
INTRODUÇÃO

Oepitélio intestinal tem a finalidade de transportar
nutrientes essenciais para o organismo16, além de ser

uma barreira seletiva que reveste e protege o intestino,
evitando a absorção de substâncias nocivas. No entanto, a
parede intestinal pode sofrer modificações por decorrência
de doenças como cirrose hepática8,15, pancreatite aguda11,
doença celíaca10,19, câncer de cólon17, doença de Crohn’s18 e
reações adversas a alimentos18, podendo apresentar mani-
festações clínicas como diarréia e perda de peso, devido
alteração na permeabilidade intestinal2.
A permeabilidade intestinal (PI) está relacionada com a
capacidade da mucosa intestinal em permitir a passagem
de moléculas para a corrente sanguínea. Devido a este
fato, técnicas recentemente estudadas são capazes de esti-
mar a permeabilidade intestinal através da administração
oral de açúcares alvo, que não são metabolizados e atra-
vessam a mucosa sem serem transportados ativamente2,5, e
posteriormente são determinados em fluidos biológicos,
em especial na urina18. 
O interesse pela permeabilidade intestinal surgiu em 1930
com os pioneiros McCane e Madders que utilizaram ram-
nose, xylose e arabinose como moléculas alvo na determi-
nação da PI, desde então, o uso de diferentes moléculas,
incluindo o Cr-EDTA, polietileno glicol, monossacarídeos e
dissacarídeos tem sido avaliados e estudados para verifica-
ção da PI de forma mais eficiente16, a fim de investigar e
prever doenças relacionadas com danos no intestino10.

O método mais aceito para verificação da integridade da
barreira intestinal é o teste de manitol (monossacarídeo) e
lactulose (dissacarídeo)5,6 que são transportados por cami-
nhos transcelular e paracelular, respectivamente7,16.
Sabendo que passagem transcelular depende da área
superficial da mucosa, enquanto passagem paracelular
depende da integridade da mucosa; a quantidade absorvi-
da dos açúcares será diferente. Consequentemente, a
razão lactulose/manitol (L/M) nos conduz a verificação das
condições da permeabilidade intestinal3. 
Recentemente, verificou que o uso de cromatografia gaso-
sa (CG) permite medir adequadamente a presença de
manitol e lactulose em amostras biológicas, provando ser
um excelente método para explorar a permeabilidade
intestinal normal e em condições patológicas18. Outros
métodos, como por exemplo, a espectroscopia de ressonân-
cia magnética nuclear tem sido estudada com finalidade
clínica, mas a não possibilidade de quantificação dos açú-
cares em questão aparece como uma desvantagem na uti-
lização deste método12. 
Apesar da disponibilidade de várias técnicas analíticas
para medir açúcar em amostras biológicas, a separação e
quantificação relatada de mono- e di- sacarídeos tem sido
um trabalho desafiador, que demandou um grande esforço
para alcançar o sucesso6. 

OBJETIVO

Padronização e validação de uma técnica para dosagem de
lactulose e manitol urinário, por cromatografia gasosa para
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a verificação da permeabilidade intestinal utilizando um
modelo experimental com ratos, após a ingestão oral de
uma sobrecarga de lactulose e manitol.

MATERIAL E MÉTODO 

Equipamentos
O cromatógrafo gasoso utilizado foi um GC 17A Shimadzu,
equipado com auto-injetor no modo split, coluna capilar
polidimetilsiloxano (Heliflex® AT™-1, Alltech, EUA) e
detector de ionização de chamas (DIC).

Reagentes
Manitol, (Riedel-de Haën, Alemanha), mio-inositol (Fluka,
Suíça), lactulose (Inalco, Itália), fenil-β-D-glicosídeo (Acros
Organics, Bélgica), piridina (Aldrich, Alemanha), hidroxi-
lamina (Sigma-Aldrich, Hong Kong), N-trimetilsililimida-
zol (Acros Organics, Bélgica).

Soluções padrões
Foram realizadas diluições sucessivas da solução mãe de
manitol e lactulose, variando de 0,01 a 20 mg/mL para o
manitol e 0,001 a 2 mg/mL para a lactulose, corresponden-
do a 5 pontos na curva padrão, servindo como parâmetro
na quantificação dos mesmos nas amostra biológicas.

Condições cromatográficas
Após otimização foram adotadas a seguintes condições
operacionais: coluna capilar AT-1 possuindo 10 metros de
comprimento, 0,53 milímetros de diâmetro e 1.2 μm de
espessura da fase estacionária. O gás de arraste utilizado
foi o hélio (He), com um fluxo de 2,4 mL/min e velocidade
linear de 30 cm/s, proporcionando um pressão de 10 KPa
na coluna capilar. A programação da temperatura no forno
da coluna foi a seguinte: temperatura inicial de 250°C com
aumento de 8°C/min por 6 min, atingindo uma temperatu-
ra final de 300°C, permanecendo nesta temperatura por 1,5
minutos. O tempo total da corrida cromatográfica foi de
7,75 minutos.

Derivatização das amostras
Os padrões e amostras foram derivatizadas seguindo pro-
tocolo já descrito na literatura7. Uma alíquota de 200 μL de
cada amostra foi transferida para vial de vidro de 2 mL com
tampa de teflon, adicionando 40 μL de padrão interno con-
tendo 20 mg/mL de fenil-β-D-glucosídeo (padrão interno
da lactulose) e 20 mg/mL de mio-inositol (padrão interno
do manitol). 
As amostras foram submetidas à evaporação até a secura à
70ºC com fluxo de gás nitrogênio. O resíduo foi resuspen-
dido em 400 μL de piridina contendo 25 mg/mL de hidro-
xilamina, em seguida foi aquecido à 70ºC durante 1 hora e
centrifugado por 5 minutos em 2250 rotações por minutos.
Uma alíquota de 100 μL do sobrenadante foi transferido
para um vial de vidro cônico e adicionado 200 μL do deri-
vante N-trimetilsililimidazol, deixando reagir durante 30
minutos à 70ºC, desta forma ocorreu a sililação das molé-
culas de açúcar. Do derivado uma alíquota de 100 μL foi
transferida para o insert e 2 μL foram injetados no croma-
tógrafo gasoso para análise. 

Parâmetros analíticos para a validação do método
O método proposto foi validado seguindo os parâmetros ana-
líticos de especificidade, linearidade, faixa de aplicação, pre-
cisão, exatidão, limite de detecção e limite de quantificação;
possibilitando a validação do método de separação utilizado14.
Experimentação animal
Foram utilizados ratos machos saudáveis (n=11) da linhagem

Wistar recém-desmamados, oriundos do Biotério Central do
Campus da USP Ribeirão Pretos, a fim de verificar a aplica-
bilidade do método. Os animais foram mantidos em gaiolas
metabólicas individuais com livre acesso à ração e água. 
Os animais permaneceram em jejum por 24 horas para
posterior coleta de urina. As amostras foram coletadas
antes (basal) e após a dose oral de 100 mg de manitol e 200
mg de lactulose dissolvidos em 1 mL de água destilada,
administrada por gavagem (sonda intragástrica). A coleta
de urina foi realizada no período de 5 horas e, nas 19 horas
subseqüentes (perfazendo 24 horas de coleta) a adminis-
tração da dose oral de L e M. 

ANÁLISE ESTATÍSTICA
As excreções dos analitos nas urinas de 5 e 24 horas foram
analisadas por teste t para amostras pareadas estabelecen-
do como nível de significância p<0,05.

RESULTADOS 

A corrida cromatográfica foi realizada em um período de
7,75 minutos com tempos de retenção dos analitos de inte-
resse apresentados na Tabela 1. A mesma tabela apresenta
coeficientes de variação ≤ 0,019 para análises realizadas em
um mesmo dia (intra-ensaio) e coeficiente de variação ≤
0,42 para análises realizadas em dias distintos (interensaio).
Na Tabela 2 são apresentados os fatores de separação e na
Tabela 3 os valores para a resolução cromatográfica.
A figura 1 mostra um cromatograma referente à análise de
padrões de manitol (1,0 mg/mL) e lactulose (0,1 mg/mL), e
seus respectivos padrões internos, mio-inositol e fenil-β-D-
glucosídeo, com concentração de 20 mg/mL cada enquanto
a figura 2 traz o cromatograma referente à análise de urina. 
A Tabela 4 mostra os parâmetros validados para o método. A
faixa de aplicação do método ficou entre 0,01 a 20 mg/mL
para o manitol e 0,001 a 2 mg/mL para a lactulose. O coefi-
ciente de linearidade (R2) foi de 0,9997 para o manitol e 0,9995
para a lactulose, sendo y = 0,2455x – 0,0189 e y = 0,3579x +
0,0035, suas respectivas equações das retas. A recuperação
encontrada foi de 120 e 116 % para manitol e lactulose, res-
pectivamente. Os limites de detecção foram de 0,001 e 0,0001
mg/mL enquanto os limites de quantificação foram de 0,002 e
0,0002 mg/mL para manitol e lactulose respectivamente. 
Na Tabela 5 são apresentadas as porcentagens de excreção
urinário de manitol e lactulose em relação à dose inicial
onde nota-se uma diminuição significativa da excreção de
manitol do período de 5 horas (2,18 ± 0,73 %) para o perío-
do final de 24 horas (1,36 ± 0,67 %), enquanto para a lac-
tulose houve manutenção. 
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Analito 
Tempo retenção 

± DP (min)* 
CV (%)1 CV (%)2 

Manitol 1,8±0,034 0,019 0,070 

Mio-inositol 2,3±0,032 0,014 0,065 

Fenil-β-D-

glucosídeo 
3,0±0,028 0,0092 0,31 

Lactulose 6,3±0,026 0,0042 0,42 

* médias de 12 injeções 
1 coeficiente de variação intra-ensaio, determinado por medições realizadas em um mesmo dia. 
2 coeficiente de variação interensaio, determinado por medições realizadas em dias distintos. 

TABELA I
Tempos de retenção médios (tr) e coeficiente de variação

referente aos analitos e respectivos padrões interno.



DISCUSSÃO

A metodologia para determinação de permeabilidade intes-
tinal utilizando açúcares como marcadores aliada à croma-
tografia gasosa é de grande valia na área clínica por ser inó-
cua, não invasiva e possuir precisão e especificidade. 
Os valores apresentados para a validação da presente
metodologia demonstram sua qualidade com respeito a
precisão, exatidão e especificidade. 
De acordo com a figura 1, observa-se que os picos apresentam
diferentes tempos de retenção (Tabela 1), corroborando com
os fatores de separação da Tabela 2, sendo que, quanto maior
o fator de separação mais distante os picos se apresentam.
Com relação à análise de urina, nota-se que os resíduos
presentes na mesma não interferem na separação dos ana-
litos de interesse. Portanto, o método apresentou-se seleti-
vo, uma vez que, foi capaz de distinguir o analito de inte-
resse na presença de interferentes da matriz1, 9,14.
A linearidade compreende a capacidade do método em
obter resultados diretamente proporcionais à concentração
do analito em um intervalo específico1,9,14, o qual pode ser
verificados com os resultados da curva de calibração.
O limite de detecção (LD), considerado concentração em
que a razão entre o sinal gerado pelo analito e o ruído
gerado pelo branco for igual a 3, e o limite de quantifica-
ção (LQ), caracterizado pela concentração em que a razão
entre o sinal gerado pelo analito e o ruído gerado pelo
branco for igual a 10; verificou-se LD e LQ correspondem
a concentrações 10 e 5 vezes mais diluído que a menor
concentração da curva de calibração, respectivamente
(Tabela 4), apontando boa sensibilidade do método.
A experimentação animal, após a padronização do método,
possibilitou sua validação em amostras de urina e aplicabi-
lidade do mesmo, o qual resultou em dados coerentes.
A utilização preferencial da urina após 5 horas a adminis-
tração da dose oral de lactulose e manitol, viabiliza a reali-
zação do teste em um período curto de tempo, sendo esta
uma vantagem relevante. 
Conclui-se, portanto, que o método proposto pode ser uma
excelente ferramenta no estudo clínico de doenças relacio-
nadas com a modificação da permeabilidade intestinal,
sendo este menos invasivo quando comparado com outros
métodos já existente.
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*fator de separação ou retenção relativa, é a razão entre o tempo de retenção de cada analito, sendo α ≥ 1. 

Razão entre os analito Fator de separação (α) 

Manitol/Mio-inositol 1,2854 
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Fenil-β-D-glucosídeo/Lactulose 2,0808 
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TABELA II
Fator de separação* (·) entre os analitos de interesse.

* médias de 12 injeções
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Figura 2 - Cromatograma obtido com a injeção dos padrões nas
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fenil-β-D-glucosídeo (C) e  0,1 mg/mL de lactulose (D).
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