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RESUMO 
 

A espectrometria de massas associada à cromatografia líquida de alto desempenho 

(HPLC-MS/MS) promete muitos benefícios em relação à cromatografia líquida na 

dosagem da excreção dos açucares lactulose e manitol para a avaliação da barreira 

morfofuncional gastrointestinal. A técnica apresenta elevados desempenhos analíticos. O 

presente trabalho envolve o desenvolvimento, otimização e validação de um método 

analítico para determinação simultânea de lactulose e manitol em amostras de urinas de 

crianças no município Fortaleza – Ceará usando HPLC-MS/MS. O objetivo principal é 

validar a eficiência  em um sistema HPLC-MS/MS: Ionização por Eletrospray (ESI), 

avaliando a sensibilidade e o efeito matriz dos compostos em estudo. Foram avaliadas as 

figuras de mérito como seletividade, limites de detecção (LD) e de quantificação (LQ), 

linearidade e exatidão, através de ensaios de recuperação do método. As curvas analíticas 

foram validadas estatisticamente, e apresentaram uma boa linearidade, com coeficientes 

de determinação acima de 0,99, estando de acordo com as normas adotadas pela 

ANVISA. Os valores de LD para lactulose e manitol foram respectivamente 0,0055 e 

0,0003 ng/mL e LQ 0,0168 e 0,0010. Os ensaios da exatidão e precisão foram avaliados 

em três níveis de concentração (100, 500 e 1000 ng/mL). Efeito matriz esteve presente 

entre 8-30% (supressão de ionização).  Com isso, o método foi aplicado em 41 amostras 

de urinas para estudo do presente trabalho. Foi quantificado lactuloes e manitol em todas 

amostras analisadas. As amostras foram provenientes de crianças residentes em bairros 

com diferentes IDH em Fortaleza-CE. Crianças residentes em baixo IDH apresentaram 

razão L:M significativamente maior que crianças residentes em bairros com IDH maiores 

(P < 0,05) e percentual de excreção de manitol significativamente menor (P < 0,05). O 

presente estudo demonstrou que o teste L:M através de HPLC-MS/MS é rápido, simples 

e sensível na detecção dos biomarcadores lactulose e manitol na urina para avaliar o 

comprometimento da barreira morfofuncional gastrointestinal e disfunção entérica 

ambiental em crianças residentes em regiões com menores IDH as quais apresentam 

comprometimento de barreira morfofuncional gastrointestinal.  

 

 
Palavras-chave: Biomarcadores. Dosagem. Espectrometria de massa. Lactulose. 

Manitol. 

 



ABSTRACT 
 

Mass spectrometry associated with high performance liquid chromatography (MS / MS-

HPLC) promises many benefits over liquid chromatography in the dosage of excretion of 

lactulose and mannitol sugars for the evaluation of the gastrointestinal morphofunctional 

barrier. The technique has high analytical performances. The present work involves the 

development, optimization and validation of an analytical method for simultaneous 

determination of lactulose and mannitol in urine samples from children in the city of 

Fortaleza - Ceará using MS / MS- HPLC. The main objective is to validate the efficiency 

in an MS / MS- HPLC system: Ionization by Eletrospray (ESI), evaluating the sensitivity 

and the matrix effect of the compounds under study. The figures of merit such as 

selectivity, detection limits (LD) and quantification (LQ), linearity and accuracy were 

evaluated through tests of recovery of the method. The analytical curves were statistically 

validated, and showed good linearity, with determination coefficients above 0.99, in 

accordance with the standards adopted by ANVISA. LD values for lactulose and mannitol 

were respectively 0.0055 and 0.0003 ng / mL and LQ 0.0168 and 0.0010. The accuracy 

and precision tests were evaluated at three concentration levels (100, 500 and 1000 ng / 

mL). Matrix effect was present between 8-30% (ionization suppression). Thus, the 

method was applied to 41 urine samples to study the present study. Lactuloses and 

mannitol were quantified in all analyzed samples. The samples came from children living 

in neighborhoods with different IDH in Fortaleza-CE. Children living in low IDH showed 

a significantly higher L: M ratio than children living in neighborhoods with higher IDH 

(P <0.05) and significantly lower percentage of mannitol excretion (P <0.05). The present 

study demonstrated that the L: M test using MS / MS- HPLC is fast, simple and sensitive 

in detecting the biomarkers lactulose and mannitol in the urine to assess the impairment 

of the gastrointestinal morphofunctional barrier and environmental enteric dysfunction in 

children living in regions with lower IDH which have impaired gastrointestinal 

morphofunctional barrier. 

 

Keywords: Biomarkers. Dosage. Lactulose. Mannitol. Mass spectrometry.  
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1 INTRODUÇÃO  

 

1.1 Disfunção Entérica Ambiental (DEA) 

A avaliação da patogenicidade de infecções entéricas no hospedeiro tem se 

concentrado na avaliação de diarreia definida ou doenças gastrointestinais agudas e os 

resultados de saúde associados a tais doenças percebidas como binárias, ou seja, morte ou 

sobrevivência. Foi proposto que a resposta do hospedeiro a infecções entéricas frequentes, 

altera o intestino de uma forma que afeta adversamente o estado de saúde do hospedeiro, 

mesmo na ausência de diarreia ou doença gastrointestinal aguda (KOSEK et al., 2017). Por 

não haver manifestação clínicas aparentes, essas infecções entéricas são pouco estudadas em 

pesquisas clínicas, apesar de muito tempo desde o aparecimento dos primeiros relatos 

(MAL-ED NETWORK INVESTIGATORS, 2014). 

Na primeira metade da década de 1960 observou-se, na Tailândia, que indivíduos 

adultos sem sintomatologia gastrintestinal apresentavam redução na absorção intestinal da 

D-xilose e anormalidades na mucosa do intestino delgado (redução na altura das vilosidades 

e aumento do infiltrado de linfócitos na lâmina própria) em relação aos indivíduos que 

viviam nos países desenvolvidos. Em outros países tropicais as mesmas anormalidades 

morfológicas e funcionais (FIGURA 1) foram descritas e o quadro passou a ser denominado 

enteropatia tropical. Evidências mostraram que essas anormalidades eram adquiridas, ou 

seja, não estavam presentes no recém-nascido e apareciam depois do primeiro semestre de 

vida (DENNO et al., 2014; WATANABE; PETRI, 2016). 

Após observação que a distribuição geográfica da enteropatia tropical não se 

restringia somente às regiões tropicais, na década de 1980 autores da América do Sul 

propuseram a denominação enteropatia ambiental (EA). Nesse contexto, vale destacar que 

em determinados países desenvolvidos situados na região tropical, como o Qatar e 

Singapura, não foram identificados esses tipos de anormalidades no intestino delgado 

(DENNO et al., 2014; GUERRANT et al., 2013; WATANABE; PETRI, 2016). 
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Figura 1 - Disfunção Entérica Ambiental: origem e consequências. Fatores como ausência de saneamento 
básico, noções básicas de higiene e repetidas infecções subclínicas, podem contribuir para o desequilíbrio da 
barreira morfofuncional, podendo levar a inflamação crônica. A inflamação crônica pode comprometer a 
absorção intestinal e permeabilidade, tendo consequência redução no desenvolvimento neuropsicomotor, a 
absorção de nutrientes, vacinas e levar a desnutrição na primeira infância. 

Fonte: adaptada de WATANABE; PETRI, 2016.  

Mais recentemente, foi proposta a denominação disfunção entérica ambiental (DEA) 

como sinônimo do termo enteropatia ambiental (EA) (KEUSCH et al., 2013) e ampliou-se, 

também, o interesse na disfunção entérica ambiental em função de sua associação com o 

déficit de crescimento linear (stunting) observado com frequência em crianças que vivem 

em condições socioambientais desfavoráveis, como acontece em países em 

desenvolvimento. Passou-se a valorizar o potencial da disfunção entérica ambiental no 

comprometimento do pleno crescimento, que é frequentemente observado durante o 

primeiro ano de vida e irreversível após terceiro ano (DENNO et al., 2014). No entanto, deve 

ser destacado que a disfunção entérica ambiental pode ocorrer em qualquer faixa etária 

(BARTELT; BOLICK; GUERRANT, 2019; HARPER et al., 2018; KOSEK et al., 2014, 

2017; OWINO et al., 2016).  

Em 2018, estimou-se que 151 milhões de crianças menores de cinco anos (22%) 

sofriam de baixa estatura global (FANZO et al., 2018), principalmente nos países de baixa 

renda (BLACK et al., 2013). Acredita-se que a baixa estatura contribui para o fraco 

desenvolvimento cognitivo das crianças, problemas comportamentais e baixo desempenho 
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escolar que podem persistir até a idade adulta (CHANG et al., 2002; GRANTHAM-

MCGREGOR et al., 2007; WALKER et al., 2007). 

Além de diminuição do crescimento (diminuição da altura por idade z score), DEA 

e/ou enteropatógenos são associados a respostas inadequadas a vacinas orais e pode até 

acelerar a síndrome metabólica e suas consequências cardiovasculares (BARTELT; 

BOLICK; GUERRANT, 2019).  

A DEA não se trata de uma condição patológica simples do aumento da 

permeabilidade intestinal pelas mudanças morfológicas da barreira morfofuncional 

intestinal, mas consiste em múltiplas anormalidades, incluindo inflamações entéricas e 

sistêmicas e alterações metabólicas subsequentes (KOSEK et al., 2017; LOSTIA et al., 

2008). 

 

1.2 Barreira Morfofuncional Gastrointestinal  

A barreira morfofuncional gastrointestinal é uma das maiores interfaces entre o 

mundo externo e o meio interno humano. A mucosa intestinal está constantemente exposta 

ao conteúdo luminal e em condições normais modula a transferência de moléculas como 

nutrientes, eletrólitos, água, toxinas, micróbios e subprodutos microbianos, do lúmen 

intestinal para a mucosa. Essas moléculas podem usar a via transcelular e cruzar as 

membranas apical e basolateral dos enterócitos ou a via paracelular selada por proteínas de 

junção firme. Como consequência, a barreira intestinal pode afetar o balanço energético, a 

homeostase da água, a tolerância a antígenos alimentares e a inflamação da mucosa 

(GENTON; CANI; SCHRENZEL, 2015; KEITA; SÖDERHOLM, 2018) e alterações na 

função de barreira epitelial ocorrem em condições fisiológicas e patológicas (ZHANG et al., 

2020).  

A capacidade de proteger do conteúdo luminoso prejudicial e de controlar a 

permeabilidade da mucosa é definida como a função de barreira intestinal. Se o controle da 

barreira intestinal for quebrado, por exemplo, por infecções entéricas, isso leva a um 

aumento da permabilidade da mucosa e a distúrbios na interação epitelial-imuno-neural  

(KEITA; SÖDERHOLM, 2018; KUBICA et al., 2012; LIMA et al., 2017). 

 

1.2.1 Morfologia da Barreira Gastrointestinal 

Uma das principais características morfológicas do intestino é a existência de 

vilosidades e de criptas em sua arquitetura. As vilosidades se estendem para o lúmen 

intestinal e são revestidas por uma só camada de epitélio colunar que contém células 
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terminalmente diferenciadas. As criptas são invaginações epiteliais na mucosa do intestino, 

responsáveis pelo potencial proliferativo deste tecido (RODRIGUES et al., 2016).  

Conforme as células migram das criptas para o ápice, vão se diferenciando em 

enterócitos abortivos ou em células secretórias (células caliciformes, células de Paneth ou 

células enteroendócrinas), reduzindo o ritmo de proliferação e chegando a apoptose no ápice 

da vilosidade (CROSNIER; STAMATAKI; LEWIS, 2006). O complexo juncional apical é 

necessário para a formação da barreira epitelial (ODENWALD; TURNER, 2017). 

As células absortivas são caracterizadas pela presença de microvilosidades em 

sua superfície apical, enquanto as células caliciformes apresentam-se em forma de cálice e 

são caracterizadas por contínua produção de mucina (glicoproteica) para lubrificar e proteger 

o epitélio intestinal (CROSNIER; STAMATAKI; LEWIS, 2006). As células de Paneth 

encontram-se dispersas na parte inferior da cripta e são responsáveis por secretar proteínas 

antibacterianas para proteger as células-tronco próximas (PETERSON; ARTIS, 2014). As 

células enteroendócrinas são responsáveis por secretar vários hormônios intestinais, dentre 

os quais catecolaminas (CROSNIER; STAMATAKI; LEWIS, 2006). 

As células epiteliais intestinais interagem entre si através de três complexos 

juncionais: junções firmes, junções aderentes e desmossomos (KARCZEWSKI et al., 2010; 

TSUKITA; FURUSE; ITOH, 2001). 

 

1.2.1.1 Junções Aderentes e Desmossomos 

Fornecem forças adesivas necessárias para a manutenção das interações célula-

célula. O componente mais conhecido das junções aderentes são as caderinas - proteínas 

transmembranares de abrangência única que interagem homotipicamente com a porção 

extracelular das caderinas nas células adjacentes. Na face citoplasmática, as caderinas 

interagem diretamente com a catenina p120 e a β-catenina, que por sua vez interagem com 

a α-catenina. Entre outras funções, a α-catenina regula a montagem de actina perijuncional, 

o que fornece mais resistência a essas estruturas. Além disso, a junção aderente é necessária 

para a montagem eficiente da junção apertada, uma função que estudos in vitro atribuíram à 

caderina epitelial (Ecadherin) e à α-catenina (FIGURA 2) (ODENWALD; TURNER, 2017).  

Os desmossomos formam estruturas que se conectam aos filamentos 

intermediários do citoesqueleto, proporcionando fortes ligações adesivas que mantêm a 

proximidade celular e são também locais de comunicações intercelulares. Recentemente, 

uma nova proteína humana conhecida como zonulina foi identificada como moduladora 
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diretamente da permeabilidade intestinal. Expressão da zonulina de cadeia simples conduz 

à ativação de moléculas de sinalização, tais como o receptor de fator de crescimento 

epidérmico (EGR) e receptor ativado por proteinase 2 (PAR-2), o que resulta no aumento da 

permeabilidade (RODRIGUES et al., 2016). 

 

Figura 2 - O complexo juncional apical da barreira epitelial intestinal. O complexo juncional apical é 
necessário para a formação da barreira epitelial. A monocamada epitelial intestinal separa o conteúdo luminal 
da lâmina própria subjacente. a | Epitélio jejunal humano corado com hematoxilina e eosina, mostrando células 
formando uma borda em escova da comunidade. Barra de escala = 10μm. b | A microscopia eletrônica de 
transmissão do epitélio do intestino delgado mostra junções intercelulares, uma borda em escova de 
microvilosidades e exclusão de organelas da faixa densa de actina cortical logo abaixo da borda em escova. 
Barra de escala = 500 nm. Detalhe: complexo juncional apical, composto pela junção firme, junção aderente e 
desmossomo. Barra de escala = 200 nm. c | A microscopia eletrônica de varredura mostra a superfície da borda 
em escova contínua do intestino delgado. Barra de escala = 2 μm. Detalhe: Matriz de microvilosidades 
densamente compactadas. Barra de escala = 500 nm. d | A microscopia eletrônica de fratura por congelamento 
mostra fios de junção rígida. Barra de escala = 100 nm. e | As células epiteliais são mantidas juntas e se 
comunicam por meio de junções. Esquemático representando proteínas transmembrana juncionais da junção 
firme (claudinas e proteínas MARVEL associadas à junção firme, junção aderente (E-caderina) e desmossomo 
(desmogelina e desmocolina) conectado ao citoesqueleto de actina via proteínas citosólicas (ZO1, cateninas e 
desmoplakin). Junções firmes e aderentes interagem com o citoesqueleto de actina e os desmossomos se 
conectam aos filamentos intermediários. 

Fonte: Adaptada de ODENWALD; TURNER, 2017. 

 

1.2.1.2 Junções Firmes  

As junções firmes são estruturas complexas e dinâmicas, que incluem mais de 

40 proteínas capazes de interagir com a célula adjacente (SCHNEEBERGER; LYNCH, 

2004). São constituídas por três grupos de proteínas integrais de membrana- claudinas, 
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ocludinas e moléculas de adesão juncional- além de um número considerável de outras 

proteínas citoplasmáticas acessórias, as quais incluem as zonula occluden (ZO), cingulina e 

outras proteínas guanilato-quinase associadas à membrana (RODRIGUES et al., 2016). 

As proteínas transmembranares coordenam e refinam os transportes via para 

celular. Desta forma, proporcionam uma barreira morfofuncional a diversas substâncias e 

moléculas (CAPLAN, 2008; TURNER, 2009).  

As ocludinas, a família de claudinas e a tricellulina são proteínas que contêm 

quatro alças transmembranares e duas extracelulares, com os terminais N e C citoplasmático. 

As proteínas citoplasmáticas acessórias ZOs, subdividem-se em ZO-1, ZO-2 e ZO-3 e 

conectam as proteínas transmembrenares ao citoesqueleto de actina. Esta interação é 

necessária para a manutenção da integridade estrutural da função de barreira do epitélio 

intestinal (FIGURA 3).  Podendo esta função ser comprometida por diversos estímulos 

fisiológicos e patológicos (CAPLAN, 2008; TURNER, 2009). As junções firmes, 

localizadas no local de adesão celular mais apical entre as células epiteliais, são críticas para 

a formação da barreira paracelular que mantém a hemóstase e determinam também o 

tamanho e a carga das moléculas que podem passar seletivamente pela barreira 

(TOKUMASU; TAMURA; TSUKITA, 2017). 
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Figura 3 - Estrutura morfológica da barreira intestinal. As membranas plasmáticas das 
células adjacentes são fundidas por meio das junções firmes. As proteínas formadoras dessas 
junções são claudinas, ocludina e ZO-1, que interagem com os milamentos do citoesqueleto 
(F-actina e Miosina). Mais abaixo se encontram as proteínas das Junções aderentes: E-caderina, 
α-catenina 1, β-catenina, δ1 catenina (também conhecido como P120 catenina; não mostrado) 
que interagem comr F-actina. A MLCK está associada com o anel de actomiosina 
perijunctional. Desmossomos, que estão localizados abaixo do complexo juncional apical é 
formado por interações entre desmogleína, desmocolina, desmoplaquina e filamentos de 
queratina. MLCK (Myosin light-chain kinase, do inglês). 

Fonte: RODRIGUES et al., 2016. 

 

1.2.1.2.1 Ocludinas  

A ocludina (do latim “occludere”, passagem restrita), uma fosfoproteína 

tetraspanina (65 kDa), foi a primeira proteína a ser identificada nas junções firmes (FURUSE 

et al., 1993). Ela possui quatro domínios transmembranais, ligados a dois extracelulares ricos 

em tirosina no domínio intracelular C-terminal e N-terminal (SUZUKI, 2020). Sua função 

deve ser vista mais em um contexto regulador do que como uma proteína estrutural   

importante   no   estabelecimento   das   propriedades   da   barreira.   Seu   domínio 

citoplasmático C-terminal fornece a conexão da ocludina com o citoesqueleto, assegurando 

uma alta resistência   elétrica das monocamadas das células epiteliais e diminuição da 

permeabilidade paracelular (PERSIDSKY et al., 2006). 
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1.2.1.2.2 Claudinas  

As claudinas (do latim claudere, fechar) são uma família de 27 proteínas (20-27 

KDa) que possuem quatro domínios transmembranares, com domínios C-terminal e N-

terminal citoplasmáticos (TSUKITA; FURUSE; ITOH, 2001). Suas alças extracelulares 

fazem as interações homofílicas e heterofílicas com células adjacentes, criando uma barreira 

seletiva para a passagem de determinadas moléculas pela via paracelular (ANDERSON; 

VAN ITALLIE, 2009). São responsáveis amplamente também pelo controle da adesão 

celular e pelas características da barreira paracelular (TOKUMASU; TAMURA; TSUKITA, 

2017). 

Estudos prévios determinaram vários subtipos de claudinas que estão envolvidos 

na estrutura e funcionamento das junções firmes (TAMURA et al., 2011; TOKUMASU; 

TAMURA; TSUKITA, 2017; TSUKITA et al., 2008; TSUKITA; FURUSE; ITOH, 2001). 

Estas possuem padrões de expressão diferentes, com características seletivas de 

permeabilidade dependentes do número e das posições de aminoácidos carregados na 

primeira alça extracelular da proteína (RAHNER; MITIC; ANDERSON, 2001). Como 

exemplo, as claudinas 2 e 15 que apresentam padrões de expressão e função diferentes entre 

a infância e a vida adulta (TAMURA et al., 2011; WADA et al., 2013). 

Estas proteínas podem ser classificadas como formadoras de função de barreira, 

diminuindo a permeabilidade paracelular; ou formadoras de poros, aumentando a 

permeabilidade paracelular (ANDERSON; VAN ITALLIE, 2009). As claudina-1, -3, -4, -5, 

-8, -9, -11, e -14 são exemplos de formadoras de barreira, enquanto claudina-2, -7, -12, e -

15 são formadoras de poros (SUZUKI et al., 2014). Diferentes padrões de expressão de 

claudinas em órgãos, tecidos e células epiteliais regulam sua variedade de funções 

(TOKUMASU; TAMURA; TSUKITA, 2017). 

 

1.2.1.2.3 Moléculas de Adesão Juncional  

São o terceiro grupo de proteínas que compõem o grupo de proteínas 

membranares que estão envolvidas na construção das junções firmes. São membros da 

superfamília das imunoglobulinas (Ig) e apresentam peso molecular de aproximadamente 43 

kDa (ASSIMAKOPOULOS; PAPAGEORGIOU; CHARONIS, 2011; GONZÁLEZ-

MARISCAL et al., 2003). Três membros desta família (JAM-1, JAM-2 E JAM-3) já foram 

identificados e estruturalmente são constituídas por apenas um domínio transmembranal, um 
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domínio extracelular N-terminal e pelo pequeno terminal carboxílico citoplasmático 

(SUZUKI, 2013).   

 

1.2.1.2.4 Zonulas ocludens 

As Zonulas ocludens (ZOs) foram as primeiras proteínas específicas 

identificadas das junções firmes e foram identificadas como, ZO-1 (~220 kDa), ZO-2 (~160  

kDa)  e  ZO-3  (~130  kDa) (ASSIMAKOPOULOS; PAPAGEORGIOU; CHARONIS, 

2011; GONZÁLEZ-MARISCAL et al., 2003; SUZUKI, 2013). São proteínas compostas por 

três domínios PDZ (PDZ-1, PDZ-2 e PDZ-3), um domínio SH3, e um domínio membranal 

associado à guanilato kinase (SUZUKI, 2013). Estes domínios são importantes por causa do 

seu papel no arranjo das proteínas, e consequentemente na integridade da membrana 

(ASSIMAKOPOULOS; PAPAGEORGIOU; CHARONIS, 2011). 

 

1.2.1 Barreira Morfofuncional Gastrointestinal e Doenças   

Várias doenças intestinais e sistêmicas estão associadas a aumento da 

permeabilidade gastrointestinal (GI) através do prejuízo na função de barreira intestinal 

levando à popularização do diagnóstico e conhecido popularmente como síndrome do 

intestino permeável (MAES; KUBERA; LEUNIS, 2008; ODENWALD; TURNER, 2013). 

Algumas doenças afetam principalmente o intestino, por exemplo a doença 

inflamatória intestinal, doença celíaca e síndrome do intestino irritável. Além destas, existem 

doenças sistêmicas ou doenças envolvendo outros sistemas orgânicos, por exemplo, diabetes 

tipo I, doença do enxerto versushost (GVHD), AIDS, artrite reumatoide e autismo 

(ODENWALD; TURNER, 2013; VAN WIJCK et al., 2011). 

As doenças neuroinflamatórias são citadas como potencialmente causadoras de 

disfunção gastrointestinal. Entre essas doenças estão a esclerose múltipla, distúrbio do 

espectro da neuromielite óptica, distúrbio associado a glicoproteína de oligodendrócitos de 

mielina e encefalite autoimune. Doenças do sistema nervoso periférico que afetam o 

intestino incluem síndrome de Guillain-Barré, polineuropatia desmielinizante inflamatória 

crônica, neuropatia sensorial-autonômica aguda / neuropatia motora-sensorial-autonômica 

aguda, ganglionopatia autonômica aguda, miastenia gravis e neuropatia autonômica aguda 

com síndrome paraneoplásica (SAKAKIBARA, 2021). 

A análise de permeabilidade pode ajudar a esclarecer o papel da barreira 

morfofuncional gastrointestinal na doença. Além disso, para avaliação de intervenções 
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dirigidas à prevenção de aumento da permeabilidade GI e melhoria da integridade do epitélio 

GI, uma análise sensível da permeabilidade GI é essencial (VAN WIJCK et al., 2011). 

 

1.2.2 Avaliação da Permeabilidade Intestinal 

Diferentes métodos são propostos para avaliar a permeabilidade intestinal e suas 

doenças associadas. Alguns apresentam uma correlação com a função da barreira intestinal, 

com o dano tecidual e ao grau de inflamação e resposta imune (TABELA 1). 

Tabela 1 - Marcadores intestinais associados a absorção, permeabilidade, danos e reparação intestinal, 
inflamação sistêmica e resposta imune. 

Biomarcadores Tipo de 

Amostra 

Função Patobiologia 

A absorção, permeabilidade, danos e reparação intestinal 

Taxa de lactulose: 

manitol 

(taxa de L:M) 

Urina A taxa LM é utilizada para avaliar a 

área de absorção, lesão e reparação 

da barreira morfofuncional intestinal. 

A razão L:M tem mostrado ser um 

teste sensível para avaliar alterações 

na permeabilidade, absorção e lesão 

da barreira morfofuncional 

gastrointestinal. 

% Excreção de 

lactulose (%L; 

342 Da) 

Urina %L mensura o aumento da 

permeabilidade ou do dano do 

epitélio intestinal. 

%L está associada com doenças que 

alteram a permeabilidade e / ou 

lesão da barreira morfofuncional 

gastrointestinal. 

% Excreção de 

Manitol (%M; 

182 Da) 

Urina %M mensura a área de absorção 

intestinal. 

%M está associada com doenças 

que alteram a área de absorção do 

intestino. 

Proteína ligadora 

de ácidos graxos 

do íleo 

(I-FABP; ~13-14 

kDa) 

Plasma, 

soro, urina 

Localizado nas células epiteliais do 
intestino delgado e este é importante 
para a utilização, transporte e 
metabolismo 

de ácidos graxos. 

Esse é um marcador bioquímico 

para a célula intestinal 

isquemicamente danificado (baixo 

ou ausência de I-FABP). 

Diamina oxidase 

(DAO; ~91kDa) 

Soro DAO expressa na mucosa intestinal e 

correlaciona-se inversamente a 

permeabilidade intestinal. 

DAO relacionada a integridade da 

membrana e maturidade celular da 

mucosa do intestine delgado 

Litostatine-1-beta 

(Reg1β; 19 kDa) 

Fecal Essa proteína é produzida em células 

de criptas intestinais e desempenha 

um papel na reparação de tecidos, 

crescimento e proliferação de células. 

 

Detecção da proteína presente nas 

fezes, é um indicador da 

proliferação de células da cripta. 
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Inflamação Intestinal 

Leucócitos 

marcados 

 

Fecal Leucócitos ligados a 

radiomarcadores, considerado o 

padrão ouro para teste de inflamação 

nas fezes 

Este indica o aumento de 

mediadores inflamatórios no 

aumento da permeabilidade 

intestinal 

Alfa-1-antitripsina 

(α-1-AT; 52 kDa) 

Fecal, Soro α-1-AT é uma glicoproteína, proteína 

de fase aguda e é inibidor de 

proteinase. 

A presença na amostra  

fecal reflete um aumento da 

permeabilidade intestinal durante o 

processo inflamatório 

alfa2-

macroglobulina 

(α2M, 820kDa) 

Fecal, Soro É uma glicoproteínaa que age anti-

proteinase, capaz de inativar uma 

grande variedade de proteínase. 

Atua na regulação de reações 

inflamatórias e inibe a atividade 

proteolítica da tripsina, da plasmina 

e da calicreína. Associado a doença 

de Crohn, mas não doença 

ulcerativa.  

Lactoferrina 

(LAF; 80 kDa) 

Fecal LAF está presente nos grânulos de 

neutrófilos e tem atividade 

antimicrobiana. 

Uma concentração elevada é um 

indicador de inflamação do 

intestino. 

Calprotectina 

(CAP; 36.5 kDa) 

Fecal, 

plasma, 

soro, urina 

CAP é uma proteína ligadora de 

cálcio e zinco da família de proteínas 

S100, formada em granulócitos 

neutrófilos (também conhecida como 

MRP-8/14, calgranulina A/B ou 

S100A8/A9). 

CAP é presente no citoplasmática 

de neutrófilos, macrófagos e 

eosinófilos do tecido do íleal. Tem 

atividade antimicrobiana, 

imunomodulafdora e efeitos 

antiproliferativos. É um potente 

fator quimiotático de neutrófilos  

Mieloperoxidase 

(MPO; 150 kDa) 

Fecal, urina MPO está presente nos grânulos de 

neutrófilos e catalisa a oxidação da 

substância através H2O2. 

O sistema MPO H2O2 tem um 

efeito tóxico sobre os 

microrganismos e reflete a 

atividade inflamatória no intestino. 

Neopterina 

(NEP; 253 Da) 

Fecal, 

plasma, 

soro, urina 

NEP é sintetizado e liberado pela a 

reação do sistema imune celular de 

macrófagos e de células dendríticas 

após estimulação com IFN-g. 

NEP está associada com a ativação 

do sistema imune celular 

Elastase 

neutrofílica (NE) 

Fecal É uma proteinase serina de grânulos 

primários de leucócitos 

polimorfonucleares os quais são 

liberados após ativação neutrofílica. 

Elastase neutrofílica pode 

solubilizar matriz extracellular e é 

um indicador de doenças 

inflamatórias. 

 

Biomarcadores Tipo de 

Amostra 

Função Patobiologia 
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Inflamação sistêmica e resposta imune 

Anti-citoplasma 

de neutrófilos 

(ANCA) 

Plasma São anticorpos para grânulos de 

neutrófilos. Associados a pacientes 

com doença ulcerativa, mas não 

doença de Crohn. 

Indica inflamação crônica 

correlacionada com aumento de 

permeabilidade intestinal  

Anticorpos anti-

Saccharomyces 

(ASCA). 

Plasma Homólogo à parede celular de 
enterobactérias 

Associados a pacientes com doença 

Crohn, mas não doença ulcerativa. 

Indica inflamação crônica 

correlacionada com aumento de 

permeabilidade intestinal  

Proteína c-reactiva 

(PCR; 125.5 kDa) 

Plasma, Soro PCR é uma proteína de fase aguda 

produzido exclusivamente no fígado 

após estimulação pela interleucina-6. 

PCR é um marcador para a 

inflamação aguda e necrose do 

tecido. A concentração de PCR 

aumenta dramaticamente após 

infecções microbianas 

Soro Amilóide A 

(SAA-1; 12.5 

kDa) 

Plasma, 

Soro, Urina 

O fígado é o principal local de síntese 
de SAA-1 e é um reagente de fase 
aguda.  

SAA-1 tem funções 
imunomoduladoras (quimiotaxia e 
expressão de moléculas de adesão), 
propriedades de citocinas e regulam 
positivamente metaloproteinases. 

SAA-1 é envolvido no transporte e 

metabolismo de colesterol. 

O aumento da concentração de 

SAA-1 é associada com a 

inflamação sistêmica. 

Lipossacarídeo 

(LPS; ~20 KDa) 

Plasma, 

Soro, Tecido 

homogenado 

LPS é uma endotoxina liberada pelas 

bactérias. 

O aumento de LPS pode induzir 

efeitos inflamatórios e anti-

coagulantes 

Proteína de 

Ligação ao LPS 

(LBP; 51 kDa) 

Plasma, Soro LBP é uma proteína de fase aguda que 
é constituitivamente produzida pelo 
fígado. 

A proteína catalisa a monomerização 

do LPS e sua transferência para 

sCD14 e às lipoproteínas. 

Esta proteína tem ambos os papéis 

na ativação de monócitos por LPS e 

na neutralização dos LPS pela via da 

lipoproteína 

Fonte: RODRIGUES et al., 2016. 

Além das incertezas com os biomarcadores, a comunidade científica ainda não 

chegou a um consenso sobre quais tipos de definições são relevantes para o entendimento 

da DEA. Diferenças apresentadas nas populações que sofrem de DEA mostram uma 

mudança nas distribuições de biomarcadores, tornando difícil fazer diagnósticos individuais, 

e intervenções em nível de população podem ser mais apropriadas (ROGAWSKI; 

GUERRANT, 2017).  

Após constatação da existência de biomarcadores associados a DEA, o número destes 

biomarcadores não invasivos vem se expandindo e se caracterizam por diferentes aspectos 
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da fisiologia e integridade intestinal. O biomarcador mais amplamente utilizado para DEA é 

o teste de lactulose: manitol (razão L:M) para permeabilidade intestinal que tem sido usado 

para demonstrar que a permeabilidade intestinal alterada (KOSEK et al., 2017; LOSTIA et 

al., 2008). 

 

1.2.3.1 Teste Lactulose: Manitol 

Existem duas vias de transporte no epitélio intestinal saudável.  Na primeira, 

denominada de transcelular, as moléculas menores do que 0,4 nanômetros (nm), atravessam 

as membranas celulares através de pequenos poros aquosos (0,4 a 0,7 nm), de alta incidência, 

presentes na membrana dos enterócitos (LIMA, 1998; TRAVIS; MENZIES, 1992; 

VOJDANI, 2013).  Na segunda, denominada paracelular, a passagem das moléculas ocorre 

entre as células. Isso acontece com as moléculas maiores do que 0,5 nm, que permeiam a 

mucosa intestinal através de canais maiores (6,5 nm de raio), de baixa incidência, 

susceptíveis ao   estresse   hiperosmolar, presentes   nas junções   firmes (LIMA, 1998; 

TRAVIS; MENZIES, 1992; VOJDANI, 2013). 

 A medida da excreção urinária de açucares não metabolizados administrados 

por via oral é um marcador molecular útil de avaliação da área de absorção intestinal, 

permeabilidade transcelular e paracelular, bem como a integridade da mucosa intestinal 

(BARBOZA JR. et al., 1999; LIMA et al., 1997; GERVASONI et al., 2016) e vem sendo 

amplamente aceito para avaliação de alterações na função intestinal (LIMA ET AL., 1997; 

BARBOZA JR. et al., 1999; DENNO et al., 2014; LEE et al., 2017; LOSTIA et al., 2008). 

O teste proposto, denominado teste lactulose:manitol (L:M), baseia-se na  

análise de dois carboidratos, o manitol, um monossacarídeo de peso molecular de 182 Da, o 

qual é transportado na célula intestinal através da via transcelular, enquanto outro 

carboidrato, a lactulose, um dissacarídeo de 342 Da (FIGURA 4), é transportado através do 

cruzamento das junções firmes localizadas nos espaços intercelulares consistentes na via 

paracelular da barreira intestinal (RODRIGUES et al., 2016). 

 

 

 

 

 



31 
 

Figura 4 - Estrutura química dos açucares lactulose e manitol. A lactulose é um dissacarídeo de alto peso 
molecular que em condições normais é absorvido em concentrações baixas através do intestino.  O 
monossacarídeo manitol, de baixo peso molecular, é absorvido na barreira intestinal íntegra. 

 

Fonte: Adaptada de WWW.CHEMSRC.COM, 2021. 

Por se tratar de um teste quantitativo, o teste L:M mede diretamente a capacidade 

desses dois açucares não metabolizados em penetrar a mucosa intestinal. A lactulose é uma 

molécula grande, minimamente absorvida, menos de 1%, pelos enterócitos enquanto o 

manitol é uma molécula menor e é absorvida por via transcelular em torno de 10% 

(FIGURA 5). Um aumento da excreção urinária de lactulose indica aumento da 

permeabilidade intestinal, enquanto uma diminuição da excreção de manitol indica 

diminuição na capacidade absortiva (DENNO et al., 2014; GERVASONI et al., 2016). 
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Figura 5 - Transporte de Lactulose e Manitol em Função da Barreira Intestinal. Em condições 
normais, o manitol é absorvido através de barreira intestinal íntegra via transporte transcelular (10%). 
A permeação da lactulose ocorre apenas em pequenas quantidades (1%) por transporte 
paracelular/junções firmes (JF). 

Fonte: Adaptada de EXAMINE.COM, 2021. 

O teste de L:M tem sido proposto na prática clínica para análise da 

permeabilidade intestinal em pacientes com dermatite atópica, intolerância a proteína do 

leite de vaca, doença celíaca, fibrose cística, doença de Crohn, diarreia aguda e crônica e 

outras doenças e apresentou relação com alteração histopatológica (número de linfócitos de 

células intra-epiteliais) (CAMPBELL et al., 2003; KUBICA et al., 2012; LOSTIA et al., 

2008; PASCHOAL et al., 2008; VILELA et al., 2008). Atualmente é o mais comum teste 

usado de permeabilidade intestinal e DEA entre as crianças do mundo em desenvolvimento 

(DENNO et al., 2014), é barato e preciso para avaliar a integridade da mucosa 

gastrointestinal sem uso de métodos invasivos (GERVASONI et al., 2016). 

Com o surgimento da pandemia por SARS-CoV-2 e a possível associação com 

alterações gastrointestinais, o teste L:M pode ser útil para avaliação dessas alterações em 

pacientes com manifestações gastrointestinais. Wang e colaboradores (2020), demonstraram 

uma incidência de diarreia em pacientes com COVID-19 variando entre 2% e 49,5%. A 

principal causa da diarreia foi considerada a invasão pelo SARS-CoV-2 das células epiteliais 

do intestino delgado que expressam enzima conversora de angiotensina -2 (ACE-2), 

causando danos intestinal local. 

Existe uma variedade de técnicas analíticas usadas para determinar lactulose e 

manitol em amostras de urina. Na maioria das vezes são utilizados métodos enzimáticos, 

sendo também citadas: cromatografia gasosa, cromatografia líquida, cromatografia de troca 
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iônica e eletroforese capilar. Dentre elas, a Cromatografia Líquida de Alta Performace tem 

sido um dos métodos mais utilizados, sendo mais simples de realizar, preciso, rápido e de 

fácil automação (GERVASONI et al., 2018; KUBICA et al., 2012). 

Recentemente, a cromatografia líquida de alta performance acoplada a 

espectrometria de massas tem sido considerado a plataforma ideal por sua alta seletividade, 

sensibilidade e produtividade (GERVASONI et al., 2016, 2018; OSS et al., 2010).  

 

1.2 Espectrometria de Massas   

1.2.3 Histórico  

A espectrometria de massas (MS) é uma técnica baseada na determinação da 

relação entre a massa e a carga (m/z) de espécies ionizadas em fase gasosa. Os princípios 

fundamentais da MS se deram em 1897 através de experimentos do pioneiro J. J. Thomson, 

que estudou os raios catódicos, levando a todo posterior desenvolvimento da técnica. Já no 

ano de 1913, Thomson construiu o primeiro espectrógrafo de s detectando a presença de 

isótopos no gás neônio, e desta forma, impulsionando a descobertas de compostos isotópicos. 

Os primeiros espectrômetros foram desenvolvidos por A. J. Dempster (1918) e F. W. Aston 

(1919), possibilitando a descoberta de diferentes isótopos de elementos, permitindo a 

medição de s atômicas exatas, além da descoberta de diversos elementos não radioativos. A 

partir da década de 50 ampliaram-se as pesquisas aplicando-se MS com o desenvolvimento 

dos analisadores de s do tipo tempo-de-vôo (TOF), ion-trap (IT), quadrupolo (Q) e 

ressonância ciclotrônica de íons com transformada de Fourier (FT-ICR) (PAZ, 2017).  

Atualmente, a espectrometria de massas é uma técnica microanalítica utilizada 

para obter informação da massa molecular e de características estruturais da amostra. A 

espectrometria de massas  é uma das mais importantes ferramentas analíticas disponíveis aos 

cientistas, já que é capaz de fornecer informação sobre: i) a composição elementar de 

amostras; ii) a estrutura molecular; iii) a composição qualitativa e quantitativa de misturas 

complexas; iv) a estrutura e a composição de superfícies sólidas e as proporções isotópicas 

de átomos em amostras e ainda é utilizada em diversos estudos na área de Biologia, Ciências 

Médicas e de Ciências Tecnológicas (RODRÍGUEZ et al., 2003). 

A espectrometria de massas tem sido proposta e apresentada como vantagem em 

determinar e identificar simultaneamente a relação L:M na urina. Os valores de potenciais 

de sensibilidade e especificidade têm sido avaliados, demonstrando ser um método simples 

e de fácil execução (KUBICA et al., 2012). 
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De acordo com a IUPAC, a Espectrometria de massas (MS) é definida como o 

estudo da matéria pela formação de íons em fase gasosa e posteriormente caracterizados por 

um Espectrômetro de massas de acordo com sua massa, carga, estrutura ou propriedades 

fisico-químicas (IUPAC Gold Book). O resultado de uma análise por MS se dá pela forma 

de um espectro, onde a abscissa corresponde à razão entre a massa e o número de cargas do 

íon (m/z) e a ordenada está relacionada à sua intensidade. Em virtude do alto grau 

informativo das análises, MS pode ser utilizada tanto qualitativamente (ou seja, para 

identificação de composição elementar de compostos e elucidação estrutural) quanto como 

para análises quantitativas, em geral onde se buscam determinar analitos nos níveis de traços 

em matrizes complexas (KIND; FIEHN, 2010; RIBANI et al., 2004).   

Um espectro de massa apresenta, além da m/z do composto de interesse, o sinal 

referente ao padrão isotópico do analito, que por sua vez é resultante do padrão isotópico 

dos átomos constituintes do composto. Com isso, essa informação pode ser utilizada para 

prever a presença de alguns átomos com padrões isotópicos bem característicos (Cl, Br, S, 

dentre outros). Além disso, o espectro de MS também pode, dependendo das condições de 

aquisição, apresentar sinais referentes à fragmentação do íon originalmente gerado na fonte. 

Esses fragmentos por sua vez podem ser muito úteis tanto do ponto de vista qualitativo, 

fornecendo informações auxiliares para elucidação estrutural, quanto quantitativo, no 

sentido de aumentar a seletividade do método analítico. Finalmente, em virtude do seu 

caráter universal, o espectro de MS em geral apresenta sinal de outras espécies que são 

simultaneamente ionizadas ao analito de interesse. Nesse caso é importante ressaltar que a 

relação de intensidade entre dois íons diferentes no espectro não está diretamente relacionada 

às concentrações relativas do mesmo em solução, visto o caráter intrinsecamente não 

quantitativo da técnica (RIBANI et al., 2004). 

Assim como em outras técnicas, alguns parâmetros em MS devem ser 

considerados quando se visa um determinado objetivo analítico. No caso de MS essa questão 

é aparentemente mais crítica em virtude do fato que diferentes instrumentos apresentam 

diferenças significativas nesses parâmetros e, paralelamente a isso, apresentam também 

diferenças significativas de preços. Desse modo, não é incomum um equipamento de MS de 

baixo valor relativo ser mais útil que um equipamento com preço superior a 10 vezes maior. 

Um dos parâmetros mais importantes a ser considerado é a Exatidão de s, dada pela diferença 

entre as s teóricas e obtidas experimentalmente. Esse valor pode ser expresso tanto no modo 
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absoluto (simplesmente pela diferença, expressa como Da ou mais comumente mDa) como 

relativo (em unidades de partes por milhão, ppm), de acordo com a expressão abaixo:  

Δm = [(mE – mT)/mT] x 10 6 

onde, mE e mT são, respectivamente, as s Experimental e Teórica. Alguns 

Espectrômetros de s tem a capacidade de fornecer a  do composto de interesse com erros 

inferiores a 5 ppm; essas condições são fundamentais toda vez que se deseja 

publicar/patentear uma nova molécula (WEBB et al., 2004).  

Esses dados são de grande valia, uma vez que se a  de um composto 

desconhecido for medida com exatidão suficiente, sua fórmula molecular pode ser obtida 

sem nenhum outro tipo de conhecimento prévio do analito de interesse; essa informação 

pode ser ainda mais exata caso a relação de intensidade entre os íons do padrão isotópico 

sejam medidos adequadamente (KIND; FIEHN, 2010).  

Os pontos fortes da técnica são a velocidade, com separação de analitos em 

milissegundos, adequação para monitoramentos em tempo real e baixo custo. Encontrando 

grande aplicação nos campos militar e de segurança para análise de traços de vapores 

orgânicos, especialmente compostos como explosivos, drogas e agentes de guerra química 

(COLLINS; LEE, 2002). 

 

1.3 Cromatografia Líquida Acoplada à Espectrometria de Massa (LC-MS) 

A cromatografia líquida tem como princípio a separação de componentes presentes   

em   uma   amostra.   A   separação   acontece   em   decorrência   de   diferenças nas 

propriedades físico-químicas dos componentes da amostra, os quais interagem distintamente 

com as fases estacionária e móvel, promovendo a eluição do analito em função de seu tempo 

de retenção (HARVEY, 2000).  Essa técnica, além de ser ideal para a separação, também é 

utilizada para identificar e quantificar uma substância em uma mistura complexa 

(COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006). Os parâmetros cromatográficos mais relevantes a 

serem considerados são: preparo da amostra; volume de injeção; composição e gradiente da 

fase móvel; fluxo da fase móvel; tipo de fase estacionária; temperatura da coluna; e tipo de 

detector (HARVEY, 2000; SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2011).   

Quando acoplada à espectrometria de massas (MS), a cromatografia líquida há 

muito tempo é uma ferramenta analítica popular e poderosa em uso para quantificação de 
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moléculas pequenas e estudos metabolômicos. Técnicas de plataforma de MS de baixa 

resolução, como triplo quadrupolo (QQQ) e armadilha de íons de quadrupolo (QIT) 

geralmente têm velocidade de varredura rápida e alta sensibilidade (como QQQ), mas muitas 

vezes não podem obter espectros de MS de alta precisão. Devido às suas características, a 

análise de alvo clássica baseada no monitoramento de múltiplas reações (MRM) de um 

espectrômetro de  triplo quadrupolo é a estratégia mais comumente usada para determinação 

de múltiplos analitos em sistemas complexos, e tem sido considerada como padrão ouro por 

sua alta sensibilidade, ampla faixa dinâmica, precisão de quantificação confiável e 

estabilidade (SUN et al., 2020). 

Cromatografia líquida de alta performance (HPLC) com detecção por 

espectrometria de massas tandem (MS/MS) é agora considerada a método de escolha para a 

determinação quantitativa de drogas e metabólitos em fluidos biológicos. A metodologia 

alcançou seu status preferido porque foi percebido que com MS/MS a detecção foi altamente 

seletiva e, portanto, eliminada de forma eficaz interferência por impurezas endógenas, além 

de permitir identificação e quantificação do analito de interesse em concentrações na faixa 

de nanogramas por mililitro (RATH; MARTÍNEZ-MEJIA; SCHRÖDER, 2015). Mesmo 

sem qualquer limpeza ou extração de amostras e com muito pouco ou nenhuma separação 

cromatográfica, impurezas endógenas de biofluidos não foram detectadas, e o único sinal 

MS/MS observado em biofluidos de controle originado do analito desejado. Portanto, uma 

percepção comum foi que a utilização de HPLC-MS/MS foi praticamente garantida a 

seletividade do método e extração de amostra e a cromatografia poderia ser simplificado ou 

mesmo eliminado (MATUSZEWSKI; CONSTANZER; CHAVEZ-ENG, 2003). No 

entanto, o tempo mostrou que a espectrometria de massas tem sua sensibilidade aumentada 

quando acoplada a cromatografia líquida, portanto não podendo eliminar a separação através 

da cromatografia (GERVASONI et al., 2016; IGLESIAS, 2013; OSS et al., 2010). 

Existem diversos tipos de espectrômetros de massas, cada qual com suas 

vantagens e limitações (LANÇAS, 2009; NASCIMENTO, 2017). Porém, todos apresentam 

os mesmos componentes básicos: sistema de introdução de amostra, fonte de ionização, 

analisador/separador de s, detector e registrador. Além disso, como será colocado 

posteriormente, alguns equipamentos apresentam dois analisadores de s separados por uma 

câmara de colisão. Um esquema da estrutura básica de um espectrômetro de s é mostrado na 

FIGURA 6. 
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O sistema de injeção da amostra se dá de forma direta na fonte ou através do 

acoplamento com a Cromatografia Gasosa ou Líquida. Na fonte de íons, os componentes de 

uma amostra são convertidos em íons positivos ou negativos os quais são imediatamente 

acelerados em direção ao analisador de massas. A função do analisador é separar tais íons 

de acordo com a razão entre a sua massa e sua carga elétrica, m/z (CHIARADIA; COLLINS; 

JARDIM, 2008; LANÇAS, 2009; REBELO, 2014). Os espectrômetros de massas podem ser 

classificados em várias categorias dependendo da natureza do analisador de massas. 

Finalmente, um detector recebe os íons que foram separados pelo analisador, transformando 

a corrente de íons em sinais elétricos que são processados e armazenados na memória de um 

computador e mostrado em uma tela (LANÇAS, 2013; NASCIMENTO, 2017). 

Figura 6 - Esquema de um espectrômetro de massas. Um espectrômetro de massas é constituído das etapas 
desde o sistema de inserção da amostra, passando pela fonte de íons, o analisador até o detector, onde se dá 
a identificação do analito. Todas as etapas dependem do tipo de analito a ser quantificado. 

Fonte: Autoria própria (2021). 

 

1.4.1    Sistema de Inserção de Amostras  

Em virtude do caráter universal da espectrometria de massas (MS – Mass 

Spectrometry), sua versatilidade se destaca pelos diferentes tipos de sistemas de inserção de 

amostras, que podem ser sólidas, líquidas ou até mesmo gasosas. Com isso, o sistema de 

introdução pode variar desde uma simples bomba de seringa a sistemas de Cromatografia 

Gasosa (GC do inglês – Gás Chromatography), HPLC (do ingês – High Performance Liquid 

Chromatography, (UPLC do ingês - Ultra Performance Liquid Chromatography), 

Eletroforese Capilar (CE do ingês - Capillary Electrophoresis) e Cromatografia de Fluido 

Supercrítico (SFC). 
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1.4.2 Fontes de Ionização (FI) 

O processo de detecção por MS inicia com a ionização dos compostos alvo. Uma 

energia é aplicada de acordo com o agente de ionização e transferida direta ou indiretamente 

à amostra para promoção da ionização do composto. Como existem inúmeros tipos de 

amostras e espécies químicas, diferentes estratégias de ionização têm sido desenvolvidas 

para adaptar o sistema a cada situação (BLASCO; PICÓ, 2007; CHIARADIA; COLLINS; 

JARDIM, 2008; LANÇAS, 2013). 

As fontes de ionização foram desenvolvidas com o intuito de resolver a 

incompatibilidade entre as vazões empregadas no sistema cromatográfico. Elas auxiliam na 

remoção do solvente e na interface entre a coluna cromatográfica e o espectrômetro de 

massas. Estas fontes facilitam na transferência da amostra que elui da coluna cromatográfica 

para a fase gasosa (interface coluna-MS) e a ionização da amostra (CHIARADIA; 

COLLINS; JARDIM, 2008; LANÇAS, 2009). As duas interfaces mais utilizadas na 

espectrometria de massas acoplada a cromatografia líqudia é baseada na Ionização a Pressão 

Atmosférica (API, do inglês Atmospheric Pressure Ionization) que engloba a Ionização por 

Eletronebulização (ESI, do inglês Electrospray Ionization), a Ionização Química a Pressão 

Atmosférica (APCI, do inglês Atmospheric Pressure Chemical Ionization) (LANÇAS, 2009; 

NASCIMENTO, 2017; SILVA et al., 2019). 

Estas fontes trabalham de forma complementar, sendo a ESI, de caráter mais 

universal e como maior eficiência para ionizar compostos mais hidrofílicos, enquanto que a 

APCI é mais eficiente   na   ionização   de   compostos com   maior   hidrofobicidade 

(HOFFMANN; STROOBANT, 2013; LIU; SUN, 2012). 

A fonte ESI tem como princípio fundamental, na ionização do analito, que passa 

por um capilar metálico mantido sob alta voltagem antes de atingir a câmara de ionização. 

Um campo elétrico induz a formação de um spray a partir de uma gota em formato cônico 

na ponta do capilar.  As gotículas   carregadas, sob   atmosfera   de   gás   inerte (usualmente 

N2) e temperaturas elevadas, perdem solventes, produzindo o íon quasi-molecular que é 

direcionado para o analisador de ss (HO et al., 2003; HOFFMANN; STROOBANT, 2013). 

A fonte de ionização utilizada neste trabalho foi por Ionização por 

Eletronebulização (ESI, do inglês Electrospray Ionization). 

 

1.4.2.1 Ionização por Eletronebulização – ESI 

Em ESI, moléculas de baixo ou alto peso molecular, de média a alta polaridade 

e complexidade estrutural podem ser facilmente ionizadas por um modo brando e analisadas 
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por MS. A característica principal deste modo de ionização (FIGURA 7) é que as espécies 

dos analitos são ionizadas em solução no interior do capilar e transferidas para a fase gasosa 

como entidades isoladas, na qual três tipos de íons são formados por processos 

essencialmente distintos: reações redox (oxidação/redução) que produzem íons moleculares 

(M•+) ou (M•-); reações ácido/base (protonação/desprotonação) que resultam na formação 

de moléculas  protonadas ([M+H]+) ou desprotonadas ([M-H]-) onde normalmente são 

denominadas de íons quasi-moleculares; e reações de coordenação com cátions (geralmente 

os da família 1A) ou  ânions (principalmente cloretos), que leva à formação de moléculas 

cationizadas ([M+Na]+), ([M+K]+) ou anionizadas ([M+Cl]-) (ALBERICI et al., 2010; 

CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008; CROTTI et al., 2006; NASCIMENTO, 2017; 

RASHED et al., 1995). 

As gotículas carregadas, geradas na saída da ponta de eletro pulverização, 

passam por um gradiente de pressão e gradiente de potencial em direção à região do 

analisador do espectrômetro de massas.  Com o auxílio de uma temperatura elevada de fonte 

de ESI e / ou outra corrente de gás de secagem de nitrogênio, as gotículas carregadas são 

continuamente reduzidas em tamanho por evaporação do solvente, levando a um aumento 

da densidade de carga superficial e uma diminuição do raio da gota. Finalmente, a 

intensidade do campo elétrico dentro da gota carregada atinge um ponto crítico no qual é 

cinética e energeticamente possível que os íons na superfície das gotas sejam ejetados para 

a fase gasosa. Os íons emitidos são amostrados por um cone do skimmer de amostragem e, 

em seguida, são acelerados no analisador de massas para análise subsequente da moleculares 

e medição da intensidade do íon (BRUINS, 1998; HO et al., 2003). 

A transferência de espécies iônicas da solução para a fase gasosa por ESI envolve 

três etapas: (1) dispersão de um spray fino de gotículas de carga, seguido por (2) evaporação 

do solvente e (3) ejeção de íons das gotículas altamente carregadas tubo, que é mantido em 

alta voltagem (por exemplo, 2,5 - 6,0 kV) em relação à parede da câmara circundante 

(FIGURA 7). É gerada uma névoa de gotículas altamente carregadas com a mesma 

polaridade da tensão capilar. A aplicação de um gás nebulizador (por exemplo, nitrogênio), 

que cisalha em torno da solução de amostra eluída, aumenta uma taxa de fluxo de amostra 

mais alta (STEVENS et al., 2000). 

 

 

 



40 
 

Figura 7 - Mecanismo de Ionização por electrospray. Formação de gotas com superfícies carregadas. A 
evaporação do solvente, devido à ação do gás nebulizador, diminui o tamanho destas gotas e, 
consequentemente, aumenta a repulsão eletrostática entre as cargas formais em suas superfícies. A tensão 
superficial das gotas vai se tornando cada vez menor até ocorrer o fenômeno de "explosão coulômbica" das 
mesmas, que resulta na formação de gotas menores, com posterior liberação dos íons. Forma-se, assim, um 
"spray" de partículas carregadas. 

 
Fonte: Autoria própria (2021). 

A espectrometria de massas com ionização por eletrospray (ESI-MS) surgiu 

como uma técnica importante em laboratórios clínicos por fornecer uma ferramenta sensível, 

robusta e confiável para estudar, em pequenos volumes, biomoléculas não voláteis e 

termicamente lábeis que não são passíveis de análise por outras técnicas convencionais. 

Juntamente com um cromatógrafo líquido de alto desempenho (HPLC) para fracionamento 

molecular antes da análise de espectrometria de massas, HPLC / ESI-MS tornou-se uma 

técnica muito poderosa capaz de analisar moléculas pequenas e grandes de várias 

polaridades em uma amostra biológica complexa. Com as capacidades de separação 

adicionais de espectrometria de massas em tandem (MS em uma série, comumente denotado 

como MS / MS), a purificação de amostra complicada e os procedimentos para a formação 

de derivados comumente usados em cromatografia gasosa (GC) -MS podem ser muito 

simplificados. 

 Juntamente com a introdução automatizada de amostras, HPLC / ESI-MS / MS 

é uma técnica de análise de fluxo para análise rápida e alto rendimento de amostra. O foco 

dos fabricantes de MS nos últimos anos tem sido o desenvolvimento de analisadores de MS 

controlados por software de computador amigável, permitindo gerenciamento dessa técnica 

sem uma compreensão profunda dos complicados processos físicos e princípios matemáticos 

(HO et al., 2003). 
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1.4.2.2 Ionização Química à Pressão Atmosférica – APCI 

No caso de moléculas de polaridade média a baixa, a ESI pode não apresentar 

uma resposta adequada para o fim analítico de interesse. Com isso, surge uma técnica de 

ionização alternativa, Ionização Química a Pressão Atmosférica (APCI) (LANÇAS, 2013; 

MASIÁ; BLASCO; PICÓ, 2014). A fonte APCI, promove a ionização do analito sob pressão 

atmosférica quando este colide com uma fonte íons de primários (ex.  N2, NH3, CO) 

presentes na fonte. Esse tipo de fonte apresenta a vantagem de gerar menos fragmentos no 

espectro, facilitando a detecção de alguns íons moleculares por promover uma fragmentação 

mais branda do analito, servindo como técnica complementar    a    outros    tipos    de    

fragmentação (HOFFMANN; STROOBANT, 2013). 

É uma ferramenta indicada para a análise de moléculas neutras que não sejam 

facilmente ionizáveis em solução, e não muito lábeis. Nesse caso, diferentemente de ESI, o 

analito é primeiramente volatilizado (o que requer que o mesmo apresente certa estabilidade 

térmica) e posteriormente ionizado. Análoga a ionização química, APCI é uma ionização 

relativamente suave e induz a pequena ou nenhuma fragmentação do analito, pois não são 

aplicadas voltagens no spray formado, e as moléculas neutras são levadas para a fase gasosa 

por um processo térmico.  

O processo de dessolvatação é alcançado pelo aquecimento da solução dentro da 

sonda de APCI, normalmente mantido entre 150 e 550 ºC. Isso acontece por meio de uma 

sonda com um capilar de sílica fundido envolto por uma resistência; a essa é aplicada uma 

corrente que eleva a temperatura do meio, levando à vaporização da fase móvel. O analito 

em fase gasosa é então direcionado a uma agulha metálica (Agulha Corona), onde é aplicada 

alta corrente que induz a ionização. A descarga corona com uma voltagem aplicada entre 3-

5 kV proporciona os elétrons que ionizam o analito gasoso via uma série de reações 

íon/molécula em fase gasosa à pressão atmosférica (Figura 5). Inicialmente são ionizadas as 

moléculas mais presentes no meio (N2, visto que a ionização ocorre à pressão atmosférica), 

que posteriormente transferem carga para os analitos de interesse por meio de uma cascata 

de reações íon-molécula (LANÇAS, 2013). 
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Figura 8 - Representação do processo de ionização química à pressão atmosférica-APCI. No modo 
positivo, os elétrons energéticos iniciam uma sequência de reações com o gás de nebulização (normalmente 
nitrogênio) formando íons moleculares de nitrogênio. Dependendo da composição da fase móvel (solvente, S) 
são formados íons do tipo S•+ ou [S + H]+ entre outros, via uma série de reações íon/molécula com os íons 
moleculares de nitrogênio. 

 

Fonte: Adaptado de NACHTIGALL, 2009. 

A técnica de APCI determina massas molares menores do que 2000 unidades, 

podendo ser usada na maioria dos casos no modo positivo. O fato de serem empregadas 

temperaturas mais altas, em relação à ESI, desfavorece a técnica, sendo menos utilizada em 

análise de biomoléculas grandes (ex.: carboidratos e proteínas) e termicamente instáveis 

(NÚÑEZ; MOYANO; GALCERAN, 2005; PRESTES et al., 2009). 

 

1.4.3 Analisadores de Massas 

Após   a   ionização, os   analitos   são   conduzidos   para   o   interior   do   

analisador   de   massas   sob   alto   vácuo, onde   podem   ser   selecionados, focalizados   

e/ou   fragmentados   de   acordo   com   o   seu   valor   de   m/z (SILVERSTEIN; WEBSTER; 

KIEMLE, 2005; WEST et al., 2006). 

Os analisadores de  são selecionados de acordo com tipo de análise e função da 

dinâmica de funcionamento e de separação de íons (HOFFMANN; STROOBANT, 2013). 
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Analisadores do tipo triplo quadrupolo (QqQ) e time of flyght (TOF) são os mais 

frequentemente utilizados, devido ao fato de apresentarem características singulares para 

análises de identificação e quantificação em matrizes biológicas (EL-ANEED; COHEN; 

BANOUB, 2009), tais como elevada sensibilidade para o triplo quadrupolo e elevada 

seletividade para   o   TOF.  Comparativamente, enquanto   o   primeiro   apresenta   elevada   

sensibilidade e baixa resolução o segundo é de alta resolução e baixa sensibilidade (LIU; 

SUN, 2012). Por essa razão o QqQ é mais utilizado para ensaios de quantificação, enquanto 

o TOF é adotado para identificação de fármacos (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008; 

LIU et al., 2016; THOREN et al., 2016). 

 

1.4.3.1 Sistema Quadrupolos  

O analisador de massas mais antigo é o quadrupolo simples, o qual ainda hoje é 

muito utilizado devido ao seu custo mais acessível e sua facilidade de compreensão e 

operação (HOFFMANN; STROOBANT, 2013). Estes são constituídos de quatro hastes 

condutoras paralelas e equidistantes entre si (FIGURA 9), sobre as quais são aplicados 

potenciais combinados de corrente contínua (CC) e radio frequência (RF), que variam em 

magnitude durante a passagem dos íons pelo quadrupolo. Conforme o campo elétrico gerado, 

consegue-se que somente íons com a relação massa/carga específica atinjam o detector, 

enquanto os íons não selecionados são desviados, levando-os a colidir com as hastes, para a 

sua neutralização (EKMAN; SILBERRING; WESTMAN-BRINKMALM, 2008; 

NASCIMENTO, 2017). Apresenta uma resolução considerada baixa na faixa de operação 

de R=1000, podendo ter a resolução aumentada em condições favoráveis para valores 

maiores que R=4000. Possui a capacidade de trabalhar com uma ampla faixa de massa sendo 

ela entre 10 a 4000 Da. A exatidão fornecida pelas análises do mesmo estão entre 0,1 e 0,2 

Da (LANÇAS, 2013). 
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Figura 9 - Representação de um sistema quadrupolo simples. São constituídos de quatro hastes condutoras 
paralelas e equidistantes entre si sobre as quais são aplicados potenciais combinados de corrente contínua (CC) 
e radio frequência (RF), que variam em magnitude durante a passagem dos íons pelo quadrupolo. Conforme o 
campo elétrico gerado, os íons com a relação massa/carga específica atingem o detector, enquanto os íons não 
selecionados são desviados, levando-os a colidir com as hastes, para a sua neutralização. 

Fonte: SILVA et al., 2019. 

 

1.4.3.2  Analisador de Massa Triplo Quadrupolo – QqQ 

Em equipamentos onde os analisadores de massa são dispostos em sequência, 

estes são chamados de tandem ou MS/MS. Diversas são as possibilidades de combinações 

em tandem. A grande popularidade dos espectrômetros de massas sequenciais pode ser 

atribuída ao surgimento de um instrumento do tipo triplo - quadrupolo. Neste dispositivo, 

três quadrupolos são dispostos sequencialmente, na FIGURA 10 está representado 

esquematicamente o percurso dos íons. No modo de análise empregado, um íon denominado 

íon precursor ou íon pai, é selecionado no primeiro quadrupolo (Q1) e posteriormente 

fragmentado na cela de colisão, localizada no segundo quadrupolo (Q2), por dissociação 

ativada por colisão, Collision Activated Dissociation (CAD). A fragmentação da molécula é 

produzida a partir da colisão com gás nitrogênio (CAD gas). Os fragmentos gerados, 

denominados íons produto ou íons filho, são selecionados pela razão m/z no terceiro 

quadrupolo (Q3) e transmitidos para o sistema de detecção (EKMAN; SILBERRING; 

WESTMAN-BRINKMALM, 2008; HOFFMANN; STROOBANT, 2013; LANÇAS, 2009). 

O monitoramento dos produtos obtidos a partir da fragmentação que ocorre no Q2 confere 
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maior seletividade e permite distinguir de modo eficiente e inequívoco, os analitos de 

interesse dos interferentes da matriz mesmo que a separação cromatográfica não tenha sido 

completa. A técnica, desta forma, mostra-se efetiva na análise de agrotóxicos em níveis 

baixos de concentração, mesmo na presença de interferentes. A fragmentação controlada do 

MS/MS é uma ferramenta essencial para garantir a confiabilidade na identificação do 

composto alvo. Outra vantagem desta técnica de fragmentação é a obtenção de sinais mais 

limpos, melhorando a razão sinal/ruído e diminuindo, portanto, os limites de detecção e 

quantificação (GARRIDO-FRENICH et al., 2005). 

O espectrômetro de massas triploquadruplo pode ser esquematizado de acordo 

com a FIGURA 10. 

Figura 10 - Fluxograma do caminho percorrido pelos analitos após separação pela coluna cromatográfica até 
quantificação dos íons produto. Após a inserção de amostra e sua separação pela coluna cromatográfica, os 
analitos sofrem ação de um gás nebulizador (GS1) e de aquecimento (GS2) em altas temperaturas (TEM) e em 
seguida sob uma fonte de ionização (IS) entram no Q0. No Q0 sob um potencial de decomposição (DP) e 
potencial de entrada (EP) na presença de cortina de gás (CUR) passam para o Q1. No Q1 ocorre a seleção dos 
íons que no segundo quadrupolo (Q2) sofrem ação de gás (CAD) e energia de colisão (CE). Através do 
potencial de saída da célula de colisão (CXP), os íons são selecionados no terceiro triploquadruplo (Q3). 

 

 
Fonte: Adaptada de AB SCIEX, 2010. 

O acoplamento MS/MS permite a utilização de várias estratégias para a seleção 

dos íons de interesse, tais como a varredura dos íons produto (product íon scan), full scan, 

varredura dos íons precursores (precursor íon scan), varredura da constante parda de ions 
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neutros (Constant neutral loss scan), monitoramento seletivo de reação (selected 

reactionmonitorig– SRM) ou monitoramento de reações múltiplas (multiple reaction 

monitorig– MRM) (SISMOTTO; PASCHOAL; REYES, 2013). 

Ao usar o SRM, tanto o primeiro como o segundo analisador são focalizados nas 

razões m/z selecionadas, não havendo varredura, o que aumenta a sensibilidade para o 

monitoramento, associada ao aumento na seletividade. Este é o modo mais comumente 

utilizado na quantificação de agrotóxicos em amostras de alimentos. Em geral, faz-se uma 

primeira aquisição com o padrão do composto no modo de varredura do íon produto, para 

depois selecionar as transições SRM que serão usadas na análise por LC-MS. 

 

1.4.3.3 Analisadores Ion-Trap 

O íon-trap é um quadrupolo tridimensional que “captura” todos os íons que são 

introduzidos em seu interior e os mantêm “aprisionados” até que uma determinada 

radiofrequência seja aplicada e torna os íons de certa razão m/z instáveis, de forma que são 

liberados do trap. 

Analisadores do tipo Quadrupolo – Ion Trap (QIT) consiste em um sistema 

híbrido, composto por dois analisadores de massas diferentes: um quadrupolo e um do tipo 

íon trap. Este último é formado por três eletrodos, um em forma de anel que fica entre os 

outros dois, que têm formato hiperbólico e são isolados nas pontas. A diferença de potencial 

oscilante entre o anel e os eletrodos hiperbólicos gera um campo magnético capaz de 

confinar ou deixar passar os íons. Este tipo de analisador tem a característica única de 

conduzir fragmentações em múltiplos estágios (MSn). Quando os íons entram no ion-trap, 

todas as fragmentações ocorrem no mesmo local, mas em tempos diferentes, apresentan¬do 

melhor sensibilidade na varredura do que os QqQ, mas com a limitação de não realizar 

aquisições alternadas entre os modos de varredura do íon produto e de varredura de perda 

neutra.Além disso, estes instrumentos são menos robustos para análise de matri¬zes mais 

complexas e podem apresentar baixa repetibilidade e faixa dinâmica muito estreita para a 

quantificação.O Triplo-quadrupolo – Ion-Trap linear (QLIT) baseia-se em um tipo de 

configuração similar ao QqQ, onde o Q3 pode ser operado tanto como um filtro de  

convencional, quanto como uma armadilha de íons com ejeção axial de íons. O QLIT agrupa 

as vantagens do QqQ e do QIT sem perda de desempenho com relação a seus precursores, 

podendo ser operado nos mesmos modos que o QqQ, ainda possuindo a habilidade de 

acúmulo de íons para realizar análises com fragmentações múltiplas para elucidação 

estrutural. Também possui um recurso de varredura avançada de íons produtos, onde os íons 
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produtos são acumulados no Ion-Trap, possibilitando o aumento de sensibilidade na 

varredura, o que o torna ideal para análises onde se deseja quantificar e confirmar a 

identidade de compostos que possuem padrões de pouca fragmentação (LANÇAS, 2009; 

MASIÁ; BLASCO; PICÓ, 2014; SISMOTTO; PASCHOAL; REYES, 2013). 

 

1.4.3.4 Analisadores de Tempo-de-Voo (Time-of-Flight – TOF) 

Os analisadores TOF baseiam-se no princípio de que, como os íons são gerados 

na mesma fonte de ionização do espectrômetro de massas, eles possuem a mesma energia 

cinética, de maneira que as suas velocidades serão diferenciadas apenas pelas suas massas 

(velocidade é inversamente proporcional à raiz quadrada da massa do íon). Por isso, neste 

analisador de massas, os íons produzidos na fonte de ionização são acelerados através de um 

tubo de voo (de 1 a 2 m de comprimento) para serem identificados, uma vez que o tempo 

que levam para atravessá-lo está relacionado com a razão m/z de cada íon (LANÇAS, 2009; 

MASIÁ; BLASCO; PICÓ, 2014; SISMOTTO; PASCHOAL; REYES, 2013). 

Instrumentos do tipo ToF são configurados como: ToF simples ou em sistemas 

híbridos em série como o analisador quadrupolo – tempo de voo (QToF). Este último é 

construído de maneira a direcionar os íons ortogonalmente do quadrupolo ao tempo de voo, 

através de um acelerador de íons, para análises no modo de espectrometria de massas em 

série (MS/ MS) com varredura dos íons produtos. A grande vantagem destes analisadores 

está no fato de oferecerem informações espectrais completas com resolução de média a alta 

(R=100000), medida de massa exata e excelente sensibilidade no modo de varredura total. 

Permitem também a análise de composição elementar, através da medição precisa da razão 

m/z e consequentemente, a quantificação e confirmação inequívocas dos analitos, bem como 

a triagem e quantificação de compostos desconhecidos ou produtos de degradação. Sendo 

assim, analisadores do tipo Q-ToF são ideais para a busca de compostos cuja presença é 

suspeita nas amostras (GARCIA-REYES et al., 2017; SISMOTTO; PASCHOAL; REYES, 

2013). 

 

1.4.3.5 Analisador Orbitrap 

Um novo tipo de analisador chamado orbitrap surgiu como uma nova tecnologia 

na espectrometria de massas de ultra alta resolução (UHR-MS) e chamou a atenção devido 

ao desempenho analítico em termos de resolução e precisão. O espectrômetro de massas 

orbitrap emergiu como uma alternativa mais acessível, em relação a tamanho e custo, pois 
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compartilha vários recursos semelhantes do espectrômetro de massas de ressonância 

ciclotrônica de íons com transformada de Fourier (FT-ICR MS) (NASCIMENTO, 2017). 

O analisador Orbitrap é precedido de um dispositivo que realiza a injeção externa 

dos íons (C-trap). Os íons têm sua energia cinética (Ec) diminuída por meio de colisões como 

gás nitrogênio e em seguida são acelerados no C-trap. Quando todos os íons têm 

aproximadamente a mesma Ec, eles são ejetados tangencialmente para dentro do analisador 

sendo aprisionado sem torno do eletrodo central que está sob uma alta voltagem. Os íons são 

puxados para a região equatorial do analisador devido ao forte campo eletrostático existente 

na região. O campo eletrostático, aliado com a alta Ec dos íons, faz com que os íons iniciem 

oscilações axiais, evitando assim que os mesmos se chocam com o eletrodo central. Sendo 

assim, os íons com mesmo m/z irão oscilar com a mesma frequência e suas imagens 

decorrentes serão detectadas por sensores presentes nas paredes externas do analisador 

Orbitrap. Estes sinais são convertidos em frequências por transformada de Fourier e em 

seguida, por outras operações matemáticas (COVAS, 2019; ELIUK; MAKAROV, 2015; 

FARRÉ; PICÓ; BARCELÓ, 2014). 

 

1.5 Validação de Métodos Analíticos  

A necessidade de se mostrar a qualidade de medições químicas, através de sua 

comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, está sendo cada vez mais reconhecida e 

exigida. Dados analíticos não confiáveis podem conduzir a decisões desastrosas e a prejuízos 

financeiros irreparáveis. Para garantir que um novo método analítico gere informações 

confiáveis e interpretáveis sobre a amostra, ele deve sofrer uma avaliação denominado 

validação (RIBANI et al., 2004). 

O principal objetivo do processo de validação de um método é provar que um 

método analítico é aceitável para o propósito pretendido. A necessidade de laboratórios de 

usar métodos totalmente validados é agora universalmente aceita como uma forma de obter 

resultados confiáveis. Existem diversos documentos para validação de métodos, incluindo 

informações sobre diferentes parâmetros de desempenho. As características clássicas de 

desempenho são exatidão, limite de detecção, precisão, recuperação, robustez, seletividade, 

especificidade e veracidade (FIGURA 11) (ANVISA, 2017). 

Infelizmente, informações contraditórias normalmente estão presentes entre os 

documentos de validação de método usados por laboratórios. A inconsistência sobre os 

parâmetros de desempenho pode gerar algum grau de confusão no processo completo de 

validação de um método (RAPOSO; IBELLI-BIANCO, 2020). 
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Figura 11 - Esquematização de um processo de validação analítica. O processo de validação analítica para 
um instrumento de precisão passa por várias análises até a garantia da certeza do método. Os principais 
parâmetros são a linearidade (calibração analítica), precisão, exatidão, limite de detecção, limite de 
quantificação e robustez do método. A reprodutibilidade é um parâmetro realizado entre laboratórios.     

Fonte: Adaptada de RAPOSO; IBELLI-BIANCO, 2020. 

Um processo de validação bem definido e documentado oferece às agências 

reguladoras evidências objetivas de que os métodos e os sistemas são adequados para o uso 

desejado. As técnicas de separação, tais como cromatografia gasosa (GC), cromatografia 

líquida de alta performance (HPLC) e eletroforese capilar (CE), vêm se destacando na 

química analítica pela capacidade de realizarem análises qualitativas e quantitativas em 

amostras ambientais, farmacêuticas, biológicas e em alimentos (RIBANI et al., 2004). 

Vários autores definem validação de métodos e pode-se dizer que os conceitos 

continuam evoluindo e estão constantemente sofrendo alterações pelas agências reguladoras.  

De acordo com a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), a validação deve 

demonstrar que o método analítico produz resultados confiáveis e é adequado à finalidade a 

que se destina, de forma documentada e mediante critérios objetivos (ANVISA, 2017). 

Todo sistema apresenta limitações, não existe modelos prontos para validação. 

Validação a 100% de confiabilidade é utopia e os parâmetros exigem adequações às 

necessidades diferentes para cada método, sendo assim, o importante na validação é 

conhecer os limites e assegurar que o sistema analítico apresente o desempenho esperado, 

dentro desses limites esperados no processo de validação (LANÇAS, 2009). 

EXATIDÃO 
Erro sistemático 
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Na validação de procedimentos analíticos, existem os guias desenvolvidos com 

o objetivo de garantir que os dados gerados possuam a qualidade necessária, em termos de 

confiabilidade, rastreabilidade, entre outros, para o fim que se propõem. No Brasil existem 

os guias estabelecidos pelo Ministério da Saúde - “RDC nº 166/2017 - Validação de Métodos 

de Ensaios Químicos Analíticos” da ANVISA (2017); pelo documento de caráter orientativo 

DOQ-CGCRE 008/2016 – Orientação sobre Validação de Métodos Analíticos, produzido 

pelo INMETRO (2016), onde constam as orientações sobre validação de métodos analíticos; 

como também o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA, 2014) através 

do Guia de Validação e Controle de Qualidade Analítica.  

RIBANI et al., (2004) apresentaram uma excelente revisão sobre validação de 

métodos como sendo um processo contínuo de avaliação dos métodos, desde a etapa de 

planejamento até a coleta de dados da aplicação. 

Dentro do âmbito geral de validação de métodos é possível distinguir dois tipos: 

o primeiro, chamado de validação no laboratório (“in house validation”), consiste das etapas 

de validação dentro de um único laboratório, seja para validar um método novo que tenha 

sido desenvolvido localmente ou para verificar que um método adotado de outras fontes está 

bem aplicado (HILL; REYNOLDS, 1999; RT; SMEYERS-VERBEKE; VANDEGINSTE, 

1994; THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002; VAN DER VOET; (HANS) VAN RHIJN; 

VAN DE WIEL, 1999).  

A validação no laboratório é utilizada nas etapas preliminares do 

desenvolvimento de uma metodologia e na publicação de artigos para revistas científicas, 

em que são avaliadas todas as características de desempenho da validação da metodologia, 

porém sem verificar a reprodutibilidade. Pode-se considerar esta etapa como sendo 

preliminar à validação completa (“full validation”) (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 

2002). 

O segundo tipo, validação completa, envolve todas as características de 

desempenho e um estudo interlaboratorial que é utilizado para verificar como a metodologia 

se comporta com uma determinada matriz em vários laboratórios, estabelecendo a 

reprodutibilidade da metodologia e a incerteza expandida associada à metodologia como um 

todo. Só assim a metodologia pode ser aceita como uma metodologia oficial para uma 

determinada aplicação. Estes protocolos requerem um número mínimo de laboratórios e 

materiais testes para serem incluídos no estudo interlaboratorial para validação completa do 

método analítico. No Brasil os estudos de comparações interlaboratoriais são coordenados 
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pelo Instituto de Pesquisas Tecnológicas (IPT), através do Programa Brasileiro de 

Metrologia em Química (RIBANI et al., 2004). 

 

1.6 Parâmetros da Validação Analítica 

Para validação de métodos analíticos, parâmetros como 

especificidade/seletividade, função da resposta (gráfico analítico), linearidade, 

sensibilidade, exatidão, precisão, limite de detecção (LD), limite de quantificação (LQ), 

efeito matriz e robustez se fazem necessários (BRITO et al., 2003; GERVASONI et al., 

2016, 2018). 

 

1.7.1 Seletividade 

A seletividade do método analítico é o primeiro parâmetro avaliado no 

desenvolvimento de um método analítico (RIBANI et al., 2004) e deve ser demonstrada por 

meio da sua capacidade de identificar ou quantificar o analito de interesse, inequivocamente, 

na presença de componentes que podem estar presentes na amostra, como impurezas, 

diluentes e componentes da matriz (ANVISA, 2017). 

A seletividade de um método instrumental de separação é a capacidade de 

avaliar, de forma inequívoca, as substâncias em exame na presença de componentes que 

podem interferir em suas determinações em uma amostra complexa. Em métodos 

cromatográficos, o uso de testes utilizando técnicas de avançadas detecções, como LC-

MS/MS, são apontadas como técnicas altamente seletivas (MAPA, 2014). Portanto, a 

seletividade deve ser assegurada para garantir que os parâmetros de linearidade, recuperação 

e precisão não sejam comprometidos (EC, 2017). 

 

1.7.2 Linearidade 

A linearidade deve ser demonstrada por meio da sua capacidade de obter 

respostas analíticas diretamente proporcionais à concentração de um analito em uma amostra 

e corresponde a capacidade do método de fornecer resultados diretamente proporcionais a 

concentração da substância analisada dentro de uma determinada faixa (ANVISA, 2017; 

SWARTZ; KRULL, 1998). 

Para que a quantificação de determinado analito seja confiável é necessário que 

se conheça a dependência entre a resposta medida (y) e a concentração (x). Em 

cromatografia, a relação entre a área e a concentração é linear, podendo ser plotada utilizando 
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algum software para o tratamento de dados, como o Excel ou Origin, onde são obtidas as 

equações da reta (Equação 1) e seus coeficientes de determinação (R²) correspondentes. 

 𝑌 = 𝑎𝑥 + 𝑏 Equação (1) 

Onde: 

y = sinal analítica (intensidade ou área de pico cromatográfico); 

x = concentração do analito; 

a = inclinação experimental (coeficiente angular); 

b = intercepto experimental (coeficiente linear). 

Recomenda-se que a linearidade seja determinada pela análise de, no mínimo, cinco 

concentrações diferentes. E no caso de análise de impurezas, o nível de concentração 

máximo deve ir a 120% do limite máximo estabelecido. Se houver relação linear aparente 

após exame visual do gráfico, os resultados dos testes deverão ser tratados por métodos 

estatísticos apropriados para determinação do coeficiente de correlação (r) e determinação 

(R2), significância do coeficiente angular, homocedasticidade do modelo e soma residual 

dos quadrados mínimos da regressão linear (EURACHEM, 2014). É sabido que a 

determinação da verdadeira concentração de resíduos de pesticidas em amostras 

desconhecidas depende da qualidade das curvas de calibração projetadas na validação do 

método (MARTINS et al., 2013). Geralmente a análise quantitativa é realizada usando 

regressão linear pelo método dos mínimos quadrados ordinários (MMQO) em todos os 

níveis de concentração na condição de variâncias iguais (homoscedasticidade). Como 

também, existem muitos métodos analíticos que não têm uma precisão constante em uma 

ampla faixa de concentrações padrão apresentando heterocedasticidade nas variações. Isso 

implica que a precisão na extremidade inferior da faixa da curva é prejudicada. Para 

combater essas dificuldades, precisamos modificar nossa abordagem, e o uso do método dos 

mínimos quadrados ponderados (MMQP) é muito útil para essas práticas (BARBOSA, 2018; 

MARTINS et al., 2013; MAPA 2014). 

 

1.7.3 Limite de Detecção (LD)  

O limite de quantificação (LD) representa a mais baixa concentração de um 

analito que o procedimento analítico consegue diferenciar confiavelmente do ruído de fundo 

(ANVISA, 2017; SWARTZ; KRULL, 1998). 

Esse parâmetro se faz importante, pois quando são realizadas medidas em 

amostras com baixos níveis do analito (análise de traços), é importante saber qual o menor 
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valor de concentração do analito que pode ser detectado pelo método (INMETRO, 2016). 

Para métodos instrumentais como a LC, GC, espectroscopia etc., o LD pode ser calculado 

através do método das diluições sucessivas de concentrações conhecidas até o menor nível 

detectável, utilizando a relação entre o sinal analítico e o ruído da linha de base (INMETRO, 

2016; ANVISA, 2017; RIBANI et al., 2004).   

Em casos de métodos instrumentais, ainda se pode calcular o LD através do 

cálculo de no mínimo três curvas de calibração próximas ao suposto LQ, considerando o 

desvio padrão do coeficiente linear e a sua relação com o coeficiente angular. Os cálculos 

também podem ser realizados utilizando-se curvas do branco da amostra (EURACHEM, 

2014; ANVISA, 2017; INMETRO 2016) através da Equação 3:  𝐿𝐷 = 3,3𝑠𝑑𝑎   Equação (2) 

Onde: 

sd: desvio padrão dos coeficientes lineares da curva 

a: coeficiente angular 

 

1.7.4 Limite de Quantificação  

O limite de quantificação (LQ) representa a mais baixa concentração da 

substância analisada que pode ser quantificada com certo limite de confiabilidade (ANVISA, 

2017; SWARTZ; KRULL, 1998). 

Assim como o LD, o LQ é expresso como uma concentração, sendo que a 

precisão e exatidão das determinações também devem ser registradas. Contudo, sabe-se que 

ao considerar menores concentrações, diminui-se também a precisão das análises. Se 

maiores precisões forem exigidas, o valor de LQ deve considerar uma maior concentração 

(RIBANI et al., 2004). 

O LQ pode ser determinado através da relação sinal/ruído. Determina-se o ruído 

proveniente da linha de base e considera-se a concentração capaz de gerar o sinal superior a 

10 vezes o ruído (ANVISA, 2017; RIBANI et al., 2004). 

O LQ pode também ser calculado através dos parâmetros da curva de calibração 

da amostra ou do branco, como mostra a Equação 7. O valor da concentração que expressa 

o LQ, deve ser o primeiro ponto (desconsiderando o branco) da curva de calibração do 

método (INMETRO, 2016; EURACHEM, 2014).  
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 𝐿𝑄 = 10𝑠𝑑𝑎   Equação (3) 

Onde:  

sd: desvio padrão dos coeficientes lineares da curva 

a: coeficiente angular 

 

1.7.5 Precisão  

A precisão de um método é a medida do erro randômico e é definida como a 

concordância entre os resultados da réplica de uma amostra. É expresso em percentual de 

coeficiente de variação (CV) ou desvio padrão relativo das medidas de replicatas (CAUSON, 

1997). A precisão deve ser expressa por meio da reprodutibilidade, precisão intermediária e 

ou da repetibilidade. A determinação da REPETIBILIDADE deve obedecer aos seguintes 

critérios: 

1. Avaliar as amostras sob as mesmas condições de operação, mesmo analista e 

mesma instrumentação, em uma única corrida analítica. 

2. Utilizar, no mínimo, 9 (nove) determinações, contemplando o intervalo linear 

do método analítico, ou seja, 3 (três) concentrações: baixa, média e alta, com 3 (três) réplicas 

em cada nível ou 6 (seis) réplicas a 100% (cem por cento) da concentração do teste 

individualmente preparadas (ANVISA, 2017). 

A precisão de um método analítico pode ser expressa através do desvio padrão 

(s), conforme a Equação 5, ou através do desvio padrão relativo (DPR), ou do coeficiente 

de variação (CV%), conforme expresso na Equação 6 (ANVISA, 2017; RIBANI, 2004).  

Segundo a ANVISA (2017), o valor máximo de dispersão de valores aceitável deve ser 

definido de acordo com a metodologia empregada, a concentração do analito na amostra, o 

tipo de matriz e a finalidade do método. 𝑆 = √∑ (𝑋𝑖−𝑋)2𝑛−1   Equação (4) 

 

Onde: 

 ̅X: média aritmética de um pequeno número de medições 

X: valor individual de uma medição. 

n: número de medições 𝐶𝑉 % = 𝑠𝑑𝑋   𝑥 100                     Equação (5) 



55 
 

 

Onde: 

sd= desvio padrão das medidas 

X = média das medições 

 

1.7.5.1 Repetibilidade 

A repetitividade ou repetibilidade é determinada pela também chamada de 

precisão intra-corrida, ou precisão intra-dia. Na repetibilidade analisa-se a concordância 

entre os resultados dentro de um curto período de tempo com o mesmo método, o mesmo 

analista, a mesma amostra, no mesmo laboratório e mesma instrumentação (ANVISA, 2017; 

LANÇAS, 2009; MAPA, 2014).  

Deve-se ter cuidado para não confundir repetibilidade com precisão 

instrumental, que consiste em inserir repetidas quantidades da mesma amostra no 

equipamento. Pois isto se configura apenas em precisão do equipamento utilizado e não do 

método em questão (EURACHEM, 2014; RIBANI et al., 2004). 

Segunda a ANVISA (2017), a repetibilidade do método é verificada por, no 

mínimo, nove determinações, contemplando o intervalo linear do método. Sendo três 

concentrações: baixa, média e alta, no mínimo, em triplicata. Outra possibilidade é realizar 

no mínimo seis determinações a 100% da concentração do teste. 

 

1.7.5.2 Precisão Intermediária 

Precisão intermediária, também conhecida como precisão inter-corrida ou inter-

dias, é a concordância entre os resultados do mesmo laboratório, mas obtidos em dias 

diferentes, com analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes (ANVISA, 2017).  

A precisão intermediária é reconhecida como a mais representativa das maneiras 

de representar o parâmetro da precisão dos resultados em um único laboratório e, como tal, 

mais aconselhável de ser adotada. O objetivo da validação da precisão intermediária é 

verificar que no mesmo laboratório o método fornecerá os mesmos resultados (ANVISA, 

2017; RIBANI et al., 2004). 

Para a realização das análises de precisão intermediária, recomenda-se no 

mínimo dois dias de diferença, com analistas diferentes, utilizando as mesmas 

recomendações utilizadas da repetibilidade (ANVISA, 2017). 
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1.7.5.3 Reprodutibilidade 

A precisão pode também ser expressa em termos de reprodutibilidade, também 

chamada de precisão inter-laboratorial, na qual se realizam as análises em laboratórios 

diferentes, como em estudos colaborativos aplicados, por exemplo, à padronização de 

metodologia analítica. O desvio-padrão obtido através da reprodutibilidade é normalmente 

duas vezes maior que os obtidos pela repetibilidade, resultados facilmente explicados pela 

maior variação das condições de análise (ANVISA, 2017; LANÇAS, 2009). Porém, os 

parâmetros mais comuns em análise de resíduos de agrotóxicos em alimentos são a 

repetibilidade e a precisão intermediária. 

 

1.7.6 Exatidão  

A exatidão representa um grau de concordância entre os resultados obtidos e um 

valor aceito como referência ou aceito como verdadeiro (ANVISA, 2017; SWARTZ; 

KRULL, 1998). É expressa através da recuperação, que é melhor estabelecida pela 

comparação da resposta de uma amostra extraída em concentrações altas, médias e baixas, 

com outras não extraídas representando 100% da recuperação (CAUSON, 1997). 

A faixa de variação aceitável para uma dada concentração está associada ao nível 

de concentração em que ela se encontra. Os maiores níveis de concentração comportam 

variações menores, enquanto concentrações em nível de traços comportam variações mais 

elevadas (RIBANI et al, 2004). 

Pode ser possível avaliar a exatidão comparando resultados do método em estudo 

com aqueles obtidos a partir de um método já estabelecido. Este pode ser um método de 

referência na área ou um método já habitualmente utilizado no laboratório em que a 

validação está em estudo, sendo o método de referência mais utilizado por fornecer valores 

com menores níveis de incerteza. As análises são efetuadas em replicata, utilizando os dois 

métodos separados (o método em desenvolvimento e o método de referência) sobre as 

mesmas amostras, na faixa de concentração em que se pretende validar o método. Com os 

resultados obtidos, a comparação entre os dois é realizada (EURACHEM, 2014; INMETRO, 

2016; RIBANI et al., 2004).  

O estudo de recuperação é expresso em porcentagem de recuperação (R%), e é 

calculada de acordo com a Equação 8. A exatidão do método deve ser determinada após o 

estabelecimento da linearidade, do intervalo e da seletividade do mesmo, verificando-se a 

recuperação a partir de três pontos de concentração da curva, sendo eles nos limites 
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inferiores, superiores e no meio da curva. Cada concentração realizada em triplicata, 

totalizando no mínimo nove determinações por analito (ANVISA, 2017; INMETRO, 2016). 𝑅𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎çã𝑜(%) = 𝐶1−𝐶2𝐶3  𝑥100                    Equação (6) 

 

Onde: 

C1: concentração determinada 

C2: concentração determinada na amostra não adicionada  

C3: concentração adicionada 

 

Quando é possível a obtenção de amostras sem a presença do analito, C2 assume 

valor zero, modificando a Equação 8, para a Equação 9 (ANVISA, 2017). 

 𝑅𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎çã𝑜 (%) =  𝐶1𝐶3 𝑥100  Equação (7) 

 

Os valores de recuperação recomendados pela ANVISA, 2017 estão na faixa de 

70-120%, porém, para casos em que não é possível obter esses valores, devido a perdas na 

etapa de partição em caso de analitos de maior polaridade, por exemplo, e desde que se tenha 

precisão ≤ 20%, valores de recuperações mais baixos são aceitos. 

Quando se é possível o acesso a matriz isenta do analito, são realizados estudos 

de recuperação, também chamados de fortificação. Nesse caso, o analito é adicionado à 

matriz em quantidade conhecida e todas as etapas do método são realizadas, proporcionando 

um valor de recuperação do analito no método em estudo.  Esse procedimento apresenta um 

problema associado quando o analito de interesse é encontrado naturalmente na amostra, 

pois, estima-se que esse analito adicionado à matriz provavelmente não será tão fortemente 

ligado a matriz como aquele que está naturalmente presente na matriz, então, a técnica dará 

uma impressão irreal da eficiência de extração (ANVISA, 2017; INMETRO, 2016; 

EURACHEM, 2014; RIBANI et al., 2004). 

 

1.7.7 Efeito Matriz  

O efeito Matriz deve ser determinado por meio da comparação entre os 

coeficientes angulares das curvas de calibração construídas com a substância química de 
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referência do analito em solvente e com a amostra fortificada com a substância química de 

referência (SQR) do analito (ANVISA, 2017). 

A espectrometria de massas acoplada a cromatografia líquida, especialmente 

combinado com ionização por electrospray (ESI) é considerado um dos mais confiáveis e 

universais métodos de detecção e identificação de diferentes orgânicos analitos em matrizes 

complexas em níveis de traço. A habilidade de produzir espectros de massas de múltiplos 

estágios (MSn) diminui a possibilidade de má interpretação. Por muito tempo, esta 

capacidade também foi pensada para remover todos as possíveis interferências 

(GERVASONI et al., 2016; OSS et al., 2010). 

Inicialmente, as preocupações foram se o sistema HPLC isolado de um sistema 

HPLC/MS perderia sua importância como uma ferramenta de separação (a separação seria 

feita pelo espectrômetro de massas), e que seu uso seria frequentemente restrito à purificação 

de amostras. O tempo mostrou que  essas preocupações não se materializaram. Como regra 

geral, a eficiência de ionização através de ESI e, portanto, a resposta do analito (área do 

pico), fortemente depende dos compostos que coeluem com o analito e um dos maiores 

desafios do sistema é minimizar o efeito matriz que pode ocorrer através de uma separação 

cromatográfica eficiente ou através de purificação da amostra. O termo "efeito de matriz" 

foi cunhado para denotar esta dependência (GERVASONI et al., 2016; OSS et al., 2010). 

O efeito Matriz foi chamado de "calcanhar de Aquiles" de análise quantitativa 

de HPLC/MS, e agora é reconhecida como uma das principais fontes de incerteza em 

HPLC/MS-ESI, e é cada vez mais abordado em diretrizes relacionadas à análise de traços 

orgânicos. O efeito da matriz pode ser medido como a razão de áreas cromatográficas de 

pico correspondentes a duas soluções com igual concentração de analito, um preparado por 

adição de analito na matriz da amostra (pico pós-extração) e outro obtido pela dissolução do 

analito no solvente (padrão): 𝐸𝑀 = á𝑟𝑒𝑎 𝑑𝑜 𝑝𝑖𝑐𝑜 𝑑𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 á𝑟𝑒𝑎 𝑑𝑜 𝑜𝑖𝑐𝑜 𝑛𝑜 𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜 𝑥100          Equação (8) 

 

Onde, valores de efeito de matriz próximos de 1 significa que compostos 

coeluentes não têm influência na eficiência de ionização do analito. Efeito de matriz 

diferente de um indica qualquer supressão de ionização (efeito matriz < 1) ou aumento 

(efeito matriz > 1). Porque o efeito da matriz se origina da coeluição compostos, a maneira 

mais óbvia de evitá-lo é usando preparação da amostra que é eficiente o suficiente para 

eliminar os compostos coeluentes (OSS et al., 2010). 
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1.8 Justificativa 

O presente estudo pretende validar uma nova plataforma de análise de 

biomarcadores moleculares como lactulose e manitol para análise de alteração de barreira 

morfofuncional gastrointestinal através do teste de lactulose: manitol (L:M) pelo Centro de 

Cromatografia e Espectrometria de Massas (CCEM) do núcleo de Biomedicina da 

Universidade Federal do Ceará.   

O teste L:M é um dos testes mais aceitos para avaliação da função intestinal 

(BARBOZA JR. et al., 1999; DENNO et al., 2014; KOSEK et al., 2017; LEE et al., 2017; 

LOSTIA et al., 2008) e existem várias técnicas analíticas usadas para determinação de 

lactulose e manitol em amostras de urina incluindo ensaio enzimático, cromatografia gás-

líquido acoplada a um detector de ionização de chama (GC-FID), e cromatografia líquida de 

alto desempenho (HPLC) com detector de índice de refração. Entre estes, uma solução válida 

para a análise de carboidratos é a separação através da espectrometria de massas com 

ionização por electrospray acoplada a cromatografia líquida (ESI-MS / MS), devido ao seu 

alto nível de seletividade e reprodutibilidade (GERVASONI et al., 2018).   

O CCEM há décadas trabalha em redes de pesquisas nacional (RECODISA) e 

internacional (MAL-ED) (https://nubimed.ufc.br/pt/pesquisas/) financiadas por agências 

como CAPES-CNPq, FINEP (MCTI) e Bill & Melinda Gates Foundation (BMGF). 

 A equipe de pesquisadores do INCT-IBISAB tem longa experiência com 

ensaios clínicos em hospitais e comunidades, incluídos estudos financiados por órgãos como 

o National Institute of Health (https://www.nih.gov/), Howard Hughes Medical Institute 

(https://www.hhmi.org/) e CNPq. 

Foram realizadas pelo CCEM, através da cromatografia líquida (HPLC), 6.432 

testes L:M para as amostras do Brasil, África do Sul, Tanzânia, Nepal e Paquistão. Com este 

teste, destacamos também a análise de 456 amostras urinárias de roedores (camundongos e 

ratos) para pesquisadores da Universidade Federal do Piauí e Universidade Federal do Rio 

Grande do Norte, assim como 342 amostras de urinas humanas para pesquisas do Hospital 

da Messejana.  

A plataforma que inclui a cromatografia de alta performance acoplada a 

espectrometria de massas (HPLC-MS/MS) permite ampliar a capacidade dos estudos para 

medidas de analitos, nutrientes, metabólitos e fármacos com melhor acurácia, sensibilidade 

e especificidade. Permite análises moleculares em proteômica de alta resolução e 

complexidade para amostras biológicas, possibilita estudos moleculares mais eficientes que 
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os métodos tradicionais e permite análises de moléculas envolvidas em vias de sinalização, 

incluindo análise de processos pós-traducionais de proteínas e processos de fosforilação. 

Com tal ferramenta, é possível estudar a alteração da estrutura e função do intestino delgado 

em amostras de indivíduos com alta exposição a patógenos entéricos, fundamentar relação 

negativa entre subnutrição e infecções entéricas, observada entre crianças que vivem em 

comunidades carentes, ou mesmo explicar falhas de intervenções nutricionais e medidas de 

controle de doenças infecciosas e diarreicas na melhoria do crescimento infantil. 

A disfunção entérica ambiental (DEA), também conhecida como enteropatia 

ambiental (EA) é uma condição subclínica de distúrbio intestinal crônico que é um fator 

contribuinte à desnutrição na primeira infância, sendo mais comum em ambientes de 

recursos limitados, alimentação inadequada, não acesso água tratada. Está associada com 

lesão do intestino delgado, inadequada absorção de nutrientes e inflamação crônica que 

resulta em comprometimento do crescimento infantil (DENNO et al., 2014).  

Esta condição resulta em exposições frequentes a patógenos gastrointestinais e 

mesmo como a diminuição do índice de diarreia nos locais relacionados, infecções entéricas 

“silenciosas” e crescimento deficiente persistiam (MAL-ED NETWORK 

INVESTIGATORS, 2014; TANIUCHI et al., 2012; TROEGER et al., 2018). 

Dessa forma, o estudo aqui proposto tem a potencialidade de gerar uma 

validação do método HPLC-MS/MS para quantificar lactulose e manitol para avaliação da 

barreira morfofuncional gastrointestinal. 
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2 HIPÓTESES  

 

Este estudo apresentou três principais hipóteses norteadoras: a)postulamos que 

o método HPLC-MS/MS atende aos parâmetros de linearidade, sensibilidade, exatidão, 

precisão para validação analítica na quantificação de lactulose, manitol e sorbitol na urina; 

b) postulamos que o método HPLC-MS/MS possui a capacidade de detectar e quantificar a 

lactulose e manitol como BIOMARCADORES MOLECULARES; c) postulamos que o 

sistema HPLC-MS/MS possui vantagens diante do  HPLC isolado em relação a sensibilidade 

e tempo de execução de análises. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral  

Validar o método de cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas 

para quantificação de lactulose e manitol na urina, onde a razão dos dois açúcares é 

conhecido como teste L:M para avaliar alterações na barreira morfofuncional 

gastrointestinal.  

 

3.2 Objetivos Específicos 

1. Desenvolver o método analítico para determinação dos biomarcadores 

lactulose e manitol através de parâmetros da cromatografia líquida de alta performance 

acoplada a espectrometria de massas; 

2. Comprovar a validação analítica através dos parâmetros seletividade, 

linearidade, exatidão, precisão, limite de detecção (LD) e limite de quantificação (LQ). 

3. Aplicação do método validado em amostras de urina dos biomarcadores de 

barreira morfofuncional gastrointestinal lactulose e manitol. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS  

Este trabalho foi realizado no Laboratório de Doenças Infecciosas (LDI) do 

Núcleo de Biomedicina (NUBIMED) da Universidade Federal do Ceará (UFC).  

 

4.1 Intrumentação  

Os equipamentos utilizados no desenvolvimento deste trabalho estão descritos 

abaixo:  

✓ Agitador orbital tipo vortex, modelo QL-901, Eikonal do Brasil Inst. Ópticos 

e Científicos (Brasil);  

✓ Balança analítica de precisão com 4 casas decimais, modeloMS104TS/00, 

METTLER TOLEDO (EUA);  

✓ Centrífuga eppendorf modelo 5810R (Alemanha);  

✓ Sistema de purificação de água Milli-Q MILIPAK®, Merck KGaA 

(Alemanha);  

✓ Sistema LC-MS/MS – Cromatógrafo a líquido – Elkgent LC 100XL/ AB 

Sciex, Santa Clara (EUA); 

✓ Gerador de nitrogênio modelo Genius SQ 24 - surveyor LC pumb plus, Peak 

Scientific (Escócia);  

✓ Coluna HILIC-ZIC 5µ, 120 Å, 25cm X 2,1 mm, ES Industries, West Berlin 

(EUA);  

✓ Detector Triplo Quadrupolo, Q-TRAP 5500 MS/MS, utilizando o modo de 

ionização por Eletronebulização (Eletrospray-ESI), ABSciex, Framingham, MA (USA);  

✓ Sistema de aquisição de dados através do software Analyst 1.4, ABSciex 

Framingham, MA (EUA).  

 

4.1.1 Reagentes e Consumíveis  

Reagentes e consumíveis utilizados no trabalho estão descritos abaixo:   

✓ Lactulona® (Daiichisankyo, São Paulo, BR)   

✓ Manitol, da Henrifarma, São Paulo, BR  

✓ Clorexidina (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EUA).  

✓ Lactulose (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EUA); 

✓ Manitol (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EUA); 

✓ Sorbitol (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EUA); 
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✓ Acetonitrila (ACN) (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EUA); 

✓ Ácido Fórmico (AF) (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EUA); 

✓ Acetato de Amônio 5mM (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EUA);  

✓ Resina Amberlite® MB-150 (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EUA).   

✓ Kit Standards Chemical - polipropilenoglicol (PPG) e reserpina (ABSciex, 

Framingham, MA, USA);     

✓ Micropipetador de 2 à 20μL (Eppendorf, Alemanha);  

✓ Micropipetador de 20 à 200μL (Eppendorf, Alemanha); 

✓ Micropipetador de 100 à 1000μL (Eppendorf, Alemanha);  

✓ Vidrarias comuns de laboratório.  

✓ Gás Nitrogênio comercial usado na fonte de ionização do sistema LC-

MS/MS, para evaporação do solvente e nebulização da amostra (White Martins - Brasil);  

 

4.2 Padrões e Preparo das Soluções Analíticas  

Soluções de lactulose, manitol e sorbitol foram preparadas dissolvendo os 

padrões em eluente B da fase móvel nas concentrações de 10, 50, 100, 500, 1000, 1500 e 

2000ng / mL para os três analitos (FIGURA 12). As soluções foram então injetadas no 

sistema HPLC-MS/MS. 

Figura 12 - Fluxograma do preparo das soluções de validação. Padrões de lactulose, 
manitol e sorbitol foram obtidos a partir da diluição no eluente B. A partir da solução mãe 
(2000ng/mL), foram obtidas as outras soluções. 

Fonte: Autoria própria (2021). 
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4.3   Otimização do sistema cromatográfico LC-ESI-MS/MS 

Os experimentos deste trabalho foram realizados empregando um cromatógrafo 

líquido acoplado a um espectrômetro de massas triplo quadrupolo (LC-MS/MS) (FIGURA 

13) com interface por eletronebulização (ESI) marca ABSciex Framingham, MA, USA. Para 

separação dos compostos foi usada uma coluna analítica HILIC-ZIC® da marca ES 

Industries, West Berlin (EUA). 

 

Figura 13 - Cromatógrafo líquido acoplado ao espectrômetro de massas ABSciex, 
modelo Q-TRAP 5500, LDI- NUBIMED/UDC. 

 

Fonte: Autoria própria (2021). 

4.3.1 Condições do sistema de detecção de massas - Interfaces ESI 

A parte inicial deste trabalho se deu através da obtenção dos espectros de massas 

de cada composto e em seguida a montagem da biblioteca espectral, a fim de obter as 

condições ótimas de análise dos açucares do estudo. Para isso, foram realizadas injeções 

diretamente no espectrômetro de massas, através das fontes ESI com soluções analíticas 

padrão de 10 ng/mL de cada composto individualmente. Esse procedimento foi aplicado 

utilizando as fontes ESI para cada composto separadamente. A partir das infusões foi 

selecionado o modo (negativo) de ionização da fonte. Para a fonte ESI foi ajustada a 

voltagem do capilar, temperatura da fonte, como também a temperatura e pressão do gás de 

dessolvatação para secagem do solvente. Nitrogênio foi usado como gás de dessolvatação.  
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Após a escolha destas condições, foram selecionadas duas diferentes transições, 

uma para quantificação, denominada íon quantificador/precursor e outra para confirmação, 

denominada íon qualificador/produto. Estes íons foram monitorados empregando o modo de 

monitoramento de reações múltiplas (MRM). 

 

4.3.2 Preparo da fase móvel para o sistema cromatográfico 

A próxima etapa, após o estabelecimento das condições espectrométricas, foi o 

desenvolvimento da separação cromatográfica. A definição da fase móvel para a separação 

cromatográfica foi composta por uma fração aquosa e outra orgânica. A fração aquosa foi 

composta de uma mistura de solução de acetato de amônio 5,0 mmol/L e a fração orgânica 

ACN acidificado a 0,05% de ácido fórmico. A fase móvel foi constituída por um gradiente 

de eluição baseada em informações obtidas por meio de revisão bibliográfica sobre o assunto 

(KUBICA et al., 2012). A composição do gradiente que foi estabelecido para o método é 

mostrada na TABELA 2. 

Tabela 2 - Gradiente de fase móvel para sistema de cromatografia líquida. A corrida iniciou 
com 75% de acetonitrila em 0,05% de ácido fórmico (eluente B) a 25% de H2O em 5mM de 
acetato de amônio (eluente A; pH = 6,84) em 5 min, equilibrado por 2 min, retornando a 10% do 
eluente B em 0,5 min, e reequilibrando por 2 min antes da próxima injeção. 

Fonte: Autoria própria (2021). 

4.4    Preparo das Amostras  

As urinas foram coletadas de crianças participantes do projeto de pesquisa 

intitulado em “Intervenção com Micronutrientes e Impacto a Longo Prazo no Brasil”. As 

amostras foram diluídas (1:400) inicialmente em água ultrapura e a essa solução foi 

adicionado 100mg de resina. Em seguida as amostras homogeneizadas e centrifugadas. Após 

esse processo, 10µL dessa solução foi adicionada a 100 µL de uma solução de Sorbitol 

Tempo (minutos) Eluente A (%) Eluente B (%) 

0 25 75 

5 90 10 

7 90 10 

7,5 25 75 

10 25 75 
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(100ng/mL), utilizado como padrão interno (PI) e diluída novamente em eluente B até 

completar o volume de total de 2000µL (FIGURA 14). As amostras foram então injetadas 

no sistema HPLC-MS/MS. 

Figura 14 - Fluxograma do processamento de amostras. As amostras foram diluídas em 
água na presença de resina para troca iônica. Após o processo de homogeneização, foram 
submetidas a centrifugação em tubos eppendorf com filtro 0,22µm. Ao final do processo, uma 
alíquota de 10µL foi adicionada ao eluente B na presença de sorbitol como PI (100 µL), 
obtendo um volume total de 2mL. 

Fonte: Autoria própria (2021). 

 

4.5 Preparo de Urinas Fortificadas  

Soluções de lactulose e manitol foram preparadas dissolvendo os padrões em eluente 

B nas concentrações de 1000, 1500, 3000, 6000 ng / mL de cada analito. A mesma 

quantidade de lactulose e manitol foi adicionada à urina de voluntários. Obtendo urina 

fortificada (UF) (FIGURA 15). 
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Figura 15 - Fluxograma do preparo das soluções padrão e urinas fortificadas para análise de 
efeito matriz. Padrões de lactulose e manitol foram diluídos em eluente B e a partir da solução de 
20.000ng/mL foram preparadas as soluções em concentrações de 1000, 1500, 3000 e 6000ng/mL. 
Para obtenção da UF, foi seguido mesmo fluxograma de preparo em urinas enriquecidas. 

 

Fonte: Autoria própria (2021). 

 

4.6 Validação da Metodologia Proposta 

Uma vez definidas as melhores condições para determinação da lactulose e 

manitol, foram conduzidos os estudos de validação do método. 

Os parâmetros analisados para validação analítica foram: 

especificidade/seletividade, linearidade, LD, LQ exatidão, precisão (repetibilidade e 

precisão intermediária) e efeito matriz (ANVISA, 2017). 

 

4.6.1 Seletividade  

A especificidade e seletividade do método foram obtidas através da análise de s 

obtidos pelo sistema HPLC-MS/MS por meio do conhecimento da relação /carga dos 

analitos em questão na concentração de 10ng/mL.  

 

4.6.2 Linearidade  

 O parâmetro da linearidade foi avaliado através da construção do gráfico das curvas 

analíticas preparadas tanto em solvente, quanto no extrato da matriz. Inicialmente, obteve-
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se soluções nas concentrações de 10, 50, 100, 500, 1000, 1500 e 2000ng / mL. Estas soluções 

foram inicialmente preparadas em solvente a fim de verificar a faixa linear do equipamento. 

Estas curvas foram realizadas em triplicatas e a linearidade foi avaliada pelo método de 

regressão linear e calculada a partir da equação de regressão linear 𝑦 = 𝑎𝑥 + 𝑏 

     Sendo: 

y = resposta medida; x = concentração; a = inclinação da curva de calibração 

(sensibilidade); b = interseção com o eixo y. 

 

4.6.3 Limite de Detecção e Limite de Quantificação  

O cálculo para o limite de detecção (LD) e de quantificação (LQ) foi baseado no 

desvio padrão da amostra na concentração de 100ng/mL e inclinação da curva de calibração 

nas concentrações de 10, 50, 100, 500, 1000, 1500 e 2000ng/mL) (ANVISA, 2017) de 

acordo com as equações:  

𝐿𝐷 = 3,3 𝑥 𝑠𝑑𝑎  

em que: LD = Limite de Detecção; sd = desvio-padrão das leituras de amostras 

com 100ng/mL; a = inclinação da curva analítica. 

𝐿𝑄 = 10 𝑥 𝑠𝑑𝑎  

em que: LQ = Limite de Quantificação sd = desvio-padrão das leituras das 

amostras com 100ng/mL  LD = Limite de Detecção. 

 

4.6.4 Exatidão 

A Exatidão foi avaliada através do ensaio de recuperação (ANVISA, 2017).  O 

teste recuperação consistiu na análise em triplicata de amostras de concentrações conhecidas 

de 100, 500 e 1000ng/mL. O percentual de recuperação foi obtido a partir da equação:    

%𝑟𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎çã𝑜 = 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑜𝑏𝑡𝑖𝑑𝑎 − 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑟𝑒𝑎𝑙𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑟𝑒𝑎𝑙  𝑥 100 
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4.6.5 Precisão  

A precisão do método foi realizada nas concentrações de 100, 500 e 1000ng/mL 

e expressa através coeficiente de variação (CV), onde o CV foi obtido a partir da equação 

𝐶𝑉 = 𝑠𝑑𝑀 𝑥 100 

sendo: sd = desvio padrão e M = média dos dados.  

A repetibilidade (precisão intra-corrida) foi expressa através da precisão nas 

mesmas condições de operações (equipamento, analista, reagentes, dia e mesmas condições 

ambientais).  

A precisão intermediária foi expressa pelas variações do laboratório em dias 

diferentes, mantendo mesmo analista e mesma instrumentação.  

 

4.6.6 Efeito Matriz  

Para análise de interferência da matriz, avaliamos a recuperação (R) e o EM 

(apresentado como supressão de íons) (PETROSINO, T.; SERAFINI, M. 2014). Os 

resultados foram obtidos nas concentrações de 750, 1500, 3000 e 6000ng/mL) expressos 

através das áreas de cada analito na urina fortificada (UF) e no eluente B e expresso em %. 

Os cálculos para R e EM são: 

𝑅 = á𝑟𝑒𝑎 𝑑𝑜 𝑝𝑖𝑐𝑜 𝑛𝑎 𝑈𝐹Á𝑟𝑒𝑎 𝑑𝑜 𝑝𝑖𝑐𝑜 𝑛𝑎 𝑠𝑜𝑙. 𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜  𝑥100 

 

𝐸𝑀 = á𝑟𝑒𝑎 𝑑𝑜 𝑝𝑖𝑐𝑜 𝑛𝑎 𝑈𝐹 − á𝑟𝑒𝑎 𝑑𝑜 𝑝𝑖𝑐𝑜 𝑛𝑎 𝑠𝑜𝑙. 𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜á𝑟𝑒𝑎 𝑑𝑜 𝑝𝑖𝑐𝑜 𝑛𝑎 𝑠𝑜𝑙. 𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜  𝑥100 

 

4.6.7 Aplicação do Método 

Foram analisadas 41 amostras de urinas de crianças saudáveis submetidas ao 

teste L: M.  
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4.7 Considerações éticas  

Esse estudo constitui um dos objetivos do projeto de pesquisa intitulado em 

“Intervenção com Micronutrientes e Impacto a Longo Prazo no Brasil”, que foi aprovado 

com parecer favorável do Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal do Ceará 

(COMEPE/UFC) em 08 de março de 2013, após atendimento das recomendações exigidas 

(Anexo A). 

 

4.7.1 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi revisado e aprovado 

pelo COMEPE/UFC, ofício no. 18/13, protocolo COMEPE no. 238/05 em 08 de março de 

2013 (Anexo B). O consentimento informado por escrito foi assinado pelos pais ou 

responsáveis das crianças durante a coleta de volume das urinas. 

 

4.7.2 Teste L:M  

Após os procedimentos de triagem, assinatura do TCLE, entrevista, 

preenchimento da ficha epidemiológica e medidas antropométricas, os pais e/ou 

responsáveis receberam um frasco âmbar contendo 20 mL de uma solução de lactulose: 

manitol (5/1g) em água, armazenada e acondicionada entre 2º e 8ºC, um frasco de 

clorexidina 0,2%, um frasco de plástico, estéril, graduado, apropriado para a coleta de urina 

e as orientações referentes a coleta (kit teste L:M). Após jejum de 8 horas, os responsáveis 

foram orientados a oferecer o frasco da solução à criança, certificando-se da completa 

ingestão. A posologia da solução para criança abaixo de 10 kg foi 2 mL/kg. Durante 5 horas 

após a ingestão, toda urina foi coletada no frasco estéril e a cada 50 mL, adicionado uma 

gota da solução de clorexidina 0,2%. 

 Ao final do período de 5 horas, foi registrado o volume urinário, retirado uma 

alíquota de 10 mL da urina e armazenada em -20ºC. O restante do volume urinário foi 

desprezado.  Após informação da realização do teste, o membro da equipe retornou à 

residência da criança para o recebimento da amostra coletada (FIGURA 16). 
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Figura 16 - Fluxograma do teste L: M. A solução de lactulose e manitol foi ingerida em jejum e durante 
cinco horas a urina foi coletada em recipiente apropriado. Ao final da coleta, o volume total da urina foi 
registrado e apenas uma alíquota foi utilizada para o teste. 

 

Fonte: Autoria própria (2021). 

 

4.8 Análise Estatística  

Os dados para validação analítica foram extraídos do software Analyst 1.4.1, 

EUA, encaminhados para o office excel e apresentados como a média ± desvio padrão da 

média. Os dados não paramétricos foram analisados pelo teste de Mann-Whitney. Todos os 

testes foram analisados usando o software GraphPad Prism® (Califórnia, Estados Unidos) e 

os resultados considerados significativos foram P <0,05. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Condições e Parâmetros do HPLC-MS/MS 

O primeiro passo na elaboração do método foi a calibração da plataforma em 

ambas as polaridades (ESI (+) / ESI (-)) com PPG (ANEXO C) e reserpina (ANEXO D). A 

reserpina possui massa molar de 608,68 g/ml e o PPG 76,09g/mol 

(https://www.chemicalaid.com/) (FIGURA 17). 

 Figura 17 - Os espectrogramas obtidos dos íons pproduto do PPG e Reserpina. Gráfico obtido através da 
injeção direta pelo espectrômetro de massas na concentração de 200 µM de PPG (Q1 = 77,30) no modo 
negativo e reserpina (Q1= 609.4) 1µM no modo positivo. O espectrograma dos íons precursores detalha os 
íons fragmentos selecionados no terceiro quadruplo. 
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Para que o espectrômetro de massas faça a identificação dos compostos 

separados por cromatografia líquida, é necessário que se indique quais íons e fragmentos são 

formados na fonte e separados no analisador de massas. Para tal, fez-se a infusão direta dos 

padrões na fonte do espectrômetro de massas. Com a obtenção dos íons e seus fragmentos, 

registrou-se a maior intensidade dos valores de m/z (FIGURA 18), verificando se esta era 

reprodutível sob as mesmas condições. Além disso, foram ajustadas e registradas as energias 

que promovem a ionização e fragmentação dos íons que serão monitorados e detectados. 

 O íon precursor é definido como íon de maior intensidade obtido através do 

MRM (ANEXOS E, F e G) expresso pela razão m/z e abundância (cps). Os íons precursores 

para lactulose, sorbitol e manitol foram respectivamente 341.016, 180.932 e 180.935. 
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Figura 18 - Identificação dos íons precursores do Manitol, Lactulose e Sorbitol através da otimização 
automática do método pelo MRM. Gráficos extraídos do software da plataforma através da otimização 
automática para os três analitos. As moléculas foram inseridas diretamente no espectrômetro de massas. 
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Os íons precursores foram obtidos a partir da fragmentação dos íons no primeiro 

quadrupolo (Q1). Os íons produzidos pela fragmentação do íon precursor no segundo 

quadrupolo (Q2), íon produto, foram otimizados em modo automático através da seleção de 

cinco íons mais intensos. Cada um dos íons foi otimizado em relação ao (DP - Declustering 

Potencial), potencial aplicado na interface que é responsável por focalizar o íon protonado 

para o interior do orifício de entrada do cone; e à energia de colisão (CE–Collision Energy), 

que é responsável pela ótima fragmentação do íon precursor no Q2 e sua posterior passagem 

pelo terceiro quadrupolo (Q3) (TABELA 3). 

Tabela 3 - Parâmetros automáticos dos íons precursores e íons produto da lactulose, manitol e sorbitol, 
de através de monitoramento de reações múltiplas (MRM). aíon precursor dos analitos; bíons produto; 
cpotencial de decomposição (tensão aplicada ao orifício para evitar agrupamento dos íons);dpotencial de 
entrada; eenergia de colisão; fpotencial de saída da célula de colisão; gintensidade do íons fragmentos por MRM; 
hVolt (medida de tensão). 

Fonte: Dados da pesquisa. 

Por meio da leitura correta dos íons fragmentos do espectro de massas, é possível 

deduzir a molécula em estudo (FIGURA 19).  A partir do espectrograma dos íons 

precursores são apresentadas as intensidades dos íons fragmentos para cada analito 

específico. 

Analitos   Íon 

Precursor 

(m/z)a 

Íons 

produto 

(m/z)b 

   DPc 

   (V)h 

   EPd 

    (V) 

   CEe 

    (V) 

  CXPf 

     (V) 

Intensidadeg 

     (cps) 

Lactulose   

 

341.016 

160.952 

184.939 

58.947 

100.89 

73.008 
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-9 

-9 

499000 

420000 

324000 
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Manitol   

 

180.932 

112.798 

136.813 

58.994 

71.009 

89.033 
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-18 

-9 

-9 

-9 

-5 

-7 

230000 
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Sorbitol   

 

180.935 
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136.927 
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92.879 
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150000 
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Figura 19 - Os espectrogramas obtidos no modo negativo (M-1) para íons produtos da lactulose, manitol 
e sorbitol. Gráficos obtidos através da injeção direta pelo espectrômetro de massas na concentração de 
10ng/mL. O espectrograma dos íons precursores detalha os cinco íons fragmentos selecionados no terceiro 
quadruplo. 

 

Fonte: Dados da pesquisa. 

In
te

n
s
id

a
d
e
 (

c
p
s
) 

m/z  

In
te

n
s
id

a
d
e
 (

c
p
s
) 

In
te

n
s
id

a
d
e
 (

c
p
s
) 

 



78 
 

Na TABELA 4 podemos observar os parâmetros analisados para cada íon 

precursor através da injeção de fluxo, realizado na concentração de 50 ng/mL sem a 

utilização da coluna cromatográfica. Diferente do ocorrido no MRM, aqui os analitos se 

encontravam na mesma solução (FIGURA 20). 

Os cinco íons produto selecionados no Q3, passaram por análise dos parâmetros 

gás nebulizador (GS1), cortina de gás (CUR), gás de aquecimento (GS2), temperatura 

(TEM), fonte de íons (IS) e gás de colisão (CAD). O processo foi realizado em temperaturas 

superiores à 450ºC. 

Tabela 4 - Parâmetros automáticos para íons precursores e íons produto provenientes de lactulose, 
manitol e sorbitol, de através de análise da injeção de fluxo (FIA). a íon precursor dos analitos; b íons 
fragementos;c temperatuda na fonte; d gás nebulizador (auxilia na formação de gotículas; e fluxo de gás entre 
orifício e cortina de gás; f gás de aquecimento  (GS2 e TEM ajudam na dessolvatação); g voltagem do ionspray, 
que direciona os íons formados para o analisador; h gás de colisão (auxilia na fragmentação dos íons precursores 
para formação dos íons produto); i Celsius, unidade te temperatura); j psi: libra-força por polegada quadrada; k 
volt (medida de tensão).   

Fonte: Dados da pesquisa. 

 

 

Analitos  

 

Íon 

precursora 

(m/z)  

 

Íon 

produtob 

 (m/z) 

 

TEMc 

 (ºC)i 

 

GS1
d

 

(psi)j 

 

CURe 

(psi) 

 

GS2
f 

(psi) 

 

ISg       

(V)k 

 

CADh 

 

 

 

Lactulose  

 

 

341.016 

160.952 

184.939 

58.947 

100.89 

73.008 

500 

700 

450 

550 

450 

 

 

50 

20 

25 

20 

20 

20 

40 

50 

45 

45 

45 

    

 

-3500 

Médio 

Alto 

Alto 

Alto 

Alto 
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Médio 
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Figura 20 - Parâmetros analisados na injeção de fluxo para o Manitol 50ng/mL. Gráficos obtidos do 
software da plataforma através da injeção de 50ng/mL de manitol.  aCAD (energia de colisão); bCUR (fluxo de 
gás entre oríficio e cortina de gás) cGS1 (gás nebulizador); dGS2 (gás de aquecimento); eIS (Ion Spray); f TEM 
(Temperatura). 
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Fonte: Dados da pesquisa. 

Após a otimização dos parâmetros para a injeção de fluxo, foi realizada a 

aquisição do método. Nesta etapa, as substâncias foram separadas através da coluna 

cromatográfica (HILIC-ZIC®). Para a utilização da separação através da coluna, foi 

fundamental a definição da fase móvel e seu gradiente (TABELA 5).   
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A fase móvel consistiu em acetonitrila (ACN) adicionado 0,05% de ácido 

fórmico (AF), como solvente orgânico (B) e água com 5 mM de Ac. de amônio como 

solvente inorgânico (A), proporção B/A (75/25), pH 6,84, em fluxo de 300µL/m. Utilizamos 

inicialmente a proposta de fase móvel com  adição  de ácido fórmico  0,1%  ao eluente B, o  

pH dessa solução  se manteve abaixo de cinco (entre 3,5 e 5,6) e  o coeficiente de correlação 

da curva não atingia os padrões recomendados para cromatografia líquida (r < 0,99) 

(FIGURA 21).  Após a adição de ácido fórmico ao eluente B, esse problema foi corrigido 

com pH próximo a sete. 

Foram verificados alguns gradientes de fase móvel até se chegar a um que 

apresentasse melhor intensidade dos analitos para lactulose, manitol e sorbitol. 

 

Figura 21 - Curva de calibração dos três analitos na presença de ácido fórmico 0,1% à fase móvel. Curvas 
obtidas a partir do experimento com a utilização de ácido fórmico como aditivo de fase móvel na concentração de 
0,1% (pH = 3,75). 

Fonte: Dados da pesquisa. 

Para aquisição do método, selecionamos os parâmetros a partir da análise dos 

parâmetros automáticos realizados na injeção de fluxo e MRM. (TABELA 5).  
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Tabela 5 - Condições de separação cromatográfica para coluna (HILIC- ZIC®) e parâmetros ideais para 
monitoramento da transição de íons. aQ íon precursor detectado por monitoramento de reações múltiplas 
(MRM).b q significa o íon produto de melhor  quantificação  a partir da equação da curva de calibração e 
coeficiente de correlação (R) . c m/z razão /carga em unidade de atômica; d V: volt (medida de tensão); e psi: 
libra-força por polegada quadrada.f razão do íon precursor (m / z) e do íon produto (m / z) escolhida para evitar 
a coeluição com s  iônicas de manitol. 

Fonte: Dados da pesquisa. 

 

 

   Gradiente de fase móvel  (%)                                                        Eluente B(75/10/75)/Eluente A(25/90/25 
Fluxo  300 µL/min 

Volume de Injeção 20 µL 

   Temperatura do forno da coluna       40 ◦C 

   Tempo de corrida da análise         10 min 

Parâmetros para íons de transição  

Quantitativo [Q] a →qualitativo [q] b  

íon precursor (m/z)c → íon produto 
(m/z)c 

   DP (V)d EP (V)  CE (V) CXP(V) 

 
Lactulose 

 
Q341.016 → 160.952q 
Q 341.016 → 58.947q 

 

 
    −135 

 

 
−10 

 
−12 
−48 

 
            −11 
             −9 

 
Manitol 

 
Q180.932 → 112.798 q 
  Q180.932 → 71.009q 

 

 
     −60 

 
−10 

 
−10 
−26 

 

 
−9 
−5 

 
Sorbitol 

 
Q180.935 → 112.912q 
  Q80.935 →   58.924f 

 

 
−75 

 
−10 

 
−26 
−16 

 
−9 
−7 

 
Parêmetros operacionais MS/MS 

 TEM 
(◦C) 

GS1 
(psi)e 

CUR 
(psi) 

GS2 
(psie) 

IS 
(V) 

CAD 

Lactulose Q341.016→q60.952 
Q341.016→q58.947 

 

500 
500 

50 
50 

 

20 
20 

40 
45 

-3500 
-3500 

Médio 
  Alto 

Manitol Q180.932→q112.798 
Q180.932→q71.009 

 

450 
550 

50 
50 

 

20 
22 

50 
50 

-4000 
-4000 

Médio 
Alto 

Sorbitol Q180.935→q112.912 
Q180.935 → q58.973f 

650 
450 

50 
40 

 

20 
30 

45 
40 

-4500 
-3500 

Médio 
  Alto 

Seleção de parâmetros para 
análise  

500 47 25 5 -3500        Alto 
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5.1 Parâmetros de Validação Analítica  

5.1.1 Sensibilidade  

A seletividade foi avaliada através da comparação entre os gráficos obtidos após 

o MRM de amostra branco e padrões contendo lactulose, manitol e sorbitol (FIGURA 22).  

Figura 22 – Identificação dos íons precursores. Através do MRM foi possível a constatação da sensibilidade 
do método através da identificação de ións precursores para lactulose, manitol e sorbitol. Assim como esperado, 
na amostra sem adicção de acúcares, não foi identificado íon precursor. 

Fonte: Dados da pesquisa. 

 

5.1.2 Linearidade  

Foram construídas curvas analíticas a partir da injeção dos padrões puros em 

solventes, ou seja, padronização externa. O estudo da linearidade foi realizado na faixa de 

concentração de 10 a 2000ng/mL, como mostram a TABELA 6.  Optou-se em utilizar a 

faixa de trabalho de 10 a 2000ng/mL devido as baixas concentrações encontradas nas 

amostras analisadas.  Respostas lineares foram obtidas na faixa de concentração de para 

lactulose, manitol e sorbitol. O coeficiente de correlação da equação de regressão linear 

simples obtidas nesse interfalo para lactulose, manitol e sorbitol foram maiores que 0,99 (r 

> 0,99). 
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Tabela 6 - Linearidade, Limite de detecção (LD), Limite de quantificação (LQ) do método no sistema HPLC-
MS/MS para análise de excreção dos açucares lactulose, manitol e sorbitol. a valor da área obtida da curva na 
amostra em branco; b limite de detecção; c limite de quantificação; d coeficiente de correlação. 

Analito (íon 
precursor m/z / íon 

produto m/z) 

Equação da curva 
de calibração 

LDb 
(ng/mL) 

LQc 
(ng/mL) 

Rd 

Lactulose (341.016 / 
58.947) 

y = 1.15e4xa +1.33e6 0,0055 0,0168 
 
 

0,991 

Manitol   (180.932 / 
71.009) 

y = 4.46e4x +6.42e6 0,0003 0,0010 0,993 

Sorbitol    (180.935 / 
58.924) 

y = 5.03e4x +7.10e6 0,0031 0,0001 
 

0,995 

Fonte: Dados da pesquisa. 

5.1.3 Limite de Detecção e de Quantificação  

O limite de quantificação foi realizado através do método das diluições 

sucessivas. Onde se obteve a menor concentração com precisão e exatidão disponível no 

método para cada analito. Foram realizadas três análises dos limites calculados para 

verificação da exatidão e precisão deles. O limite de detecção seguiu o mesmo princípio do 

limite de quantificação (TABELA 6). 

 

5.1.4 Exatidão e Precisão  

A exatidão da metodologia desenvolvida foi avaliada a partir de ensaios de 

recuperação realizada em três níveis de concentração e em triplicata. Neste trabalho, seguiu-

se a recomendação da ANVISA (2017) de que as recuperações em amostras complexas 

devem estar entre 70 a 120%, na faixa de concentração utilizada. A precisão do método em 

termos de repetibilidade foi calculada e expressa em temos do coeficiente de variação. A 

precisão intermediária foi avaliada em dias diferentes e por analistas diferentes, porém em 

um só nível de concentração (ponto médio) e foi expressa em termos do coeficiente de 

variação (%CV). 

A TABELA 7 mostra resultados de recuperação, com respectivo coeficiente de 

variação (%CV) de cada nível de concentração. 

Bons resultados foram obtidos e dentro do limite recomendado para os níveis de 

concentração aplicados para os açucares, com exceção do Manitol 500ng/mL (132,2%) que 

apresentou valores de recuperação acima do recomendado (>120%). 
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Tabela 7 - Repetibilidade do método no sistema HPLC-MS/MS para análise de excreção dos açucares 
lactulose, manitol e sorbitol. concentração em amostras fortificadas; b concentração obtida através da média 
dos valores obtidos pela equação da curva de calibração das amostras fortificadas; c % recuperação d desvio 
padrão; e coeficiente de variação. 

 Concentração 

Iniciala 

(ng/mL) 

Concentração 

obtidab (ng/mL) 

(n = 9) 

Recuperaçãoc 

(%) 

 

 

SDd 

 

CVe 

(%) 

Lactulose 

(341.016 / 

58.947) 

100 

500 

1000 

95,7 

499,237 

994,774 

95,7 

99,8 

99,4 

1,713 

6, 147 

20,826 

1,79 

1,23 

2,09 

Manitol   

(180.932 / 

71.009) 

100 

500 

1000 

112,9 

661,227 

1116,35 

112,9 

132,2 

111,6 

11,060 

8,625 

18,705 

9,79 

1,30 

1,67 

Sorbitol    

(180.935 / 

58.924) 

100 

500 

1000 

90,4 

568,555 

988,222 

90,4 

113,71 

98,8 

2,251 

33,076 

45,816 

2,49 

5,81 

4,63 

Fonte: Dados da pesquisa. 

A determinação da precisão intermediária foi realizada em intervalos de 24 horas 

na concentração de 500ng/ml de lactulose, manitol e sorbitol em três dias consecutivos. Os 

coeficientes de variação encontrados foram inferiores a 8,7% (TABELA 8). Nos dois 

parâmetros, a exatidão do método pôde ser observada através da recuperação. 

Tabela 8 - Precisão intermediária do método no sistema HPLC-MS/MS para análise de excreção dos 
açucares lactulose, manitol e sorbitol. a concentração em amostras fortificadas; b concentração obtida através 
da equação da curva de calibração em amostras fortificadas com; c % recuperação da média das concentrações 
obtidas em dias diferentes; d desvio padrão; e coeficiente de variação. 

 

Analito 

 

Dia 

Concentração  

Iniciala 

(ng/mL)  

 

Concentraçãoa 

(ng/mL)  

(n = 6) 

Recuperação 

(%)b 

 

SDc 

 

CV(%)d 

Lactulose 

(341.016 / 

58.947) 

1 

2 

3 

 

500 

621,6 

504,7 

607,7 

124,32 

100,94 

121,54 

   41,1 

11,8 

52,3 

6,6 

      2,3 

8,6 

Manitol   

(180.932 / 

71.009) 

1 

2 

3 

 

500 

531,4 

650,7 

698,8 

106,28 

130,14 

139,76 

46,5 

31,3 

30,2 

8,7 

4,8 

4,2 

Sorbitol    

(180.935 / 

58.924) 

1 

2 

3 

 

500 

575,6 

564,2 

657,8 

115,12 

112,84 

131,56 

50,2 

34,8 

104,0 

8,7 

6,1 

5,8 

Fonte: Dados da pesquisa. 

 



86 
 

5.2.5 Efeito Matriz   

Para estudo de interferência de efeito matriz, soluções e urinas foram 

enriquecidas com lactulose e manitol em um intervalo de 750-6000ng/mL. Os cálculos foram 

realizados através da média das áreas dos picos das duas substâncias (TABELA 9). 

Tabela 9 - Área dos picos das soluções padrão e amostras de urinas fortificadas. Amostras fortificadas 
obtidas através de concentrações conhecidas dos analitos em pool de urinas. aconcentração dos analitos nas 
solução padrão e na urina fortificada; bmédia da área dos picos;cdesvio padrão; dcoeficeinte de variação. 

Analito Concentraçãoa 
(ng/mL) 

Amost
ras 

Área dos picosb 
(cps) N=3 

DPc CVd 

(%) 
 
 
 

 
   
 
 
Manitol 

 
 

750 

UF 12523333,33 519839,71 4,150 

Padrão 23706666,67 973721,38 6,582 

 
 

 

1500 

UF 1,3E+07 253245,59 1,068 

Padrão 2,4E+07 1769755,16 6,288 

 
 

 

3000 

UF 41350000 727461,33 1,759 

Padrão 4,9E+07 1545930,14 3,184 

 
 

6000 

UF 71253333,33 1912598,58 2,684 

Padrão  8,4E+07 1553093,68 1,839 

 
 
 
 

 

 

 

Lactulose 

 
 
 

750 

UF  54176,67 1552,23 2,997 

Padrão 51866,66667 1521,26 2,933 

 

1500 
UF 76046,67 5877,77 6,586 

Padrão 95003,33333 8227,71 8,660 

 

3000 
UF 130410,00 10424,17 6,728 

Padrão 174466,6667 21185,92 12,143 

 

6000 
UF 245300,00 7031,59 2,500 

Padrão 383666,6667 31187,55 8,128 

Fonte: Dados da pesquisa. 

Outro parâmetro para análise de interferência do efeito matriz foi o tempo de 

retenção (TR) da lactulose e manitol nas soluções padrão e na UF (TABELA 10). O TR se 

caracteriza pelo tempo decorrido desde a inserção do analito na plataforma até aparecimento 

do seu pico cromatográfico.  
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Tabela 10 - Tempo de retenção da lactulose e manitol em soluções padrão e urina fortificada. Tempo de 
retenção reproduzido nas amostras padrão e de UF. atempo de retenção obtido com a solução padrão; tempo de 
retenção obtido com a urina fortificada; c% recuperação. 

Fonte: Dados da pesquisa. 

A interferência do efeito matriz foi medida através da recuperação e supressão de 

íons (EM) a partir da área dos picos de lactulose e manitol no padrão e em UF, o experimento 

foi realizado em triplicata (TABELA 11). 

Tabela 11 - Recuperação e Efeito Matriz das amostras em urinas fortificadas. 
Urina fortificada obtida através da adição de concentrações conhecidas do analito na 
urina de voluntários. a concentração conhecida adicionada as soluções padrão e 
amostras de urina; b % obtido através da média das áreas dos picos dos analitos; c % 
expresso em supressão de íons obtidos através das áreas dos picos dos analitos. 

 

Fonte: Dados da pesquisa. 

 Analitos 

Manitol Lactulose 

Concentração 
Ng/mL 

Tempo de 
Retenção 
 Padrãoa 

(min) 

Tempo 
Retenção 

UFb 
(min)  

Recuperação 
(%)c 

Tempo de 
Retenção 
Padrão 
(min) 

Tempo 
Retenção 

UF 
(min)  

Recuperação 
(%) 

750 6,87 6,83 99,41 7,18 7,13 99,30 
1500 6,86 6,83 99,56 7,17 7,14 99,58 
3000 6,84 6,82 99,70 7,16 7,13 99,58 
6000 6,84 6,82 99,70 7,16 7,12 99,44 
750 6,81 6,81 100 7,13 7,12 99,85 

1500 6,82 6,81 99,85 7,14 7,12 99,71 
3000 6,81 6,81 100 7,13 7,12 99,85 
6000 6,81 6,8 99,85 7,14 7,11 99,57 
750 6,8 6,84 100,58 7,12 7,14 100,28 

1500 6,81 6,81 100 7,12 7,12 100 
3000 6,82 6,81 99,85 7,14 7,12 99,71 
6000 6,81 6,81 100 7,13 7,11 99,71 

Analito 
Concentraçãoa 

(ng/mL) 

Recuperaçãob 

(%) 

EMc 

(%) 

 

 

      Manitol 

750 84,6553 -11,66180758 

1500 84,2355 -10,78431373 

3000 85,1699 -11,82182816 

6000 84,4134 -12,41908415 

 

 

     Lactulose 

750 99,82648 4,39800995 

 
1500 

93,92653 -8,884959664 

3000 88,80397 -22,04164551 

6000 135,2735 -30,83954775 
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5.2 Aplicação do método - Alterações da permeabilidade intestinal  

Como parte do estudo, analisamos a excreção de lactulose, manitol e a razão 

L:M através do teste L:M para avaliação da permeabilidade intestinal em urina de crianças 

residentes em áreas com diferentes índices de desenvolvimento humano (IDH) em Fortaleza 

- Ce.   

As crianças foram divididas em dois grupos. No grupo 1, estão agrupadas as 

crianças residentes em bairro com alto IDH (0,90).  No grupo 2, estão agrupadas as crianças 

residentes em bairro com baixo IDH (0,21) (Secretaria de Desenvolvimento Econômico, 

Prefeitura Municipal de Fortaleza - Ce, 2010). Nos dois grupos as crianças não apresentavam 

diarreia e nenhum sintoma gastrointestinal. 

As concentrações de lactulose e manitol foram calculados a partir da área do pico 

pela equação da curva de calibração da corrida (FIGURAS 23 e 24). 

Figura 23 - Curva padrão do manitol. Curva obtida entre o intervalo de 750-
6000ng/mL de manitol em duplicata. 

.  

Fonte: Dados da pesquisa. 
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Figura 24 - Curva de calibração da lactulose. Curva obtida entre o intervalo de 
750-6000ng/mL de manitol em duplicata. 

 

   

Fonte: Dados da pesquisa.  

Na TABELA 12 podemos observar o percentual de excreção de lactulose, 

manitol e a razão L:M através do HPLC-MS/MS nas urinas das crianças submetidas ao teste 

L: M.  
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Tabela 12 - Excreção de lactulose, manitol e razão L:M medido através da plataforma HPLC-MS/MS. No grupo 
1, estão agrupadas crianças residentes em áreas com alto IDH (0,91) e no grupo 2, em áreas com baixo IDH (0,21). 
Foi calculado percentual de excreção de lactulose, manitol e razão L: M. 

Amostra 
Grupo 1 

Excreção 
Manitol 

(%) 

Excreção 
Lactulose 

(%) 

Razão 
L/M 

Amostra 
Grupo 1 

Excreção 
Manitol 

(%) 

Excreção 
Lactulose 

(%) 

Razão 
L/M 

001 11,132 0,794 0,071 001 1,449 0,144 0,100 
002 20,263 0,998 0,049 002 1,440 0,288 0,200 
003 2,362 0,113 0,047 003 1,577 0,301 0,191 
004 7,668 0,771 0,100 004 0,831 0,164 0,197 
005 9,093 0,696 0,076 005 2,701 0,547 0,202 
006 8,087 0,573 0,070 006 0,747 0,194 0,260 
007 2,566 0,098 0,038 007 1,643 0,204 0,124 
008 8,226 0,441 0,053 008 0,899 0,156 0,174 
009 1,171 0,045 0,038 009 0,908 0,158 0,174 
010 4,348 0,132 0,030 010 3,457 0,518 0,149 
011 8,430 0,507 0,060 011 0,985 0,192 0,194 
012 13,295 0,850 0,063 012 3,433 0,408 0,119 
013 4,221 0,407 0,096 013 1,512 0,204 0,135 
014 17,379 1,020 0,058 014 1,363 0,224 0,164 
015 4,695 0,275 0,058 015 4,708 0,649 0,138 
016 7,989 0,263 0,071 016 0,761 0,097 0,127 

- - - - 017 1,111 0,069 0,062 
- - - - 018 1,148 0,197 0,171 
- - - - 019 4,737 0,622 0,131 
- - - - 020 0,2308 0,032 0,141 
- - - - 021 6,038 0,442 0,073 
- - - - 022 8,371 1,160 0,138 
- - - - 023 0,461 0,059 0,128 
- - - - 024 5,662 0,783 0,138 
- - - - 025 1,493 0,181 0,121 

Fonte: Dados da pesquisa. 

 A média da razão L:M encontrada no grupo 1 foi menor (Média = 0,061) do 

que a encontrada no grupo 2 (0,150). Quando comparada a excreção de manitol entre os dois 

grupos, encontramos uma diminuição significativa no grupo 2 (P ≤ 0,05). A excreção de 

lactulose não foi significativamente diferente entre os dois grupos. A razão L:M foi 

significativamente maior no grupo 2 (P ≤ 0,05) (FIGURA 25). 
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Figura 25 - Percentual da excreção de lactulose e manitol nos dois grupos de crianças submetidas ao 
teste L:M através do HPLC-MS/MS. Os valores da figura estão representados pela mediana e intervalo 
interquartil da porcentagem de excreção de lactulose e manitol e da razão lactulose/manitol dos grupos 1 (n=16) 
e 2 (n=25). A) Percentual de excreção de manitol. B) Percentual de excreção de lactulose. C) Razão excreção 
de lactulose/manitol. A análise estatística foi feita através do teste Mann Whitney e os valores considerados 
significativos foram os P ≤ 0,05. 
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6 DISCUSSÃO 

  

O presente estudo avaliou a utilização dos biomarcadores lactulose e manitol na 

alteração da barreira morfofuncional gastrointestinal através da espectrometria de massas 

acoplada a cromatografia líquida. Crianças que viviam em áreas com diferentes índices de 

desenvolvimento urbano (IDH) foram submetidas ao teste L:M para avaliar possível 

comprometimento da barreira morfofuncional gastrointestinal.  

Vários métodos cromatográficos foram descritos para análise de lactulose e 

manitol na urina (WELCKER et al., 2004; ZHOU; ZHANG; VERNE, 2009). O método 

HPLC/MS-MS aqui proposto apresentou vantagens diante da cromatografia líquida isolada, 

como sua alta sensibilidade, especificidade e produtividade para análise dos biomarcadores 

lactulose e manitol (GERVASONI et al., 2016). 

O analisador de massas utilizado na análise foi um triplo quadrupolo, sendo o 

analisador quadrupolo mais comumente utilizado em análises quantitativas (FERGUSON; 

MCCULLOH; ROSENSTOCK, 1965) e o modo de aquisição automático utilizado foi o 

“Monitoramento De Reações Múltiplas” (MRM), indicado para análises quantitativas 

(RIBANI et al., 2004). O primeiro passo no desenvolvimento de um método de MRM 

consistiu na determinação das melhores condições de análise dos analitos de interesse como 

descrito por Iglesias (2013).  A capacidade do MS/MS em monitorar múltiplas transições de 

íons de reação por execução única dá alta especificidade ao método (KUBICA et al., 2012).  

Observamos que o método MS/MS é altamente específico na medida em que se 

baseia na detecção de íons produto únicos para lactulose, manitol e sorbitol como podem ser 

vistos na TABELA 3 e relatado por outros autores (KUBICA et al., 2012; LOSTIA et al., 

2008). 

Os cinco íons produto foram selecionados e obtidos a partir de altas energias de 

colisão. De acordo com Kind e colaboradores (2018), baixas energias de colisão preservam 

os íons precursores e apenas alguns íons produto são observados. Aumentar a energia de 

colisão aumentará a abundância de íons produto em direção a baixas faixas m/z e ao mesmo 

tempo diminuirá a abundância do íon precursor.  

O método de ionização determina como material da amostra é transferido para o 

espectrômetro de (KIND et al., 2018). A fonte de ionização foi ionização por eletrospray 

(ESI), sendo a fonte mais utilizada para o acoplamento (KIND et al., 2018; YAMASHITA; 

FENN, 1984). Pelas características do processo descrito, ESI se aplica muito bem a 

compostos de polaridade média e alta, daí sua extensa aplicabilidade nos campos 
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farmacêutico, de alimentos, produtos naturais, dentre outros como mostram alguns trabalhos 

(CAHILL et al., 2004; SCHLICHTHERLE-CERNY; AFFOLTER; CERNY, 2003; 

STREGE, 1999). 

A escolha da coluna HILIC-ZIC® se deu por oferecer retenção maior de 

compostos como lactulose e manitol, como descrito por vários autores (DA SILVA; 

COLLINS; BOTTOLI, 2014). A coluna HILIC-ZIC® ofereceu também separação 

satisfatória e tempos de retenção reproduzíveis para lactulose, manitol e sorbitol, nos padrões 

e amostras analisadas como relatado por Kubica e colaboradorres (2012).  

A cromatografia líquida com a coluna HILIC-ZIC® foi capaz de separar 

compostos polares com mesma massa molar e a espectrometria de massas foi capaz de 

identificá-los (KUBICA et al., 2012; LOSTIA et al., 2008). Pudemos observar a separação 

dos compostos manitol e sorbitol, mesmo possuindo massas molares iguais, isso devido à 

capacidade de a espectrometria de massas separar através da relação massa/carga (m/z) e 

relação íon precursor/ íon produto no triplo quadrupolo - QTRAP 5500. O que confirma a 

vantagem do sistema HPLC-MS/MS diante do HPLC isolado.  

O uso do tempo de retenção é altamente recomendado para alta confiança de 

identificação de compostos (HERRERA‐LOPEZ et al., 2014; LYNN et al., 2015).  

Foi observada uma melhor ionização dos íons através do modo negativo usando 

o ácido fórmico como aditivo. Este é conhecido como aditivo no modo positivo, porém pode 

ser usado também como aditivo no modo de ionização negativo (LIU et al., 2010).   

O ácido fórmico é mencionado como aditivo de fase móvel auxiliando a 

ionização dos analitos. Ele é volátil e deve ser utilizado em baixa concentração, a fim de 

evitar que o mesmo interfira no processo de ionização do analito, processo conhecido como 

supressão de ionização assim como descrito por outros autores como Iglesias (2013) e 

Trufelli e colaboradores (2011). 

A presença do ácido fórmico à fase móvel em diferentes concentrações alterou 

o pH dela, variando de acordo com a concentração adicionada. Quanto maior a concentração 

de AF adicionada, menor o pH da fase móvel. Fase móvel com pH abaixo de 6 não 

apresentou uma boa ionização. A fase móvel com adição de 0,05% de AF apresentou melhor 

ionização e pH próximo ao neutro (pH = 6,84).  

Gan e colaboradores (2021) também observaram que alteração no pH ou no 

percentual orgânico, pode aumentar significativamente a ionização por ESI e de acordo com 

Van Wijck e colaboradores (2011), a aplicação de um ácido mais fraco, como o ácido 

fórmico, aumentou a resposta do dissacarídeo, mas reduziu fortemente a resposta do 
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monossacarídeo. Diferente do exposto acima, encontramos uma melhor resposta tanto da 

lactulose como do manitol na presença do AF 0,05% á fase móvel.  

Durante o processo de definição da fase móvel, identificamos várias alterações 

na ionização de acordo com a gradiente de fase móvel. Foram várias tentativas até chegarmos 

ao gradiente que proporcionasse melhor ionização (TABELA 3). 

Como a eficiência do eletrospray depende principalmente da composição da fase 

móvel, a composição ideal do eluente para a separação cromatográfica adequada às vezes 

não é apropriada para alcançar a resposta máxima do electrospray (NÚÑEZ; MOYANO; 

GALCERAN, 2005).   

Assim como descrito por Lostia e colaboradores (2008), o método relatado aqui, 

com base na identificação do íon do fragmento, supera muitos os problemas encontrados na 

análise de carboidratos em fluidos biológicos e podem ser considerados uma ferramenta 

automatizada útil para estudar o intestino e a modificação da barreira morfofuncional 

gastrointestinal, não só em pediatria, mas também em doenças do adulto, como doença 

celíaca, doença de Crohn, doença inflamatório intestinal, permitindo uma discriminação 

precisa do paciente também para restrições de dieta. 

Outra vantagem do sistema HLPC-MS/MS é a rapidez na análise invividual das 

amostras quando comparado com o sistema de Cromatrografia Líquida (HPLC-PAD) já 

utilizado no Centro de Cromatografia e Espectrometria de Massas (CCEM), Centro de 

Biomedicina, INCT-Biomedicina, Faculdade de Medicina (FAMED), Universidade Federal 

do Ceará (UFC), onde a corrida tem duração de 35 minutos e no sistema em questão, 10 

minutos.  Reduzindo assim a menos de um terço o tempo da corrida, com isso, um número 

maior de corridas pode ser feito em menor intevalo de tempo, aumento assim a robustez de 

dosagem na plataforma de HPLC-MS/MS e uma das vantagens citados para esse sistema.  

Dentro da faixa de trabalho de 10-200ng/mL o coeficiente de correlação foi 

aceitável (R ≥ 0,991). O método de quantificação usado é valido para padronização interna 

do método.  

A avaliação da exatidão (recuperação) e precisão (repetibilidade e precisão 

intermediária) é realizada de várias formas. A mais utilizada pelos pesquisadores é por meio 

do porcentual de recuperação do analito, DP e CV, respectivamente (BURIN et al., 2008). 

Os coeficientes de variação não foram superiores a 9,79% como relatado por Barboza Jr. e 

colaboradores (1999) e Kubica e colaboradores (2012) e deve estar abaixo de 20% de acordo 

com RDC N°166, 2017, ANVISA.  Os valores de recuperação obtidos para exatidão do 

método variaram entre 95,7 e 139,76 de acordo com as concentrações analisada. Para essa 
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faixa de concentração a recuperação deve se encontrar entre 70-120% (ANVISA, 2017). 

Embora recuperações próximas a 100% sejam desejáveis, a extensão da recuperação de um 

analito pode ser aceita até na ordem de 50-60, se a recuperação for precisa, exata e 

reprodutível (CHASIN et al., 1998). 

Os parâmetros exatidão e precisão constituem a chave para o processo de 

validação. São requeridos para todos os estudos de validação de métodos, exceto para 

aqueles com propósito qualitativo, que se destinam apenas a acusar a presença de um analito. 

Para a análise quantitativa de elementos traços é necessário validar os limites de detecção e 

de quantificação. Já para análises qualitativas é obrigatório validar apenas o limite de 

detecção. A avaliação do parâmetro da linearidade é obrigatória para métodos novos e 

análises qualitativas de componentes majoritários (BRITO et al., 2003).  

A adição de uma quantidade específica de resina de troca iônica as amostras de 

urina, foram suficientes para obter altos valores de recuperação assim como relatado por 

Kubica e colaboradores (2012).  

Como é de conhecimento, a análise de compostos de interesse pode sofrer 

interferência de outras substâncias, notadamente conhecido como efeito matriz. Em LC-

MS/MS essa interferência ocorre no momento da ionização em decorrência da competição 

no processo de ionização, fazendo com que o sinal do analito em questão seja intensificado 

ou suprimido (SILVA et al., 2019). 

Uma vez desenvolvido o método, umas das questões mais complexas é a análise 

de efeito matriz (EM) e deve ser sempre avaliado durante a validação de métodos 

quantitativos de HPLC-MS / MS, sobretudo em matrizes incomplexas como como urina 

(PETROSINO; SERAFINI, 2014). É ainda mais crítico em virtude do fato de que não se 

pronuncia diretamente, pois através do MRM, se observa somente o sinal do analito de 

interesse. Como esses cromatogramas são em geral limpos, tem-se a falsa sensação de que a 

matriz não interfere no sinal obtido. Outro agravante é que o EM pode ser afetado pelo 

analito, matriz, preparo da amostra, fase móvel, consições cromatográficas e parâmetros do 

MS.  

Diante disso, o EM se torna um dos maiores problemas da análise através da 

espectrometria de massas e estudos se baseiam no objetivo de minimizar esse efeito 

(GERVASONI et al., 2016) através de estratégias como purificação das amostras ou uma 

separação cromatográfica mais eficiente (TAYLOR, 2005).  
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Realizamos a análise do efeito matriz pelo método de adição de substância 

química de referência (SQR) no qual quantidades conhecidas de SQR são acrescentadas à 

amostra (ANVISA, 2017).  

Observamos que o tempo de retenção dos analitos não variou e se apresentaram 

dentro do intervalo de 2% dos tempos no padrão como descrito por Núñez, Moyano e 

Galceran (2005).  

Observamos uma supressão da ionização em quase todas as concentrações, 

sendo maior na concentração de 6000 ng/mL nos três analitos. Em nosso método a supressão 

de íons relatada se apresentou entre 8-30%. No entanto, a supressão não afetou a exatidão e 

precisão do ensaio uma vez que os sinais para lactulose e manitol ficaram bem acima dos 

sinais do LD e LQ (PETROSINO; SERAFINI, 2014).  

Após a validação analítica do método, a aplicação do método foi demonstrada 

através da quantificação da excrecão de lactulose e manitol em amostras de crianças 

residentes em áreas com diferentes Índices de Desenvolvimento Urbano (IDH), Fortaleza – 

Ce.  

 Em todas as urinas analisadas das crianças submetidas ao teste L:M, foi possível 

quantificar lactulose e manitol. 

A razão L:M encontrada está de acordo com os valores encontrados em amostras 

de crianças analisadas pelo grupo através de HPLC-PAD (BARBOZA JR. et al., 1999; 

LIMA et al., 1997). 

Em 2017, mais de 160 milhões de crianças (quase 1 criança em cada 3 que vivem 

em áreas pobres) sofriam as consequências muitas vezes esquecidas de desnutrição e défict 

de crescimento na primeira infância. Além de dietas inadequadas, a maioria das crianças 

tinham infecções intestinais repetidas e múltiplas (BARTELT; BOLICK; GUERRANT, 

2019). 

A DEA é uma condição subclínica caracterizada por alterações funcionais 

gastrointestinais e desde a sua descoberta não foi reconhecida como uma prioridade e 

problema de saúde porque não causa sintomas evidentes e foi relatada em indivíduos 

saudáveis e ganhou destaque como potencial causa de déficit de crescimento em crianças 

que vivem em países em desenvolvimento (SETCHELL et al., 2020; WATANABE; PETRI, 

2016). No entanto, a determinação de uma definição de consenso clara para DEA permanece 

um desafio indescritível (ROGAWSKI; GUERRANT, 2017). 

Por conta da natureza irreversível das consequências ocasionadas pela DEA, seu 

diagnóstico deve ser feito antes de pelo menos 2 anos de idade (DENNO et al., 2014). 
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Considerando que as alterações teciduais que ocorrem na DEA se correlacionam 

com o aumento da permeabilidade intestinal (BARTELT; BOLICK; GUERRANT, 2019; 

DENNO et al., 2014; GERVASONI et al., 2016; GUERRANT et al., 2013; LEE; RYAN; 

DOHERTY, 2014), a realização de um teste diagnóstico capaz de aferi-la se torna útil na 

clínica. O teste padrão ouro tradicional para diagnóstico tem sido a biópisa intestinal para 

identificar anormalidades na histologia intestinal. No entanto, esse diagnóstico invasivo é 

inviável na maioria das pesquisas e muitas configurações clínicas e também é limitada por 

potencialemente inadequada amostragem, porque a amostra biopsiada pode não ser 

representativa de todo o intestino (ROGAWSKI; GUERRANT, 2017; SETCHELL et al., 

2020; WATANABE; PETRI, 2016). A sugestão de um método não invasivo e de baixo custo 

vem crescendo e tem sido um desafio nos países em desenvolvimento (ROGAWSKI; 

GUERRANT, 2017; SETCHELL et al., 2020; WATANABE; PETRI, 2016), pois não há 

testes de diagnóstico clínico, validados (CAMILLERI et al., 2020). 

 O teste lactulose:manitol tem apresentado bom desempenho, embora apresente 

algumas dificuldades de interpretação, principalmente em crianças. A falta de padronização 

e de estudos de validação em relação à técnica e a ausência de padrão de referência são 

dificuldades que ainda precisam ser sanadas (MORAIS; SILVA, 2019). 

Goto e colaboradores (2002) relataram que os níveis de permeabilidade intestinal 

são elevados em crianças com baixa estatura no Nepal. Na década de 70, Lindenbaum, 

Gerson e Kent (1971), mostraram que esta alteração foi reversível em adultos. No entanto, 

Denno e colaboradores (2014) demonstraram que a DEA em crianças é irreversível após o 

segundo ano de vida, desencadeando comprometimentos até a vida adulta. 

O estudo atual revalida esse parâmetro em crianças sem diarreia com os outros 

estudos do grupo. De acordo com Vieira e colaboradores (2008), o teste de permeabilidade 

lactulose: manitol foi considerado anormal ou positivo para fins de comparação se a relação 

lactulose: manitol foi ≥ 0,0864. 

Não há referência internacional ou padrões de medição que facilitem a 

padronização do ensaio de lactulose e manitol. Como os valores L:M não podem ser 

comparados com confiança entre laboratórios, o ponto acima do qual um resultado de teste 

é interpretado como “anormal” é geralmente definido em um estudo ou laboratório. Uma 

maior comparação tornaria possível diagnosticar com precisão uma criança como tendo uma 

relação L:M “anormal” de acordo com um padrão universal, ao invés de um padrão relativo 

e específico do estudo. Embora o teste L:M seja o ensaio mais comumente usado para estudo 

da barreira morfofuncional gastrointestinal e tenha sido usado há mais de 2 décadas pelo 
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nosso grupo de pesquisa e outros, poucos padrões foram adotados na implementação, 

avaliação de concentrações de analito, ou a interpretação dos resultados (BARBOZA JR. et 

al., 1999; LEE et al., 2014; LIMA et al., 1997).  

Quando comparamos os resultados obtidos entre crianças residentes em regiões 

com diferentes IDH, podemos observar uma diferença significativa (P < 0,05) nas razões 

L:M e percentual de excreção de manitol. Esses dados sugerem presença de alterações na  

absorção intestinal em crianças relacionadas com o IDH, como descrito por outros  autores 

(CAMPBELL et al., 2003; LEE et al., 2014). 

A desnutrição infantil continua sendo uma característica quase invariável de 

muitos países em desenvolvimento. As causas estão associadas à complexa interação entre 

pobreza, quantidade e qualidade inadequada de alimentos, infecções frequentes, más 

condições sanitárias, práticas de higiene inadequadas e baixa acessibilidade aos serviços de 

saúde. Além disso, a capacidade de digerir e absorver os alimentos pode ser prejudicada por 

doenças frequentes e crônicas, como a infecções entéricas (GOTO; MASCIE-TAYLOR; 

LUNN, 2009). 

De acordo com Benedetti e colaboradores (1997), crianças em países de baixa e 

média renda comumente experimentam inflamação sistêmica de baixo grau, que pode 

suprimir a produção de fator de crescimento semelhante à insulina-1 (IGF-1) e resultar em 

falha de crescimento linear. A inflamação sistêmica é considerada causa e consequência de 

DEA.  

Weisz e colabores (2012) observaram menor crescimento linear em crianças de 

2 a 5 anos em Malawi (África) associado a maior excreção de lactulose, enquanto melhor 

crescimento, foi associado a menor excreção de lactulose, acesso a água limpa, não dormir 

com animais e sem história prévia de desnutrição. Oitenta e sete por cento das crianças 

estudadas demonstraram evidências de enteropatia ambiental. Relacionando assim, a 

integridade intestinal anormal ao crescimento linear reduzido nessas crianças.  

Em bebês de  Bangladesh, a razão L:M foram maiores que em bebês do Reino 

Unido e 62% mostraram evidências de dano a mucosa intestinal quando comparados com os 

do Reino Unido (GOTO; MASCIE-TAYLOR; LUNN, 2009). 

No entando, a DEA se trata de uma condição complexa (WATANABE; PETRI, 

2016), onde nenhum fator único foi identificado com culpado (BARTELT; BOLICK; 

GUERRANT, 2019), necessitando assim de avaliação detalhada para diagnóstico e um 
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grande interesse em validar o diagnóstico de biomarcadores para essa condição subclínica 

(BARTELT; BOLICK; GUERRANT, 2019). 

Devido a necessidade de diagnóstico para avaliação da permeabilidade 

intestinal, se faz essencial o estudo de alternativas diagnósticas que sejam precisas, simples 

e não invasivas. Os sistemas analisadores baseados em LC-MS/MS totalmente 

automatizados e "fechados" provavelmente terão um papel importante no futuro da química 

clínica (VOGESER; STONE, 2020). 

Este é o primeiro estudo através da plataforma HPLC-MS/MS pelo CCEM. 

Como perspectiva futura, gostaríamos de confirmar os resultados deste estudo em um 

número maior de crianças para melhor definir os valores de corte relacionados à DEA. Além 

disso, ampliar análise de biomarcadores para permeabilidade de barreira morfofuncional 

gastrointestinal, estudos de metabolômica e outros. Para análise metobolômica, a plataforma 

HPLC-MS/MS vem sendo considerada componente  fundamental,  sendo  a  técnica  mais  

comumente  utilizada  (ABDELNUR, 2011; ABDELNUR; CALDANA; MARTINS, 2014). 
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7 CONCLUSÃO 

 

Os parâmetros para detecção de lactulose e manitol através de HPLC-MS/MS 

podem sofrer interferência na ausência de um aditivo de fase móvel, alteração de pH e 

gradiente de concentração da fase móvel. A análise da excreção de lactulose e manitol na da 

urina realizada através da plataforma HPLC-MS/MS superou a cromatografia líquida isolada 

em relação ao tempo de execução de análises e sensibilidade. Também foi capaz de 

identificar compostos de mesma massa molar como o manitol e o sorbitol. Diante do 

exposto, a plataforma se apresentou como uma ferramenta importante no diagnóstico de 

alterações na barreira morfofuncional gastrointestinal de forma precisa e simples.  

Adicionalmente, esse teste para avaliação da barreira morfofuncional gastrointestinal foi 

demonstrado como método não invasivo para monitorar a presença de DEA e outras doenças 

como doenças diarreicas, desnutrição e outras em crianças.  
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ANEXO D – CALIBRAÇÃO RESERPINA 
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