) permitio eva-
luar el estado nutriciona dela poblacion; en este sentido, ladis-
tribucion de los resultados obtenidos, en funcion de los per-
centiles de normalidad por grupos de edad y sexo, muestran que
dicha poblacion cumple con los criterios de normalidad esta-
blecidos®.

Las modificaciones |levadas a cabo sobre los factores im-
plicados directamente sobre la optimizacion del método de cuan-
tificacion, consistieron en preparar una serie de reactivos color
adistintos pH (3,0-6,0), realizandose posteriormente |os espec-
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Figura 1. Variacion de laabsorbanciaa 528 nm del complejo GAG-DMB
con e pH.

tros de absorcion del producto de reaccion del colorante con los
distintos GAG estandar, comprobandose que exhibian € mejor
comportamiento apH 4,0 (Fig. 1), paratodos ellos.

Este ensayo permiti¢ establecer |as longitudes de onda (A)
Optimas, observandose una clara diferencia entre los maximos
de absorbancia parael DMB, y los que presentaban los com-
plg os glicosaminoglicanos-col orante. No existiendo diferencias
en los espectros de absorcidn entre los complgjos formados con
los distintos glicosaminoglicanos, tanto cualitativa, como cuan-
titativamente.

Si bien, aunque asimple vistay de formainmediata se ob-
serva lareaccidn hipsocromética, a poner en contacto la solu-
cion colorante con los estdndares o €l fluido biol6gico a anali-
zar, en este caso la orina, se quiso determinar con exactitud €
periodo de tiempo en € que se completalareacciony laexis
tencia o no de degradacion del producto formado, durante el
tiempo de lectura. Paraello serediz6 unacinética de absorbancia
durante 30 minutos con los distintos glicosaminoglicanosy a
distintas concentraciones, con lecturas de la misma cada minu-
to (Fig. 2). Se observ que el incremento de la absorbancia era
significativo hasta el minuto 5 de la cinética, reflgjando que la
reaccion se hacompletado, y no existiendo degradacion del com-
plejo a permanecer constante durante el tiempo restante de la
cinética. Hay que destacar el comportamiento exhibido por el
keratan sulfato, ya que de acuerdo con la cinética obtenida, su
reaccion es mas lentay se habria completado alos 15-20 mi-
nutos, siendo quizés este momento el idoneo para su lectura.

Laeleccion del condroitin sulfato C como estdndar de re-
ferencia, se realiz6 por una parte, porque es el glicosaminogli-
cano, junto a condroitin sulfato A, excretado en mayor canti-
dad en sujetos no afectos de mucopolisacaridosis, y por otra par-
te por € comportamiento mostrado en €l intra e interensayo, pre-
sentando un porcentaje de error y un coeficiente de variacion in-
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Figura 2. Cinética de absorbancia de la formacion del complejo glicosa-
minoglicanos-colorante.

feriores al 5%, en ambos casos.

Aunque la cuantificacidn de una sustancia excretada en ori-
na es siempre mas exactay fiable si se llevaacabo en unaali-
cuota del volumen total urinario de 24 horas, la dificultad que
conlleva este procedimiento, sobre todo en el periodo delalac-
tancia, impide, en ocasiones, su aplicacion. Por este motivo, se
quiso comprobar la correlacion existente entre los valores obte-
nidos en orina de 24 horas de un sujeto frente alos obtenidos
en muestra parcial del mismo sujeto, recogida con 48 horas de
diferencia, expresando |os resultados como indice de excrecion
(Fig. 3). El andlisis estadistico aplicado, mostré una buena co-
rrelacion lineal (r = 0,8919) entre ambas determinaciones, con
un elevado grado de significacion estadistica (p < 0,0001), por
loqueel resto del estudio se efectud utilizando una muestra par-
cial.

Una vez establecidas |as condiciones idoneas, se procedid a
cuantificar laexcrecion urinaria de mucopolisacaridos en la po-
blacién objeto del estudio.

La representacion gréfica de los resultados obtenidos en la
cuantificacion urinaria, permitié comprobar que € indice de ex-
crecion es unafuncion dependiente de la edad, existiendo mar-
cadas diferencias entre | os val ores obtenidos en etapas precoces
delainfanciay los obtenidos en la época de la adolescencia,
observandose, sobre todo unaampliavariabilidad en los dos pri-
meros afios de lavida. En lafigura4, se puede observar € gjus-
te correspondiente a los val ores medios cal culados a partir de
los resultados obtenidos, asi como € gjuste correspondiente a
95% de los valores méximos y minimos. Dicho guste, se con-
sigue mediante unatransformacion logaritmica, pudiendo de es-
tamanera, y mediante la aplicacion de laformula

Indice GAG/creatinina (mg/mmol) = 11,02 - 3,35x In
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(edad en afios), obtener unos val ores medios de normalidad, pa:
ra cada grupo de edad. No se ha efectuado distincion entre los
valores de normalidad por sexos, aunque la distribucion no ha
sido homogénea, debido a que estos valores son idénticos, ex-
cepto en los grupos de edad de 12 a 16 afios, en los que existen
diferencias significativas (p < 0,02-0,0004), con valores del
indice inferiores aproximadamente a una unidad (0,9-1,3) en
€l grupo femenino.

Enlatablall, serefleja, en valores absolutos, € intervalo de
normalidad para cada uno de estos grupos, excepto parael co-
rrespondiente a primero (0 -1 afio), cuyo logaritmo del grupo
de edad asignado (n° grupo=1) esO0.

Lasensibilidad del método se puso de relieve, a tener la
oportunidad de cuantificar la excrecion urinaria de glicosami-
noglicanos en 3 casos diagnosticados clinicamente de muco-
polisacaridosis y en otros tres con sospecha clinica, de los cua
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Intervalo de normalidad del indice
GAG/creatinina (mg/mmol) en la muestra
de poblacién estudiada

Tabla Il

Gruposdeedad Limiteinferior Valoresmedios Limite superior

(afios) (95%) (mg/mmol) (95%)
(mg/mmol) (mg/mmol)
1-2 3,64 8,70 13,75
2-3 2,29 7,34 12,39
3-4 1,32 6,38 11,43
4-5 0,57 5,63 10,68
5-6 0 5,02 10,06
6-7 0 4,50 9,54
7-8 0 4,05 9,10
8-9 0 3,66 8,70
9-10 0 3,31 8,34
10-11 0 2,99 8,02
11-12 0 2,70 7,73
12-13 0 2,43 7,46
13-14 0 2,18 7,21
14-15 0 1,95 6,98
15-16 0 1,73 6,76
16-17 0 1,53 6,56
17-18 0 1,34 6,37

les en uno de ellos pudo confirmarse, posteriormente, la exis-
tencia de un sindrome de Hunter. Los resultados obtenidos en
los 6 casos estudiados, muestran unos val ores de excrecion que
exceden en gran medida al rango de normalidad para su grupo
de edad (Fig. 5).

Discusion

El colorante basico 1,9 azul dimetilmetileno (DMB), fue uti-
lizado en un principio, para detectar mediante métodos histo-
quimicos, la presencia de glicosaminoglicanos sulfatados en cul-
tivos tisulares de cartilago. Posteriormente, se utilizé como
test de “screening” urinario, mediante un andlisis colorimétrico,
parael diagnostico de las mucopolisacaridosis®®2Y), Desde en-
tonces se han desarrollado diversas modificaciones?2) princi-
palmente encaminadas a utilizar muestras parciales de orinay
con estos métodos se ha cuantificado la excrecion urinaria de
glicosaminoglicanos, tanto en la poblacién normal, como en los
pacientes afectos de mucopolisacaridosis.

Lametodologia utilizadaen e presente trabgjo introduce una
serie de modificaciones con respecto a método original desa-
rrollado por Whitley@: &) con respecto a pH del medioy da
da su influencia sobre los espectros de absorcion del complgjo
DMB-glicosaminoglicanos®29, se obtuvo la mayor absorban-
ciaapH 4,0, discretamente superior a utilizado por otros au-
tores®27-29) con un rango entre pH 3,0 a 3,5; b) las longitudes
de onda en las que se producia la méxima absorbancia de los
complejos (528, 530, 534 y 536 nm), concuerdan perfectamen-
te con €l espectro obtenido por Templeton@® y por otros inves-
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Figura 5. Excrecion urinaria en nifios con diagnostico de mucopolisaca-
ridosis frente alos valores de normalidad.

tigadores?.2.29); ¢) |as cinéticas de absorbancia mostraron la con-
venienciadeiniciar lalecturaalos 5 minutos de haberse reali-
zado lamezcla, tiempo en & que parece haberse completado la
formacion de los complejos, salvo en € caso del keratén sulfa-
to en donde claramente se observa un pequefio retraso en € tiem-
po, situando su momento dptimo de lecturaalrededor delos 15-
20 minutos. Estos resultados difieren con lamayoriadelostra
bajos publicados®92127.29) en |os que la lectura se realiz6 alos
pocos segundos (10 * 5 s.) de haberse efectuado la mezcla; d)
las curvas de concentracion de los distintos estdndares mostro
una proporcion lineal hasta 100 pg/ml paratodos ellos, y en
las 4 longitudes de ondaalas que sellevé acabo lalectura, sien-
do, por tanto, este rango, el utilizado parala cuantificacion de
las muestras. Dicho rango concuerda con el establecido por
Whitley (10-150 pg/ml)@, aunque difiere del estimado por otros
autores20.21.29, g hien es cierto que existen importantes diferen-
cias metodol 6gicas con estos Ultimos trabaj os resefiados.
Unavez definidas |as condiciones 6ptimas del método de
cuantificacion, se procedio a cuantificar laexcrecion urinariade
glicosaminoglicanos en la poblacion objeto de estudio. El ta-
mafio de la muestra analizada, es el mas amplio de los utiliza
dos hasta ahora, al menos en los trabaj os revisados?-2-29, En to-
dos ellos se constata un hecho, y es que €l indice de excrecion
es una funcién dependiente de la edad, observandose una am-
plia variacion en edades precoces, sobre todo durante el pri-
mer afio de vida. Este hecho, que ha podido ser corroborado en
el presente trabajo, se debe por una parte, ala existencia du-
rante la edad pediétrica, de determinadas etapas en las que exis-
te un mayor potencial madurativo y una aceleracion de lavelo-
cidad de crecimiento, traduciéndose a nivel metabdlico, en pro-
cesos incrementados de sintesis y degradacion de los sustratos
implicados, originando una excrecion urinaria aumentada de sus
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metabolitos, y por otra, alos cambios existentes en laexcrecion
urinaria de creatinina durante este periodo de lavida®.

El hallazgo de diferencias estadisticamente significativas en
la muestra de poblacidn estudiada, en funcidn del sexo, hizo
aconsejable enfocar el andlisis de |os resultados, teniendo en
cuenta este hecho. La comparacidn de los resultados obtenidos
del indice GAG/creatinina, puso de relieve la existencia de di-
ferencias significativas en € periodo de edad comprendido en-
trelos 12y 16 afios, con un discreto mayor indice en el caso
delos varones. Estos resultados no han podido ser contrastados
con los obtenidos por otros autores, porque en los trabajos revi-
sados en |os que se expresan val ores de normalidad, no se hare-
alizado esta diferenciacion por sexo. Al margen de este hallaz-
0o, se puede utilizar unagréficacomdn, como lamostradaen la
figura 4, que englobaambas poblaciones, para establecer lanor-
malidad o no de un resultado, puesto que las diferencias en va
lores absolutos son minimas.

En resumen, la experiencia obtenida en este trabgjo, mediante
laaplicacion de un método espectrofotométrico que utiliza co-
mo colorante el 1,9 azul dimetilmetileno (DMB) parala cuanti-
ficacion urinaria de glicosaminoglicanos, permite confirmar la
sencillez de su metodologia, su facil aplicaciony, sobretodo la
sensibilidad del mismo, requisitos imprescindibles para poder
ser aplicado a grandes masas de poblacion, con el objetivo de
poder establecer unos rangos de normalidad en la poblacion sa
na, Y, por tanto, poder realizar un diagndstico precoz de muco-
polisacaridosis, fundamentalmente a partir del primer afio de
edad.
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