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~esds e! p~~tc de ~ista e~brionario, 

origina del mesoder~c. constit~ido por ~esénq~ima. 

incluye Cartilago, Huesc > Sa:-.g:e, formado p.or dos :ipo; de 

s~stancias fundamentales, la amorfa y la fibrosa. Los mate~iales 

amorfos del tejido conecti~c estan formados principalmente por 

Glucosaminoglucanos ( GAGs), polimeros de azúcar y ácido 

hexur6nico cuyos azúcares son aminados, una de sus funciones es 

la de facilitar la difusi6n de netabolitos entre la sangre y los 

tejidos, al mismo tiempo sirve como barrera fisica para evitar la 

disen:inaci6n de grandes particulas como bacterias y otros 

microorganismos, y en menor cantidad por glucoproteinas. La mayor 

parte de los GAGs que antes se llamaron mucopolisacáridos ácidos 

(l. 2. 3)' están unidos por enlaces covalentes a prcteinas 

denominadas proteoglucanos (4, 5). 

El Hueso y Cartilago son tejidos conectivos especializados. 

Como todos los tejidos conectivos, están formados por tres 

elementos; células, fibras y sustancias fundamental: 1 as dos 

últimas constituyen la sustancia o matriz intercelular.El 

cartilago es una forma de tejido conectivo muy elástico, que 

proporciona fuerza y sostén en áreas del cuerpo que requieren 

diferente grado de flexibilidad. Las células del cartilago se 

denominan condrocitos: estos dan origen a las fibras y a la 

sustancia fundamental formada principalmente por proteoglucanos. 

ricos en condroitinsulfato que, junto con el agua se combinan 

para formar un gel amorfo e hidratado denominado matriz. (1. 2. 

3) (Figura 1). 
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~~es: es ~~a forma ri¡!da de tejido conectivo, 

::~s~~~~~e -= ~~¡cr ?ar~e de: es~ueleto de los vertebrados 

s~periores: se e~=~e~tra formado por un componente orgánico que a 

s~ .ez es:~ co~st~t~id: por s~stancia fundamental amorfa, la cual 

==~:~ene r:bras de osteocolágena, unidas por GAGs. y un componente 

i:-.orgár:!c: de sales r..inerales. ~ 1. 2, 3). 

_:s ~~Ss s:~ po!imercs lineales formados por unidades 

-eoetidas de ci~eros. compuestos por aminoazúcar y ácido urónico. 

~~ c:.r:-.!r.:·a::?:é.car puede ser N-acetil-,8-D-glucc·samina y N-acetil-11-

:-ia:a:t:sar~na. P~eden estar aceti!ados o sulfatados. El ácido 

...:~.::-.::: ¡:~e:::e ser ácid:· p -D-¡l~c..::-ónicc y o(-L-idurónico. (ó, 7, 

E~ister: 7 tipos de GAGs dependiendo de la secuencia del 

s~!r::azé.:ar ) el écidc urónico, denominados: Heparán (H) Heparán 

S~!fa::. ~:-:S), De:""rr,atán S~lfato (DS), Keratá.n Sulfato (KS), 

::r:dr:!t~~-6-Sulfato (Ch-6-S), Condroitin-4-Sulfato (Ch-4-S), y 

ácido hialurónico (AH). Todos excepto el AH contienen azúcares 

su:fatados } el KS es el único en el que el ácido urónico es 

reemplazado por la galactosa. ( ó, 7, 8, 9, 11, 12) (figura 3) 

~os G~Gs son moléculas polianiónicas, dado 9ue contienen 

grupos s~lfato e carboxilo de los ácidos urónicos, presentes a lo 

!a~go de s~ estr~ctura. Muchas de sus funciones surgen de esta 

=aracteristica en particular. ( 12). se encuentran unidos 

e o~ ... a 1 e:;t ement e 

r..acromc l ecular 

a una proteína central, formando un 

llamado proteoglucano. (13) (figura 

agregado 

4 ). Los 
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Proteoglucanos son sustancias de elevado peso molecular. 

organizadas por una cadena central de ácido hialurénicc. a partir 

de ésta parten moléculas de proteínas. ~ue sirven a su vez de 

punto de anclaje de numerosas cadenas de polisacáridos ~ue son 

semejantes en su estructura. Se encuentran agregados en la matriz 

extracelular del cartílago, formando parte importante para 

prevenir su calcificación, otra de sus funciones es dar 

resistencia al cartílago debido a la habilidad de absorber 

grandes cantidades de agua, permitiendo la estabilidad y soporte 

de fibras y elementos celulares de los tejidos, También 

contribuyen al mantenimiento de agua y balance de sal en el 

cuerpo. (7, 12, 15. 16) (figura 5). 

Los GAGs son sintetizados por fibroblastos, células del 

músculo liso, células cebadas, condrocitos y mastocitos. ( 12, 14, 

17, 18). 

En la síntesis de GAGs se elabora en primer lugar el núcleo 

de proteína de una manera convencional y ~ue luego se añaden las 

cadenas de carbohidratos, un azúcar cada vez, empezando por 

xilosa ~ue se fija a la serina. La sulfatación se produce después 

que el azúcar adecuado se enlaza en la cadena de crecimiento. Los 

azúcares y el sulfato proceden de precursores activados: 

nucleót idos, azúcar y fosfoadenosina 5. -fosfosul fato, 

respectivamente. El alargamiento y la sulfatación se realiza en 

el retículo endop1ásmico rugoso a medida de que la proteina 

progresa desde los polisomas, donde es sintetizada, hacia el 

exterior de la célula. La incorporación de azúcar y el sulfato es 

inhibida por compuestos ~ue inhiben la síntesis protéica, como la 
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puromicina y la cicloheximida, esto indica 9ue las cadenas 

laterales no son sintetizadas independientemente del núcleo de la 

proteína. (19). 

La degradación de los_GAGs ocurre principalmente en el 

lisosoma de la célula, 9ue contiene más de 40 hidrolasas ácidas 

diferentes. Las moléculas enteras de proteoglucanos pueden ser 

tomadas por adsorción en endocitosis y ser degradadas, las 

proteasas pueden liberar moléculas de GAGs de la proteína 

=entral, y los GAGs poliméricos pueden ser degradados por una 

serie de enzimas 9ue incluyen endoglucosidasas, sulfa1asas y 

exoglucosidasas. ( 10. 12, 15, 19) (figura 6). 

Los GAGs al no ser degradados se acumulan en diferentes 

tejidos. dependiendo del blo9ueo enzimático, ocasionando lesiones 

óseas, (alteraciones fenotípicas conocidas como disostosis 

múltiple). Alteraciones en piel, pelo y limitando la función de 

las articulaciones. También son excretadas en orina como 

consecuencia de su acumulación. (7). 

En 1979, Cappelletti utilizó un método de separación 

completa de todos los GAGs conocidos en animales de diferente 

especie: Teniendo el siguiente orden (mayor a menor) de movilidad 

electroforética: KS, Ch-6-S, Ch-4-S. HS y os. (21). Gold en 1979 

describe 9ue los niveles de concentración de GAGs urinarios en 

individuos normales es de o. 105!o.035 mg/ml. (20). 

El volúmen de producción de GAGs en un individuo normal se 

puede estimar indirectamente mediante la cantidad de ácido 

urónico 9ue pasa por el ciclo del ácido glucurónico del hígado al 
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riñón. Esta vía metabólica probablemente tiene como función 

principal la recuperación de los ácidos glucurónicos e idurónicos 

procedentes de la degradación de los GAGs y la devolución de sus 

esqueletos de carbono al depósito metabólico general. ( 19). 

Las principales dificultades para la identificación de los 

GAGs urinarios, están dadas por la marcada polidispersidad de 

cada uno de los tipos de GAGs, con respecto a la carga y al 

tamaño molecular. Los métodos disponibles en el laboratorio para 

la cuantificación y caracterización de GAGs urinarios son: a) Las 

pruBbas de tamizaje utilizadas para detectar los GAGs urinarios 

(cloro-cetil-piridinium y albúmina ácida), que en ocasiones dan 

resultados falsos-positivos o falsos-negativos. Por ello es 

conveniente aplicar, b) los métodos cuantitativos que demuestren 

el incremento de GAGs urinarios, e) Los métodos electroforéticos 

que permiten la identificación de GAGs urinarios, basándose en la 

movilidad electroforética. No obstante su uso requiere 

determinadas condiciones especiales, lo cual significa que pocos 

laboratorios cuenten con esta metodología. (15). 
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TABLA 1.- COMPOSICIOH V DISTRIBUCia-1 DE GLUCOSAt'IIH06L.UCAHOS 

NOI'IBRE SIHOHII'tO FII"'INOAZUCAR AC. UROHICO LDCALIZN:Ia-1 

Aoido hialur6nico N-.e•~ U D-6cido ............ Yiv.a 
gluco,...in-. glucur6nico liquido sinovial 

cordón .-bi 1 ical 
pi•l 

Condroi~in-4-sulFato condroi~in N--tu D-6cido c:arti 1 ag<) 
sulFato F1 galactos .. ina glucur6nico hueso 

aor-Uo 

Condroi~{n-6-sulFato condroitin H-ac•til D-6cido c..-tilag<> 
sulFato C galacto:s .. in-. glucur6nico v6lvula d.l corazón 

•angr• 
Deraat6n sulFa~o oondroitin N--Ul L-6cido pi•l 

sulFa~o B gal.c~saain-. idur"6nico v6lvula Ml corazón 
pulaón 
~ 

1 k...-ato ,.__til gal.ctosa ~ 
IC:era~6n sulFa~ sulFato glucos-in-. " H-ac•til c..-tUago rol 

Il glucos-ina 
H-ac•ti 1 galac~:NI núcl- pulposos 
galacto,...ina 

twpar6n sulFato Ho.par-6n D-6oido aor-Uo 
..onosulFa~o N-~il glucor6n ico higado 

glucosaain-. L-6cido puloaón 
idur6nico 

ttep.-6n ,.__~u D-6cido 
glucosaain-. glucor6nico h1gado 

L-6cido .... tocit:os 
idur6nico 



FIGURA 1 

CELULA CEBADA 

FIBRAS ELASTICAS FIBRAS DE COLAGENA 

• o o 



2 

H . NHCOCH3 H NHCOCH3 

N-ACETlL-¡¡- 0-GWCOSAMINA N-ACETIL -p -0-GALACTOSAMINA 

(CX) 

H OH H OH 

jl-0-ACIOO GWCORONICO 0<-L- ACIOO IOURONICO 

3 2 

H OH 

ft-D..:.GALACTOSA 



-------------------~--~-~-~-~--- --- -- - - - --- ---- -----

coo-

coo-

7.f. 
;_t.¿ 

FIGURA 3 

G L U COSAMI NOGLUCANOS 

CH20H CH20H 

r------o 

OH V H OH V H 
ACIDO HIALURONICO CONDROITIN -4-SULFATO 

03SO~H2 o3~Hz 

t.___ o 

oso3- H H H 
HEPARA N KERATAN SULFATO 

H CH20H 

.t-----0 

H V H HNCOCH3 
1 DERMATAN SULFATO 

HNCOCH3 

NHCOCH3 



1 

2 

3 

FIGURA 4 

REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA RELACION ENTRE 
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ELECTROFORESIS 

Muchas moléculas biológicas, poseen grupos ionizables que en 

disolución, poseen cargas eléctricas, como cationes (+) o como 

aniones (-), cuando se someten a un campo eléctrico se produce un 

desplazamiento de cargas, los cationes emigran hacia el cátodo 

(-) y los aniones hacia el ánodo (+), las moléculas con cargas 

similares poseerán distinta relación carga/masa, debido a sus 

diferencias en,el peso molecular. En conjunto estas diferencias 

constituyen base suficiente para una migración diferencial. (33). 

La velocidad de migración depende del equilibrio sobre la 

fuerza impulsora del campo eléctrico sobre los iones cargados de 

la muestra y la fuerza de retardo entre las moléculas migrantes y 

el medio circundante, y que son principalmente de fricción y 

electrostática (33). 

Existen factores que afectan la velocidad de migración de 

los compuestos, los cuales dependen de: 

~) Tipo de carga, tamafio y forma de la muestra. 

b) La corriente o voltaje aplicado. 

e) El pH del buffer o amortiguador. 

d) La temperatura del sistema. 

e) El medio de soporte. (33). 

El material de la muestra debe estar disuelto en solución 

buffer para que tenga efecto la electroforesis, está solución no 

d•b• r•accicnar con laa mol•cula• ~u• •• ••tuál•n• •1 m•d$~ •• 

soporte también tiene que estar saturado con la solución para 

conducir la corriente. La corriente entre los electrodos es 

conducida tanto por la muestra como por los iones de la solución 

buffer, mientras que la corriente, en el resto del circuito. es 
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conducida por electrones. La corriente se mantiene por todo el 

circuito, al tener lugar la electrólisis en los electrodos. los 

cuales están sumergidos en recipientes con solución buffer. (33). 

Se suspende el campo eléctrico antes de 9ue los iones de la 

mezcla-muestra, alcancen a los electrodos, los componentes de la 

muestra se separan segúr. su movilidad electroforética. 

Por tanto la electroforesis, es una forma incompleta de 

e 1 ect r ó 1 i si s. ( 33 ) . 

Durante la electroforesis se produce el calor y la 

resistencia decrece cuando la temperatura aumenta. En 

consecuencia, si el voltaje permanece constante, este 

calentamiento producirá un aumento de corriente y un incremento 

de evaporación del disolvente del medio de soporte. La 

evaporación se reduce a un mínimo encerrado el aparato bajo una 

tapa hermética. En la electroforesis de alto voltaje ( mayores de 

200 V ), se utiliza un sistema de refrigeración adicional 

incorporado al aparato.(33). 

Existen distintos tipos de medios de soporte tales como: 

papel, acetato de celulosa, capa fina de sílice, geles de almidón 

poliacrilamida y agar, entre otr-ós. (33). 

Las sustancias al migrar forman zonas distintivas 9ue se 

pueden detectar facilmente mediante técnicas analíticas adecuadas 

( tinción ). ( 33 ). 

La versatilidad de la electroforesis para la separación de 

sustancias con carga eléctrica, depende en gran parte de 9ue se 

lleve a cabo sobre un medio de soporte inerte y relativamente 

homogéneo. (33). 

21 

e 
l 



: ··••;·}: 

A N T E C E D E N T E S. 

22 

' ( 

l' 
z 
. 
1' • 
~~ 

'· "' 



A diferencia de las alteraciones óseas producidas por el 

trastorno metabólico de GAGs, existe un apartado dentro de la 

patología genética. concerniente a una anomalía en la estructura 

o desarrollo óseo, considerado bajo el rubro de 

osteocondrodisplasias. en la 9ue no ha sido posib~e en la mayoría 

de los casos demostrar un trastorno metabólico. 

' 
Existen parámetros o características 9ue permiten sospechar 

( 

de una osteocondrodisplasia, las cuales son: 

I.- Exploración Física: 

1) Talla baja 

a.- Proporcionada 

b.- Desproporcionada 

2) Alteraciones en columna (hiperlordosis-Xifosis) 

3) Alteraciones en articulaciones (aumento de volúmen de 

metáfisis-epífisis). 

II.- Características radiológicas. 

1) Trastornos en la modelación o ar9uitectura ósea. 

( 22. 23. 24 ). 

Gruneberg hizo una revisión de las alteraciones es9ueléticas 

hereditarias. en animales (ratones principalmente), siendo 

algunas similares a las del hombre. (19)¡~ 
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Rubín clasificó las displasias hereditarias generalizadas 

del es~ueleto, según cual fuera el principal lugar sede de la 

anomalía (epífisis-diáfisis). ( 19). 

Grebe reconoció la heterogeneidad en el amplio grupo de 

displasias es9ueléticas y dividió los casos. El primer grupo lo 

forman casos clásicos de acondrodisplasias, y el último 

caracterizado por cabeza y facies normales. ( 19). 

En 1969 se reunió en parís un Consejo de Radiología 

Pediátrica, para examinar la terminología de los trastornos 

es~ueléticos, formando la nomenclatura de París, en la cual se 

hizo una mayor división entre osteocondrodisplasias (anomalía del 

crecimiento y desarrollo del cartílago y hueso) y disostosis 

(malformación del hueso). (19, 25). 

Clasificación. 

Nomenclatura Internacional de París para las alteraciones 

constitucionales del hueso 

OSTEOCONDRODISPLASIAS 

1. Defectos del crecimiento de huesos largos y la espina. 

A. Manifestaciones en el nacimiento. 

1. Acondrogénesis tipo I (Parenti-Fraccaro) 

2. Acondrogénesis tipo II (Langer-Saldino) 

3. Displasia Tanatofórica. 

4. Displasia Tanatofórica con es9ueleto en forma de hoja de 

trébol. 

5. Síndrome tipo I costilla corta-polidactilia (Saldino 

Noonan) (~uizás formas severas). 
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ó. Sindrome tipo II costilla corta-polidactilia (Majewski) 

7. Condrodisplasia Punteada 

a. Tipo Rizomelica. 

b. Tipo Dominante. 

c. Otros tipos. 

d. Excluye Stippling en otros desordenes. 

(Síndrome Zellweger, Embriopatía por Warfarina y otros). 

a. Displasias camptomelicas. 

9. Otras displasias inclinadas a huesos largos. 

10. Acondroplasia. 

11. Displasia diastrófica. 

12. Displasia metatrófica (formas severas) 

13. Displasia condroectodérmica (Ellis-van Creveld) 

14. Displasia torácica asfixiante (Jeune). 

15. Displasia espondiloepifisaria congénita. 

(Spranger Wiedemann) 

ló. Otras displasias espondiloepifisarias reconocidas al 

nacimiento. 

17. Displasia Kniest. 

18. Displasia Mesomél ica. 

a. Tipo Nievergelt 

b. Tipo Langer e 

c. Tipo Robinow 

d. Tipo Rheinard 

19. Displasia acondromesomelica. 

20. Displasia cleidocraneal. 
; ~: ·-:; .. ' 

21. Síndrome Larsen. 
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22. Síndrome oro-paleto-digital .. 
:0.··'... it~ 

B. Manifestaciones Posteriores. 

L Hipoacondroplasia. 

2. Discondroteosis. 

3. Condrodisplasia metafisaria (Tipo Jansen) . 
4. Condrodisplasia metafisaria (Tipo Schmid) 

5. Condrodisplasia met afisar ia (Tipo Mckusick) 

ó. Condrodisplasia metafisaria con insuficiencia exocrina 

pancreatica y neuropenia cíclica. 

7. Displasia espondilometaepifisaria. 

a. Tipo Kozlowski. 

b. Otros t i pos. 

8. Displasia epifisaria múltiple. 

a. Tipo Fairbahks. 

b. Otros tipos. 

9. Artrooftalmopatía (Stickler) 

10. Pseudoacondroplasia 

a. Dominante 

b. Recesiva. 

11. Displasia espondiloepifisaria tardía 

12. Otros tipos 

13. Displasia espondiloepifisaria. tipos severos • 

14. Displasia Dyggve-Melchior-Clausen. 

15. Displasia Miotonica (Catel-Schwortz Jampel) 

16. Displasia parastrematica. 

17. Displasia Tricorrinofalángico. 

18. Acondroplasia con retinitis pigmentosa y neuropatía 

(Saldino-Mainzer). 
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2. Desarrollo desorganizado del cartílago y componentes fibrosos 

del esqueleto. 

1. Oisplasia epifisaria hemimélica. 

2. Exostosis cartilaginosas múltiples. 

3. Acendrodisplasia con exostosis (Gedion-Langer) 

4. Encondromatosis ( Ollier) 

S. Encondromatosis con hemangioma (Maffucci) 

ó. Hetacondromatosis. 

7. Displasia fibrosa Jaffe-Lichtenstein) 

e. Oisplasia fibrosa con pigmentación en piel. 

y pubertad precoz (McCunc-Albright). 

9. Cuerubismo. 

10. Neurofibromatosis. 

1. Anormalidades de densidad, de estructura diafisaria cortical 

y/o modelo metafisario. 

1. Dsteo¡énesis imperfecta congénita (Vrollk, Parak-Durante) 

2. Osteo¡énesis imperfecta tardía (Lostein) 

3. Osteoporosis juvenil idiopática. 

4. Osteoporosis conpseudo&l ioma. 

s. Osteoporosis con manifestaciones precoces. 

ó. Osteoporosis con manifestaciones tardías. 

(formas severas) 

7. Picnodisostosis. 

e. Osteopoiquilosis. 

9. Helorreostosis. 

10. Displasia diafisaria (Camurati-Engelmann) 

11. Displasia Craneodiafisaria. 
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12. ~iperostosis endostica. 

13. Stenosiis tubular (Kenny-caf'iiey) 

14. Paquidermoperiostosis-

15. Osteodisplastiia (Helnick-Needles) 

16. Displasia frontometafisaria 

17. Displasia craneometafisaria. (for•as se~eras) 

18. Displasiia Hetafisaria. 

19. Escleroteosis. 

20. Disosteosclerosis. 

21. Osteoectasia con hiperfosfatasia. 

OISOSTOSIS 

Enfermedades constitucionales óseas de patogenia desconocida. 

I. Oisostosis con participación craneal. 

1. Craneosinostosis (formas.severas) 

2. Disostosis craneofacial (crouzon) 

3. Sindactilia acrocefálica (Apert) 

4. Polisindactilia acrocefálica (Carpenter) y otras. 

5. Disostosis mandibulo-facial. 

a. Treacher-Collins-Franceschetti-klcin. 

b. otros. 

6. Sindrome oculomandibulofacial (Hallerman-Streiff-

Francais) 

7. Sindrome del carcinoma névico de células basales. 

II. Oisostosís con participación predominantemente axial. 

1. Defectos vertebrales segmentarías. 

2. Sindrorne oculocervicoacústico (ILiildervanck) 
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3. Deformidad de Sprengel. 

4. Oisostosis espondilocostal. 

a) Dominante 

b) Recesiva. 

5. Síndrome cculovertebral (Weyers) 

6. Osteo-onicodisostosis. 

7. Síndrome cerebro costo mandibular. 

li l. Disostosis 

extremidades. 

l. Aquiria. 

2. Apodia. 

con participación 

3. Síndrome ectrodcctilia. 

4. Síndrome aglosia adactilia. 

predominante de las 

5. Incurvacion congénita de huesos largos (tipos severos) 

6. Sinostosis radiocubital. 

7. Braquidactilia (tipos severos) 

8. Sinfalangismo. 

9. Polidactilia (tipos severos) 

10. Sindactilia (formas severas) 

11. Polisindactilia (formas severas) 

12. Camptodactilia. 

13. Síndrome Poland. 

14. Síndrome Rubinstein-Taybi 

lá· Sindrsme pancitopenia-dism•lia (Faneeni) 

16. Síndrome aplasia trombocitopenia radial. 
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17. Sindrome orodigital facial. 

a. Tipo Papillon-Letcbre. 

b. Tipo Mohr. 

18. Síndrome cardiomelico (Holt-Oram y otros) 

19. Síndrome facial-femoral. 

20. Sinostosis Multiple (incluye algunas formas de 

simfalangismo) 
:: 

21. Disostosis escapulo-iliaca (Kosenow-Sinios) ( 

22. Síndrome mano-pie-genital. 

23. Hipoplasia dermica focal (Goltz) 

OSTEOLISIS IDEOPATICA 

1. Falangeal ( formas severas) 

2. Tarso Carpal a. Tipos severos incluyendo Francois. 

b. Con nefropatía. 

3. Multicentrico a. Tipos severos incluyendo Winchester. 

b. Hadju-Cheney. 

TRASTORNOS DEL METABOLISMO GENERALIZADO CON MANIFESTACIONES OSEAS 

PREDOMINANTES 

1. Metabolismo del calcio y fosforo. 

2. Complejo de carbohidratos. 

3. Lipidos (Gaucher, Neimann-Pick) 

4. Aoidos nueleices (defieienéia de ADA y etras) 

5. Aminoácidos (Homocistinuma y otros) 

ó. Metales (Menke y otros) 
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En 1985 Stanescu v. y colaboradores demuestran 9ue el 

metabolismo de proteglucanos y GAGs está alterado en los casos de 

creci~iento del c•rtilago en condrodisplasias. (26). 

Bingel S.A. y colaboradores en 1985 demuestran alteración de 

los proteoglucanos en las placas de crecimiento de perros (Alaska 

Malamutes) condrodisplásicos. (27). 

Engfeldt y colaboradores en 1982 hacen un estudio en 

biopsias de cartilago y hueso. Enfocado a polisacáridos 

(proteoglucanos y GAGs) en pacientes con Osteogenesis Imperfecta, 

Mucopolisacaridosis Mor9uio IV y Condrodisplasia metafisial tipo 

McKusicK. En Osteogenesis Imperfecta demuestran alteraciones 

morfológicas· e incremento en el peso molecular del 

condroitinsulfato. En Mor9uio IV extensos depósitos 

intracelulares sólo en la membrana vacuo lar en condroci tos y 

osteocitos (hay indicios de 9ue estos depósitos contienen KS), 

además la tendencia a la formación de agregados proteoglucanos 

disminuyó. En McKsicK hay cambios insignificantes a nivel 

ultraestructural. (28). 
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Investigar cuantitativa y cualitativamente, la posible 

excreción de glucosaminoglucanos urinarios, en pacientes con 

sospecha de osteocondrodisplasias. 

Caracterización de glucosaminoglucanos urinarios, mediante 

electroforesis, en pacientes con niveles elevados. 
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Como se expresó anteriormente, los GAGs forman parte 

importante del tejido óseo y cartilaginoso. Existen patologías 

que involucran la degradación de dichos GAGs. las cuales se 

caracterizan por alteraciones en la modelación del tejido óseo 

(referido como disostosis). Con este antecedente es posible que: 

las alteraciones de la estructura y desarrollo del tejido óseo 

(Dsteocondrodisplasias) muestran además una modificación en 

cantidad o en calidad de los GAGs. Por ello se consideró 

conveniente cuantificar y caracterizar los GAGs hipotéticamente 

presentes en pacientes con diagnóstico de osteocondrodisplasias. 
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Para realizar este estudio. se colectaron muestras de orina 

de 37 niños (ambos sexos), con sospecha diagnóstica de 

osteocondrodisplasia. Fueron captados en la consulta externa de 

Genética del hospital de pediatría del Centro Médico de 

Occidente del IMSS. 

Las muestras se colectaron en ayunas y fueron filtradas y 

conservadas a - 20°C. hasta su procesamiento. 

La cuantificación de GAGs urinarios se realizó por el método 

de Gold (20): ~ue estima concentraciones hasta en cantidades 

micrográmicas. Este procedimiento se basa en la diferencia de 

absorción er. espectrofotómetro del colorante azul del alciano y 

el complejo GAGs-azul de alciano. 

El azul del alciano es un colorante catiónico, que forma 

complejos solubles en cloruro de sodio y metanol, con los GAGs en 

cond i e i enes óptimas. la cantidad de complejo formado es 

proporcional a la cantidad de GAGs en solución. 

El complejo formado se disocia para entonces recuperar los 

GAGs • ( 29, 30 ) . 

Los GAGs recuperados se identificaron por electroforesis 

unidimensional en placas de acetato de celulosa, con amortiguador 

acetato de bario a diferentes concentraciones de etanol. por el 

método modificado (21, 31) de Cappelletti y Hopwood. 

I.- Cuantificación de GAGs. 

(20) 

A: Reactivos: 

a. Solución colorante de azul de alciano 8 GX. 1 mg/ml.en 

acetato de sodio 0.5 M. 
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b. Solución Stock: estándar condroitinsulfato (Ch-5) 

1 mg/ml, en agua desmineralizada. 

8: Procedimiento: 

a. Para la elaboración de la curva patrón. se colocaron 7 

tubos de ensayo marcados del 1-5, con dilusiones 

seriadas de estándar Ch - S. otro tubo marcado como 

blanco (Bco.), y otros marcados con la muestra 

problema (Pb): se le adiciona solución Stock, agua 

desionizada. orina problema y solución colorante. en 

el siguiente orden: 

....... T u b O S d e ensayo 

1 2 3 4 Bco Pb 

Solución Stock* 10 20 40 80 160 

Agua de~ionizada* 

Muestra problema* 

Solución colorante 
( ml ) 

• ,M.f. 
b. Mezclar. 

190 

2.4 

180 160 120 40 200 

2.4 2.4 2.4 2.4 2.4 

c. Reposar 10 minutos a temperatura ambiente. 

d. Leer a una longitud de onda de 

200 

2.4 

480 nm 

(Espectrofotómetro PMC-3 ZEISS y Celdilla rectangular 

de vidrio 1 X 1 ); 

e. Las lecturas obtenidas de cada muestra se interpolarán 

en la curva patrón y se multiplicarán por el factor 5 

'-"·'·-·· 
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¡¡.- EXTRACCION DE GAGs URINARIOS PARA ELECTROFORESIS. 

(29. 30) 

A. Reactivos: 

a. Azul de alciano 8 GX 1 0.05 4 (p/v), en cloruro de 

b. 

c. 

d. 

magnesio (Mgc1 2). 50 mM y acetato de sodio 50 mM a 

pH 5.8 con ácido acético.(CH3 coOH): 

Cloruro de sodio 4 M (NaCl). 

Carbonato de sodio o. 1M (Na2co3 ). 

Metanol absoluto. (CH3DH). 

B. Procedimiento: 

a. 2 ml. de orina problema se mezclan con 10 

volúmenes de azul de alciano 0.05 4 (p/v), en 

cloruro de magnesio 50 mM y acetato de sodio 50 mM 

·a pH 5.8. reposar 120 minutos a temperatura 

ambiente. 

b. Centrifugar A 2090 g por 15 minutos, recuperar el 

precipitado, el cual contiene el complejo de GAGs 

azul de alciano. 

c. Disociar el complejo por agitación vigorosa y la 

adición de óO~lde cloruro de sodio en metanol 2:1 

(V /V). 

d. Precipitar el azul de alciano libre, con la 

adición de 20 }-'1 de carbonato de sodio. y óO fil de 

agua desionizada. 

e. 
Repesar 30 minutos a temperatura ambiente y 

o 
centrifugar a 2090g a 4 e por 15 minutos. para 

remover el azul de alciano. 
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f. Recuperar el sobrenadante en el cual se encuentran 

los GAGs. 

g. Precipitar los GAGs con la adición de etanol y 

centrifugar a 2090g por 15 minutos a 4c c. 

h. Recuperar el precipitado en 10 a 20 j.J.Á de agua 

des ionizada. 

III. ELECTROFDRESIS PARA LA IDENTIFICACIDN DE GAGs URINARIOS. 

(21. 31) 

A. Reactivos: 

a. Amortiguador acetato de bario o. 1 M pH5, con ácido 

acético. 

b. Amortiguador acetato de bario 1M pH5, con ácido 

acético. 

c. Amortiguador acetato de bario o. 1M pH5, con 15Y. de 

etanol. 

d. Amortiguador acetato de bario o. 1M pH5, con 50Y. de 

etanol. 

e. Estándares de: DS. H. HS, Ch-4 y 6-S, KS, ácido 

hialurónico a una concentración de mg/ml, en agua 

des ionizada. 

f. Solución acuosa de azúl de alciano a 0.25Y. 

g. Acido acético o. 18 M. 

h. GAGs obtenidos de la orina problema. 

Placa o membrana de acetato de celulosa 

(Sepraphore III de Gelman Instrument Compani o 

Titan III de Helena Laboratories). 
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j. Cámara de electroforesis diseñada por el 

Laboratorio de Bio9uímica III de la división de 

Genética. 

k. Papel Camag NN para electroforesis. 

1. Fuente poder Camag: Power Suply. 

m. Multiaplicador (Helena Laboratoríes). 

B. Procedimiento: 

a. Marcar la membrana de acetato de celulosa (Titan 

III Helena Laboratories), una linea de aplicación, 

a una distancia de un cm de los bordes cuidando de 

no desprender la capa de celulosa. 

b. Humedecer la membrana en amortiguador acetato de 

bario o. 1 M a pH5. 

c. Aplicar 5 ~Á de estándares de GAGs como control y 

15 ~Á de muestra problema, a lo largo de la línea de 

aplicación. 

Realizar el siguiente montaje (Fig. 7): 

1.- Colocar la membrana de acetato de 

celulosa con la línea de aplicación al 

lado del polo negativo. 

2.- Poner los puentes de papel filtro a los 

extremos de la membrana, cuidando de no 

tocar la línea de aplicación. 

3.- Sobre ésta colocar una capa de parafilm, 

peste~io~mente un hu1e espuma de 1.8 6 ~ 

~. 
cm. de grueso. 

4.- Aplicar la presión correspondiente: en 

realizar este montaje. 
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FIGURA 7 

MONTAJE PARA LA ELECTROFORESIS 

ISTA SUPERIOR 

-==::- -;-=1 1.------- 1::::=::---r-- E== -- CORRit.IIENlO -- < t"= - 1 -- - 15 .f 1 DE PROBLEMA 

5 )1.1 DE ESTANCAR 
(+) t-:-=._ ------- 1 --- ---- --- ·- 1 

.:::::= 
- - 1. __ --:.: 
-==-~ ------ ---

(-) 

PESO APLICADO AL SISTEMA 

J~A :::~ --:i!i:~>1l:??&:i??:J,=m=m=~=KO=¡¡=l~"'~"*~J~~:;l;;--
< 1 HULE ESPUMA 

PARA FILM 

MEMBRANA DE 
SEPRAPHORE X 

o TITAN 111 

PUENTES DE 
PAPEL FILTRO 

BUFFER ACETATO 
=:..E;S~~~--- DE BARIO 1 MOULT 

~'?77n=,.,.mwm..,.m"""~ 

AGu1 FRIA ,' 
4°C 
+ 1 
1 + 

CIRCULACION 
DE AGUA 

t 1 

REFRIGERANTE 
DE AGUA 



·d. Iniciar el corrimiento electroforético con 

amortiguador acetato de bario 1 M a pH5, por 5 

minutos a 200 volts (V)' manteniendo una 

temperatura constante de 4c c. 

e. Suspender el corrimiento y sumergir la membrana en 

acetato de bario o. 1 M a pH5, con· 15~ de etanol, 

durante 2 minutos. 

f. Iniciar el corrimiento electroforético por 30 

minutos más. en acetato de bario 1M a pHS, a 200 

V, manteniendo una temperatura constante de 4°C. 

g. Suspender el corrimiento y sumergir la membrana en 

acetato de bario 0.1 M a pH5, con 50% de etanol 

durante 2 minutos. 

h. Continuar el corrimiento electroforético en 

acetato de bario M a pH5, durante 10 minutos, a 

200 V manteniendo una temperatura constante de 4~ 

c. 
i. Suspender el corrimiento y sumergir la membrana en 

solución acuosa de azul de alciano a 0.25~. 

durante 15 minutos para su teñido. 

j. Enjuagar la membrana en agua desionizada y 

sumergir en ácido acético o.lBM por 5 minutos para 

su desteñido. 
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Descripción de la cámara electroforética. 

Para efectuar la técnica de electroforesis, se diseñó una 

cámara fabricada con acrílico y sellada con cloroformo; tiene una 

dimensión de 12 X 14 cm y una altura de 7 cm. (fig.B). 

Consta de una cámara central por donde circula agua fria a 

una temperatura constante de 4° C; con un flujo de 1.8 1/min. 

Esta cámara de enfriamiento tiene la función de controlar la 

temperatura y evitar la evaporación, ya que al utilizar altos 

voltajes (200 V), se produce exceso de calor que al evaporar la 

solu~ión buffer. seca la membrana de acetato de celulosa, e 

interrumpe el corrimiento electroforético (32). 

A cada lado de la cámara de enfriamiento, hay un 

compartimiento que contiene los electrodos de platino; en este 

espacio se coloca la solución buffer, correspondiendo al polo 

positivo y otro al polo negativo, estos se identifican por el 

color rojo y negro respectivamente. (32). 

Además contiene un aditamento especial pe-a dar la presión 

necesaria a la membrana donde se aplican las muestras. Este 

aditamento consta de dos placas de acrílico, la placa de la parte 

superior es gruesa y más grande; se inserta a unos bornes que se 

encuentran a los extremos de la cámara de electroforesis y sirve 

para fijarse a unos tornillos; esta placa en la parte central 

contiene una flecha roscada que, al girarse de la presión 

y coincide con el tamaño de la cámara de enfriamiento Y es la 

parte donde se produce el efecto de presión, la que tiene 

contacto con el montaje electroforético. (32). 
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Figura 8 

CAMARA ELECTROFORETICA 
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D 1 A G R A M A D E F L U J O 

Pacientes de la consulta externa con sospecha diagnóstica 

l 200 ¡.<1 

Formación del complejo 

azúl de alciano GAGs. 

1 
Leer a una longitud de 

onda de 480 nm. 

Cuantificación de GAGs. 

O R 1 N A 

1 
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2 ml 1 
Precipitar los GAGs con 

azúl de alciano. 

Separar el,complejo por 

centrifugación. 

1 
Disociar el complejo con 

cloruro de sodio y 

metanoJ.. 

Precip~tar el azúl de 

alciano con carbonato de 

sodio y agua. 

,_rRecuperar el sobrena 

dante. 

Precipitar los GAGs con 

etanol. 

R~construir los GAGs ~-

con agua desionizada. 

1dentificación por 

electroforesis. 
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Para la cuantificación de GAGs, se realizaron una serie de 

determinaciones espectrofotométricas ( 10,20.40.80 y l60plde 

condroitínsulfato) para la elaboración de la curva patrón, ~ue 

se utilizó para determinar la concentración de GAGs urinarios, de 

pacientes con sospecha diagnóstica de osteocondrodisplasias: lo 

que muestra una marcada linearidad entre la concentración de Ch-s 

y su absorbancia a una longitud de onda de 480 nm. (figura 9). 

Para convertir las lecturas obtenidas a una concentración de 

mg/ml, se transpolan los valores a la curva patrón y el resultado 

se multiplica por 5, ya 9ue se tomarón 200 ~! ( 1/5) de cada 

mueSlra. 

Otra manera de convertir las lecturas espectrofotométricas 

(dadas como absorbencia) es por medio de la siguiente formula: 

Absorbancia del problema 
Problema mg/ml = ------------------------X (estándar) X 5 

Absorbancia del estándar 

Para la caracterización de GAGs urinarios. se desarrolló una 

cámara para electroforesis. con buenos resultados, ya que dió 

mayor resolución en la separación de los componentes .de la 

muestra problema y estándares. El sistema de enfriamiento 

controló adecuadamente la evaporación de los compuestos, los 

compartimientos de los espacios laterales, son muy reducidos por 

lo tanto re9uieren cantidades menores de solución buffer. 

utilizada para el corrimiento electroforético, por lo tanto es 

económico. 

le 

electroforética, es el sistema de presión ya 9ue es muy uniforme. 

con lo cual se logró mantener la membrana saturada con solución 
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Figura 9. Cun·a patrón para la cuantificaciÓn 
de G-4.Gs. 
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buffer Y esta solución se conduciera uniformemente a través de 

este medio. 

El uso del multiaplicador dió grandes resultados ya que cada 

aplicación fué uniforme. evitando la dispersión de estándares o 

problemas, logrando así bandas definidas posibles de identificar. 

Se realizó electroforesis de estándares para observar su 

movilidad electroforética, aplicando 5 p! sobre la placa de 

acetato de celulosa de cada uno de los estándares ~isponibles a 

una concentración de 1 mg/ml. ( fig. 10). 

Esta figura nos muestra la movilidad electroforética de cada 

uno~e los estándares, observamos la separación del OS en sus dos 

componentes el os I y el os II. el HS. Ch-6-S y el Ch-4-S. 

El estudio realizado en el grupo de pacientes con sospecha 

diagnóstica de osteocondrodisplasias fué un total de 37 

pacientes, de los cuales solo 26 mostraron niveles elevados de 

GAGs (mayores de o. 135 mg/ml). los 11 pacientes restantes los 

valores de GAGs, estaban dentro de la concentración normal. razón 

por la cual no se les practicó electroforesis. 

Los resultados de la electroforesis en 26 pacientes que 

presentaron concentraciones elevadas de GAGs urinarios, se 

muestran en la tabla (2). 

La fig. ( 11) nos muestra la gran sensibilidad, Y la 

resolución de las bandas, que tiene la electroforesis, para 

identificar el tipo de GAGs excretados en orina del grupo de 

pacientes estudiados; Las tres primeras aplicaciones corresponden 

a orina de pacientes con diagnostico de osteocondrodisplasias, en 

las cuales se distinguen bandas que corresponden al Ch-6-S Y al 

HS, la aplicación 4 y 5 corresponden a individuos con 
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Figura 10 

MIGRACION ELECTROFORETICA DE ESTANCARES DE GAGs 

o,. 

ch-6-s 
1 

us-. 

OS : Dermatán Sulfato 

HS = Heparán Sulfato 

Ch-4-S : Condroitín-4-Sulfato 

Ch-6-S : Condroitín-ó-Sulfato 

~t"'Ch-4- S 
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TABLA 2.- CUANTIFICACION DE GAGs URINARIOS EN LOS GRUPOS DE 
PACIENTES CON OSTEOCONDRODISPLASIAS 

GRUPOS 

1 Oshocondrodisplasia 

JI Displasia esqueUtica 

liJ Talla baja de 
etiología dehninada 

IV Erroru conghitos 
del 1etabolis1o 

V Desordenes de 1 
Ujido conectivo 
y/o dis1orfol6gice 

TOTAL 

GAGs tX±D.E. n U p 

Ch-4-S, HS, OS 0.235 

Ch-4-S, Ch-6-S, HS, DS 0.249 ± 0.139 11 p< 0.001 

Ch-4-5 1 Ch-6-S, HS, DS, KS 0.276 ± 0.187 25 p< 0.001 

Ch-4-S, Ch-6-S, HS 0.277, ± 0.068 2 N.S. 

Ch-4-5, Ch-ó-5, HS, 0.270 ± 0.112 10 p( 0.001 

0.252 49 

t Los valores represntan la 1deia y la desviaci6n estandard para el nóuro n de dehr1inaciones 
UP - probabilidad obtenida de la prueba t de Student obtenidos al cuparar los valores de cada 

grupo cen los valtres nonahs obtenida en el laboratorio (0.130 ± 0.035 19 /11) 



Figure ll 

ELECTOFORESIS o; GLUCOSAMINOGLUCANOS URINARIOS DE PACIENTES CON 

OSTEOCONDROOISPLASIAS~ 

1 2 3 4 5 6 7 

1.- Paciente con displasia esquelética ..... _ 

2.- Paciente con talla baja 

3. -. Paciente con talla baja 

4.- Paciente con baja concentrac16n 

5.- Paciente con baja concentración 

ó.- Condroitin-6-Sulfato ( Ch-6-S) 

7.- Heparán Sulfato (HS) 
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cuantificación baja de GAGs urinarios, en la 9ue no se observa 

migración de las bandas, la aplicación 6 corresponde a la 

mucopolisacaridosis tipo Hurler/Scheie, y por último en la 

aplicación 7 y 8 se observan los estándares de referencia, Ch-6-S 

y HS. 

La fig. 12 nos muestra la presencia de los diferentes GAGs 

excretados en orina de pacientes con diagnóstico de 

osteocondrodisplasia. en la cual no se observa un patrón 

característico. 
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Figura 12. 

1.-

2.-

3.-

4.-

5.-

ELECTROFORESIS DE PACIENTES CON DSTEOCONDRDDISPLASIAS 

t S 4 5 6 ·7 8 

Paciente con s1ndrcme de Fanconi 

P-.ciente con C'steocondrodisp1.asia 

Paciente con Displasia esquelética 

Sin muestra 

Sin muestra 

t..,;- P .. ciente con Talla B.ja 

7.-

8.-

J<S, Ch-4-S 

DS, HS, Ch-6-S 
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Decidimos aplicar la·metodologia aqui descrita, debido a ~ue 

la caracterización y cuantificación de GAGs ha sido dificil de 

efectuar, donde se han utilizado métodos fotométricos, cuyos 

resultados son expresados indirectamente como ácido hexurónico 

(ácido urónico), mientras que en la caracterización se han 

utilizado cromatografías de intercambio iónico en columnas, no 

fáciles de montar en la mayoría de los laboratorios. 

Los resultados obtenidos permiten concluir la 

reproduct i bi 1 i dad 

fáci 1 elaboración. 

y su acceso, como método de diagnóstico de 

La técnica de electroforesis se pudo aplicar para la 

separación de GAGs, ya ~ue son moléculas portadoras de carga 

neta. 

El uso del acetato de celulosa produce una adsorción menor 

de la muestra, consiguiendo una gran resolución con pe~ueñas 

cantidades de esta última. Tiene la propiedad de ser poco 

hidrófila por lo ~ue requiere pequeñas cantidades de solución 

buffer y por lo tanto, una mayor proporción de corriente es 

conducida por la muestra, lo que proporciona separaciones muy 

rápidas. Otra ventaja es que consigue mayor visualización de los 

componentes a causa de la débil coloración de fondo que se 

ori¡ina por tinción. 

Para la electroforesis se diseñó una cámara especial. que a 

Cada lado de la cámara consta de una celdilla que tiene un 

espacio reducido para la solución buffer, lo que permite utilizar 

un mer)ot vol úmen. 
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El peso aplicado al sistema esta contenido en la tapa de la 

cámara, previamente calibrada, cuya presión ejercida corresponde 

a 1 Kg/cm. evitando la evaporación y permitiendo tener una 

uniformidad mayor en el corrimiento de la muestra. 

El uso del multiaplicador agiliza el proceso de aplicación 

ya que se procesan 8 muestras al mismo tiempo, cada aplicación es 

de un )ll que evita que la muestra se expanda originando una 

mancha más nítida que facilita su identificación. 

La busqueda de GAGs urinarios en pacientes con sospecha de 

osteocondrodisplasias surge del antecedente que se tiene de 9ue 

los ~Gs forman parte importante del tejido óseo y cartilaginoso. 

Por lo que se hipotetizó 9ue las alteraciones de la 

estructura y desarrollo del tejido óseo comprometan también a los 

GAGs ya sea en cantidad o en calidad, ya 9ue en la mayoría de 

los casos de osteocondrodisplasias, no ha sido posible demostrar 

un trastorno metabólico. 

Del grupo problema (n = 37), sólo 26 pacientes (70.2~) 

tuvieron niveles elevados de GAGs urinarios, tomando en cuenta la 

concentración normal de GAGs de o. 130 ± 0.035 mg/ml reportada 

por el laboratorio de bioquímica III de la División de Genética 

de la Unidad de Investigación Biomédica de Occidente, los 

pacientes restantes estuvieron dentro de los limites normales Y 

no se les practicó electroforesis. 

De los 26 pacientes con niveles elevados de GAGs urinarios 

23, mo•traron en aleotrofor••i• O•rm•t•n y H•parán Swlf&to. 

Es muy interesante, que un gran porcentaje que los pacientes 

estudiados haya dejado valores aumentados de GAGs, así como que 

hayan presentado Dermatán y Heparán Sulfato, ya que solamente el 

58 



condroitin es considerado normal. Asi mismo esta observación se 
• 

ve corroborada con la presencia de GAGs en un paciente con 

Sindrome Craneo Facio Cardio Esquelético. los cuales nos pudieron 

ser identificados dado la diferencia migración de los mismos a 
• • 

los estándares utilizados. • 

• 

Los resultados aqui obtenidos. demuestran el compromiso de 

'· los GAGs en la os·teocondrodisplasias. no solo en la elevación de 
• 

los niveles urinarios sino en 1~ modificación en la estructura de 

las mismas cuando menos de una paciente, sin que por el momento 

pueda establecerse una relación causa-efecto . 

• 
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Se pudo demostrar la presencia de GAGs urinarios, los cuales 

fué hipotetizada su presencia en orina de pacientes con sospecha 

diagnóstica de osteocondrodisplasia. 

1. Ya que de los 37 pacientes con sospecha diagnóstica de 

osteocondrodisplasia en ib (70.2 ~) mostraron niveles 

elevados de GAGs. puede concluirse que el metabolismo de los 

mismos está afectado en las osteocondrodisplasias. 

No obstante no es posible por el momento determinar una 

relación causa-efecto; por lo que no es posible concluir si 

un bloqueo metabólico de GAGs dió como consecuencia una 

osteocondrodisplasia (en cuyo caso debería ser definida como 

disostosis), o si la mutación es un gen estructural que 

condiciona el defecto en el desarrollo y estructura del 

hueso (osteocondrodisplasia) afecte en forma secundaria la 

síntesis o degradación de GAGs. 

2. La metodología aquí utilizada es confiable fundamentalmente 

3. 

por su reproducibilidad lo que aunado a la fácil 

implementación y el tiempo relativamente corto en el 

desarrollo de esta metodología permiten su inclusión como 

método diagnóstico de las mucopolisacaridosis. asi como la 

&lucosaminoglucanuras en otros pacientes. 

El hecho de haber demostrado niveles elevados y 

~lucosaminoglucanos, no identificados por los estándares 

utilizados, en el Síndro~e craneo Facio Cardio Esquelético 

permiten concluir que en este síndrome debe ser reestudiado 

en bases bioquímicas para su mejor delineamiento. 
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4. Los resultados aquí obtenidos permitieron delinear dos 

nuevos proyectos de investigación encaminados ambos a 

investigar la relación entre los glucosaminoglucanos y las 

osteocondrodisplasias. 
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