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Permeabilidad intestinal mediante la prueba de manitol y
lactulosa por cromatografia ;el incremento de la permeabilidad
intestinal es un posible factor desencadenante de un grupo de
entidades alérgicas, inflamatorias y autoinmunes?
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RESUMEN

Enestearticulo se revisa la fisiologia de la permeabilidad intestinal, la estructura tisular y molecular de los componentes
biologicos involucrados en el paso de sustancias en el intestino delgado, rutas y formas de transporte. Se realiza
una descripcion de los azlcares utilizados en la medicion (test) de permeabilidad intestinal y sus caracteristicas,
detallando cuales son los factores que pueden influir en el transporte, alterandolo. En esta revision se elabora una
lista de las enfermedades o entidades en las que existe una alteracion de la permeabilidad intestinal, proponiendo
una serie de factores determinantes y predisponentes que podrian explicarla. El test de permeabilidad intestinal
constituye una herramienta de muy valiosa utilidad y abre un gran campo de posibilidades para el estudio de la
etiopatogenia de un diverso grupo de entidades. Exponemos en detalle los procedimientos y metodologia del test,
resultados y valores esperados.
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Lactulose mannitol intestinal permeability test applying
chromatography. Is the increased intestinal permeability a possible
factor triggering a group of allergic, inflammatory and autoimmune

entities?

ABSTRACT

This article reviews physiology of intestinal permeability, tissue and molecular structure of biological components
involved when substances get through the small intestine, routes and transport processes. A description of the
sugar used for testing intestinal permeability and its characteristics is done, detailing which factors may influence in
transport, changing it. In this review we have made a list of the illnesses or entities where intestinal permeability is
altered, proposing a series of determining and triggering factors that could explain it. Intestinal permeability test is a
very useful tool and gives a wide range of possibilities for studying the etiopathogeny of a diverse group of entities.
Test procedures and methodology, as well as results and expected values are presented in detail.
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INTRODUCCION

La barrera intestinal esta en constante equilibrio,
pero este puede verse afectado por diversas
patologias o condiciones que conducen a una
«alteracion de la permeabilidad intestinal» de gran
relevancia clinica. Se postula que esta alteracion esta
vinculada con el desarrollo de varias enfermedades
cronicas con componentes inflamatorios sistemicos
0 autoinmunes.

Bases bioldgicas de la prueba de permeabilidad
intestinal

El sistema gastrointestinal es el organo principal
de digestion y absorcion, y constituye una de
las mas grandes areas de exposicion a factores
externos en el cuerpo humano. La funcion de
barrera intestinal depende de un balance entre
la integridad del tracto gastrointestinal, la flora
ubicada en el lumen y el estado general de salud
de la persona'. El desarrollo de métodos para
medir la funcion de la barrera intestinal se hizo

posible gracias a la introduccion, en la década
de 1970, de oligosacaridos no metabolizables
como marcadores®. La administracion de azlcares
no metabolizables y la subsecuente medicion de
estas sustancias en orina, es la base del test de
permeabilidad intestinal, que permite valorar la
integridad de la barrera epitelial.

Eltermino (permeabilidad intestinal> hace referencia
al paso normal de sustancias por la via paracelular,
es decir, a través de los espacios comprendidos entre
las células de la barrera mucosa (ver Figura 1). La
presencia de una barrera epitelial intestinal intacta,
es esencial para prevenir el ingreso de sustancias
nocivas a través de la mucosa del intestino. La
disrupcion de esta barrera resulta en un incremento
de la permeabilidad intestinal.

;Como medir la permeabilidad intestinal?

Es posible medir la permeabilidad intestinal
mediante el uso de sondas no metabolizables por
el intestino humano ni por su flora bacteriana;
dichas sondas atraviesan la mucosa intestinal y

Figura 1. El transporte de moléculas a través del epitelio intestinal ocurre a través de dos rutas principales: la transcelular y la
paracelular. El transporte de solutos por la via transcelular es mediado por proteinas como transportadores y canales. El transporte
por la via paracelular, ocurre por la difusién de moléculas a través de los espacios entre células del epitelio intestinal, y no requiere de

proteinas transportadoras.
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son excretadas en la orina después de haber sido
absorbidas en la circulacion sistémica®.

La cuantificacion de estas sondas en la orina
colectada durante un periodo determinado, permite
identificar la fraccion de la sonda ingerida que ha
penetrado la barrera mucosa por la via paracelular.
En condiciones normales, una minima proporcion
de estas sondas de gran tamaho atravesaria la
mucosa intestinal para llegar a la circulacion, para
luego ser filtrada por el rindn y ser detectada en la
orina; de existir alguna anormalidad en el transporte
paracelular, el paso de la sonda de mayor tamanho
se incrementaria, y una cantidad superior de esta,
seria excretada en la orina.

La permeabilidad intestinal puede ser determinada
usando una gran variedad de sondas como lactulosa,
manitol, ramnosa, celobiosa, polietilenglicol (PECG)
400, PEG 1000, y sondas quelantes con ion central
radiactivo como 51Cr-EDTA y 99mTc-DTPA.

Existe una serie de poros acuosos a lo largo del
eje velloso de la cripta del intestino delgado.
Mientras que la punta de los vellos contiene poros

5 = i
- I e

relativamente pequenos (6 A) y abundantes, las
criptas contienen poros mucho mas grandes (50-
60 A) pero menos abundantes. La base del vello
contiene poros de tamano intermedio (10-15 A)
(ver Figura 2).

La mayor parte de las sondas usadas para medir la
permeabilidad intestinal son solubles en agua, por
lo que no pueden atravesar la membrana celular
de los enterocitos y utilizan la ruta paracelular, con
el fin de atravesar el epitelio intestinal utilizando
las uniones estrechas. Las sondas de menor tamaho
pueden pasar facilmente a través de las uniones
estrechas mas pequenas, numerosas y accesibles
presentes en las puntas vellosas, mientras que las
sondas grandes deben utilizar los poros de mayor
tamaho, que son menos accesibles y numerosos en
la base de la cripta.

El método aceptado actualmente para determinar
la permeabilidad intestinal, requiere del uso de dos
sondas, pues de utilizarse solo una, no seria posible
controlar los factores pre- y posmucosos (ver Tabla
1) —no relacionados a la actividad e integridad de
la mucosa intestinal-, como el vaciado gastrico,

Figura 2. Mucosa intestinal.
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Figura 3. Estructuras quimicas de manitol y lactulosa.

Tabla 1. Factores que afectan la excrecion de una sonda en la prueba
de permeabilidad intestinal.

Lugar Factores
Premucoso Ingestion incompleta de la solucién para el test
Vémitos

Alteracioén de la velocidad del vaciado gastrico
Degradacion intestinal
Dilucién por secrecion
Transito intestinal

Area de la mucosa
Permeabilidad de la mucosa
Distribucion sistémica
Metabolismo

Aclaramiento renal
Coleccion de orina
Preservacion de la muestra
Medicion

Permeabilidad
intestinal

Disposicion

Analisis

transito intestinal, lavado renal o una recuperacion
incompleta de orina durante la prueba, entre otros.
El no controlar estos factores no solo reduciria la
sensibilidad y especificidad de la prueba, sino que
podria generar problemas en la interpretacion de
los datos.

50 R. Ledn-Barua £t al.

El uso de dos sondas administradas simultaneamente
por via oral, permite expresar su excrecion urinaria
como una relacion matematica. Se asume que todos
los factores, excepto la ruta de ingreso intestinal
afectan de igual manera el transito de ambas
sustancias. Cualquier variacion en los determinantes
pre- y posmucosos, afecta la permeabilidad total
de la sondas de igual manera, de tal forma que la
relacion de excrecion urinaria de las dos sondas,
no se ve afectada.

PERMEABILIDAD INTESTINAL Y ENFERMEDAD

Alergia a alimentos y asma

Se ha postulado que la permeabilidad intestinal
aumentada, incrementaria el transporte de antigenos
a traves del intestino, lo que llevaria al desarrollo
de respuestas especificas contra estos*. Asimismo,
se ha encontrado la permeabilidad incrementada
en casos de asma moderada a severa®.

Enfermedad celiaca

Se observa una elevada sensibilidad en la prueba
de lactulosa/manitol®. Se ha encontrado que la
anormalidad en la permeabilidad, podria estar
relacionada con la patogénesis de la enteropatia
por sensibilidad al gluten”?.

Enfermedad de Crohn

Existe también una alteracion de la permeabilidad
intestinal, incluso en areas donde los rayos X
muestran un intestino normal®. Se ha encontrado
que un incremento en la permeabilidad intestinal
precede a recaidas de la enfermedad de Crohn, y
puede ser un buen indicador en la fase subclinica'®.
Se postula que la permeabilidad intestinal precede a
los cambios inflamatorios cronicos'!, otros estudios
muestran que el incremento de la permeabilidad
en pacientes con enfermedad de Crohn'?, esta
asociada a altos niveles de anticuerpos contra el
factor estimulante de colonias de granulocitos y
macrofagos (GM-CSF por granulocyte macrophage-
colony-stimulating factor), lo que a su vez se
relaciona con alteraciones estructurales de ileo
en pacientes con Crohn . Asi, se postula al test
de permeabilidad intestinal como un endpoint en

Interciencia 2014;5(1):47-54
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ensayos clinicos de esta enfermedad.™

Diabetes mellitus tipo 1

Se ha encontrado que el incremento de la
permeabilidad intestinal precede la aparicion
clinica de la diabetes mellitus tipo 1'*. Se ha
postulado que este incremento en la permeabilidad,
permitiria el pasaje de antigenos que serian los
desencadenantes de la respuesta autoinmune que
conduce a esta enfermedad'.

Psoriasis

Se ha encontrado una mayor prevalencia de
alteracion de la permeabilidad intestinal en casos de
psoriasis'®, lo cual hace postular que este parametro
podria tener relacion con su patogénesis'’. Los
tratamientos nutricionales mejoran el indice de
casos de psoriasis asi como la permeabilidad
intestinal'®.

Fibromialgia

Se ha encontrado un incremento significativo
de la permeabilidad intestinal en pacientes
con fibromialgia y sindrome de dolor regional
complejo'. De la misma manera se postula aqui
que el pasaje de muchas sustancias por el intestino,
desencadenaria este tipo de problemas.

Tabla 2. Permeabilidad
consecuencias.

intestinal, factores determinantes, y

Factores determinantes y predisponentes

Sobrecrecimiento bacteriano

Incremento de la relacién entre anaerobios y flora normal
Parasitosis intestinal, giardidiasis, blastocistosis

Alteracion de la motilidad intestinal

Infiltracion linfocitaria intestinal (T-cell)

Repuesta inmune del hospedero (IL-18)

Promocion de la respuesta inflamatoria en el intestino (IL-6)
Dario de la zonula occludens, occludin, claudin

Alteracién de la microbiota, fenotipo, microbiome,
metagenome, y metabolome.

Consecuencias

Enfermedades relacionadas (alergia a alimentos,
enfermedad celiaca, enfermedad de Crohn, diabetes
mellitus tipo 1, psoriasis, fibromialgia, enteritis, cirrosis,
colitis ulcerativa, enfermedad de Parkinson, obesidad,
autismo, asma, esteatosis hepatica no alcohdlica y enteritis
posinfecciosa).
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Esteatosis hepatica no alcohélica

En una investigacion realizada por la Universidad
de Hohenheim (Alemania), se encontro que tanto la
permeabilidad intestinal, como la sintesis endogena
de alcohol y los niveles de endotoxinas, estaban
marcadamente alterados en los pacientes con
esteatosis hepatica no alcoholica®. Se postula que
la permeabilidad intestinal alterada podria jugar
un rol importante en la patogénesis del deposito
graso en el higado?', y estaria relacionada con la
severidad de la enfermeda?? .

Enteritis posinfecciosa

Enunestudiorealizadoen el Hospital de Nottingham
(Reino Unido), con pacientes que habian tenido
un cuadro agudo de enteritis por Campylobacter,
se encontraron cambios a las pocas semanas,
tales como el incremento de células endocrinas,
de linfocitos T y aumento de la permeabilidad
intestinal. Estas alteraciones persistieron por mas
de un aho*.

Cirrosis

Se postula que la alteracion en la permeabilidad
intestinal puede jugar un rol importante en la
patogénesis del inicio y la progresion de la
enfermedad hepatica cronica. Se han encontrado
altos niveles de citoquinas proinflamatorias (factor
de necrosis tumoral alfa, interleuquina-6, nitritos y
s-nitrosothiol total) en los pacientes con incremento
de la permeabilidad intestinal®*.

Colitis ulcerativa

En pacientes con colitis ulcerativa con remision
clinica se ha encontrado un incremento en la
permeabilidad en el intestino delgado, pero no en
el colon, se encontrd también incremento de la
permeabilidad en sus familiares sanos, pero no en
sus conyuges, lo cual sugiere que se trataria de un
defecto genéticamente determinado®”.

Parkinson

En un estudio realizado en la University of Calgary
(Canada), seencontroqueunproporcionsignificativa
de pacientes con enfermedad de Parkinson, con
minimos sintomas gastrointestinales, tenian un
incremento en la permeabilidad intestinal.?®
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Tabla 3. Metodologia usada en cromatografia.

Estudio

Vilela EG. 200832

Pearson AD. 198233

Laker MF. 198034

Celli M. 199535

Spiller RC. 200025

Campo

Enfermedad de Crohn (n = 31)
Enfermedad celiaca (n = 22)
Controles sanos (n = 15)

Enfermedad de Crohn (n = 8)
Enfermedad celiaca (n = 5)
Nifios sanos (n = 31)
Concentracién de manitol en
fluidos biolégicos.

Nifios sanos (n = 28)
Nifios con enteropatia por
gluten (n = 28)

Enteritis aguda por
Campylobacter (n = 21)

Método

Cromatografia liquida de alto desempefno HPLC (por High-performance
liquid chromatography) usando el sistema Shimadzu® (Japan), el cual
consiste en una bomba de inyeccion, auto inyector, un controlador
integrado con un software para la interpretacion de los resultados y un
detector del indice refractario.

Cromatografia gas-liquida, columna de manitol (temperatura 205°C) y
columna de lactulosa (temperatura 265°C).

Cromatografia de gas (Pye 104 Series 64, Pye Unicam, Cambridge,
England), equipado con detectores de ionizacion por llama, puertos
inyectores de calor, y detectores. Columnas de cromatografia: OV-1 y
OV-17.

Comatografia de gas (modelo 5890 A), integrador (modelo 3390 A), y
columna (HP1;25 m, 0,32 mm y espesor de la pelicula de 0,17 pm; todos
de Hewlett-Packard, Palo Alto, CA. Detector operado por ionizacion de
flama. Temperaturas: columna, 150-270 °C (8 °C/min); inyector, 270 °C;
detector, 270°C. El conductor de gas fue nitrégeno (5 ml/min).
Lactulosa y manitol por cromatografia liquida de alto desempefio.
Realizado por columna intercambiadora de aniones Hamilton RCX-10.

Controles (n =12)

Obesidad

El incremento de la permeabilidad intestinal, alteracion
de la microbiota intestinal y endotoxemia metabolica
jugarian un rol en desarrollo de obesidad y esteatosis
hepatica no alcoholica?’.

Autismo

Incremento de la permeabilidad intestinal en nihos
con esta alteracion?®, de igual manera se especula
que la alteracion en esta region, puede representar
un posible mecanismo para el pasaje incrementado
—a través de la mucosa intestinal- de péptidos
derivados de los alimentos, con subsecuentes
anormalidades de conducta®.

El test

El test de permeabilidad intestinal con azucares, es
el de mas valor en screening para detectar dano de
la mucosa del intestino delgado. Este procedimiento
es realizado mediante la administracion oral de
dos azlcares de diferente tamaho molecular y con
diferentes rutas de absorcion, que posteriormente
son medidas en la excrecion urinaria. En desordenes
del intestino delgado, la permeabilidad transcelular
tiende a disminuir, reflejando una disminucion del

52 R. Ledn-Barua £t al.

numero de células de la mucosa, mientras que la
permeabilidad paracelular tiende a incrementarse,
reflejando un daho de las uniones estrechas.

El cambio de los dos tipos de permeabilidad
intestinal en direcciones contrarias, cuando
ocurre alguna forma de alteracion intestinal, es la
razon que fundamenta el uso de la relacion entre
lactulosa y manitol (L/M) en orina, para propositos
de investigacion. Esta aproximacion esta basada
en la asuncion de que los dos azlcares tienen
diferencias en el transito intestinal, y excrecion
urinaria. La cromatografia tiene la capacidad de
medir (o recuperar) los azlcares en la orina.

Después de un ayuno de toda la noche, los sujetos
toman una solucion de 100 ml de agua que contiene
18,2 g de manitol y 18,2 g de lactulosa. Se debe
recolectar la orina en las siguientes 5 horas.

En un estudio con sujetos normales, se espera
encontrar una relacion lactulosa/manitol de no mas
de 0,032%%' El porcentaje de manitol recuperado
en orina es alrededor de 15 + 5 %, vy la lactulosa
se recupera en 0,3 £ 0,04 %. Lo que ocurre en

Interciencia 2014;5(1):47-54



ARTICULO DE REVISION

pacientes con alteracion de la permeabilidad, es
todo lo contrario: el manitol recuperado es menor
y la lactulosa recuperada es mayor, por tanto hay
un incremento en la relacion lactulosa/manitol.

CONCLUSIONES

El test de permeabilidad intestinal es un método
seguro, y de alta confiabilidad para detectar
alteraciones en el paso de sustancias en el sistema
digestivo, principalmente en el intestino delgado,
su estudio abre un campo enorme para el estudio
de la etiopatogenia de una serie de enfermedades
posiblemente relacionadas con la alteracion de
la integridad <molecular> de este organo. Estudiar
estos aspectos es imprescindible para una mejor
comprension de dichas enfermedades.
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