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RESUMO

Objetivo: O presente trabalho teve como objetivo realizar uma revisao de literatura
sobre os marcadores relacionados a alergia, focando principalmente em amostras
biologicas. Método: Foi realizada uma revisdo de literatura, onde as bases
consultadas foram, PubMed, Elsevier, SciELO e ScienceDirect. Resultados: Os
alérgenos podem provocar hipersensibilidade em pessoas suscetiveis e desenvolver
reacOes alérgicas. A identificagdo e monitoramento destes alérgenos tem cada vez
mais se tornado referéncia nas industrias alimenticias. Os métodos analiticos atuam
de forma efetiva na analise de proteinas em amostras bioldgicas. O sistema de
Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas (LC/MS) mostrou-se
satisfatorio qualitativamente e quantitativamente até em pequenas quantidades de
amostra. Investimentos na identificacdo de rotulagem efetiva e a identificacdo de
alérgenos podera salvar vidas.

Palavras - Chave: alergia, alimentos, proteinas, saude, método.

ABSTRACT

Determination of allergy-related proteins or markers in biological samples by
LC-MS: areview

Objective: The present study aimed to conduct a literature review on allergy-related
markers, focusing mainly on biological samples. Method: A literature review was
carried out, where the bases consulted were PubMed, Elsevier, SciELO and
ScienceDirect.

Results: Allergens can cause hypersensitivity in susceptible people and develop
allergic reactions. The identification and monitoring of these allergens has
increasingly become a reference in the food industries. Investments in the
identification of effective labeling and the analytical methods work effectively in the
analysis of proteins in biological samples. The Liquid Chromatography system
coupled to Mass Spectrometry (LC / MS) proved to be satisfactory qualitatively and
guantitatively even in a small amount of sample. Identifying allergens could save
lives.

Keywords: allergy, food, protein, health, method
INTRODUCAO

A alergia alimentar consiste na reacdo adversa do organismo decorrente de
uma resposta imunoldgica imediata frente a uma variedade de antigenos em
determinados alimentos, exceto para individuos atopicos (geneticamente
predispostos a desenvolver alergia). Os alérgenos alimentares sédo classificados
como componentes especificos de um alimento ou ingredientes que possam compo-
lo, sendo eles os mais comuns, as proteinas. 151°

As proteinas exercem importantes papéis no sistema biolégico como:
catalise enzimatica, transporte e armazenamento, prote¢cdo imunolégica e controle



REVISTA N~

do crescimento. S&o compostas por unidades estruturais basicas de aminoacidos e
sintetizadas nos ribossomos.? S&o onipresentes e contribuem para as
caracteristicas tecnofuncionais de diversos alimentos, além de servirem como
nutrientes. No entanto, algumas proteinas comuns e peptideos sdo alérgenos e sua
presenca e mecanismos imunologicos podem induzir uma resposta aguda em
individuos sensibilizados / alérgicos. Os alimentos alérgicos incluem alimentos de
plantas e animais, como amendoim, nozes, trigo, soja, leite de vaca, ovos, peixes e
crustaceos. 1213

A alergia alimentar € uma reacdo adversa mediada por IgE a certos
alimentos proteinas. Anticorpos IgE séricos especificos apresentam papel
fundamental nas alergias alimentares IgE-mediadas.® A IgE é produzida pela
interacdo de varios tipos celulares ap6s a exposicdo a antigenos, seja por via
inalatéria, cutanea ou parenteral. Uma vez acoplado as células apresentadoras de
antigenos, o antigeno € processado e apresentado aos linfocitos T auxiliares (TH2),
que, pela liberacdo de citocinas especificas, levam linfécitos B produtores de IgE a
proliferacdo. As moléculas de IgE ligam-se a determinadas células, como mastocitos
teciduais e basdfilos, criando um estado de sensibilizacdo. Exposicfes posteriores
ao mesmo antigeno acarretam a ligacdo cruzada de IgE (mastdcitos/basofilos e
epitopos do alérgeno), aumento do influxo de calcio intracelular e liberacdo de
mediadores pré-formados (histamina, proteases) e neo-formados (leucotrienos,
prostaglandinas). Esses mediadores induzem as alteracbes fisioldgicas e
anatdmicas que caracterizam os sintomas alérgicos. ’

ASPECTOS RELACIONADOS A SAUDE

A prevaléncia de alergia alimentar no Brasil e no mundo vem aumentando
rapidamente nas ultimas décadas. O aumento dos casos sugere que além do fator
genético, o fator ambiental seja determinante para desenvolver-se a doencga. 4 Tem
se tornado um problema crescente de salde publica em muitos paises e podem ser
desencadeadas por qualquer alimento. 1°

Contudo, existe uma consideravel heterogeneidade nas estimativas de
prevaléncia das reacfes alérgicas aos alimentos, o que pode ser devido a diferencas
de metodologia de diagnéstico ou devido a diferencas entre populagées. ©

Os sintomas ocorrem imediatamente e podem ser diversos, a reagao mais
grave é anafilaxia. Sintomas menos graves afetam a boca, o intestino, a pele e o
trato respiratorio. Até agora, mais que 160 alimentos mostraram provocar reacdes
alérgicas. Contudo, apenas alguns deles respondem por mais de 90% de todas as
alergias alimentares. Em até 8% das criancas, o leite de vaca e o ovo séo
considerados os alimentos mais alérgicos, cerca de 2% dos adultos sédo afetados,
apresentando uma alta frequéncia de alergia a frutos do mar.%1°

A legislacdo brasileira referente a rotulagem de alimentos vem sendo
alterada com intuito de facilitar a compreenséo das informacgdes contidas nos rotulos
dos alimentos, auxiliando assim o consumidor a realizar escolhas alimentares mais
conscientes, além de colaborar com a divulgacédo dos ingredientes que compde 0s
produtos; a declaracdo da tabela de informacao nutricional € obrigatéria nos rotulos
dos alimentos embalados na auséncia dos consumidores, incluindo as bebidas, os
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ingredientes, os aditivos alimentares, conforme preconizagdo da normatizacdo da
ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria*.

Considerando o fato de que atualmente ndo ha cura para as alergias
alimentares, os pacientes podem contar com dois mecanismos disponiveis para
minimizar a ocorréncia desse evento, sdo eles: a andlise (leitura prévia antes da
aquisicdo) da rotulagem dos alimentos para evitar os alérgenos 2; e a utilizacdo de
métodos analiticos que sejam sensiveis e precisos o suficiente para rastrear a
presenca de multiplos alérgenos em produtos alimenticios. 12

COLETA E EXTRACAO DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

A espectrometria de massa por cromatografia liquida (LC / MS) é realizadas
em tipos de amostra que sdo termicamente instaveis, grandes, polares, ibnicos ou
nao volateis, ou que precisam ser derivatizados. Amostras LC / MS tipicas incluem
nucleotideos, peptideos, esteroides, hormoénios, corantes, acidos graxos e
alcoois. Como resultado, LC / MS é preferencialmente usado em farmacocinética,
protedmica, metabolémica, lipidémica e desenvolvimento de drogas. A cromatografia
liguida é usada primeira para separar 0s componentes da amostra para que suas
formas relativamente purificadas possam ser introduzidas no espectrdmetro de
massa. A ionizacdo por eletrospray (ESI) ou ionizacdo quimica de pressao
atmosférica (APCI) € normalmente aplicada para gerar ions carregados da amostra,
e sdo esses ions que passam para o analisador de massa. A identidade do ion alvo
€ determinada comparando sua relagdo massa: carga (m / z) com um banco de
dados espectral, como MassBank, METLIN e mzCloud. preparacgao total da amostra
de LC / MS deve levar em consideracdo tanto a fase movel (contendo o analito)
quanto a fase estacionaria (material de embalagem ou suporte). Os componentes da
matriz sollUveis e insoluveis também devem ser considerados e se eles podem
interferir na eluicéo final do analito da coluna. 18

O preparo de amostra é parte crucial do procedimento analitico, pois reduz
os interferentes que podem comprometer a seletividade e sensibilidade ao analito de
interesse na matriz biolégica. Nas analises toxicoldgicas forenses, por exemplo, 0
aperfeicoamento de métodos tradicionais para extracdo de drogas de abuso em
amostras biologicas € de extrema importancia para otimizacdo da analise. A
precipitacdo proteica € uma técnica de preparo de amostra simples e rapida.
Consiste na desnaturacdo de proteinas (perda de estrutura terciéria) presentes na
matriz por adicdo de agentes precipitantes (acido ou base fortes, temperatura, ou
solventes organicos, como acetonitrila, metanol). Apés adigdo do agente a amostra é
submetida a agitacdo e centrifugacao, possibilitando a separacdo do precipitado
proteico e o sobrenadante, utilizado para analise toxicologica. Nesse processo nao
ocorre a extracado ou pré-concentracdo da amostra, consistindo na separagdo da
ligacdo do analito em questdo (droga, metabdlito ou biomarcador) com a proteina. 3

IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO

Um biomarcador é um sinal fisico ou medida laboratorial que pode servir
como um indicador de um processo biolégico ou como resposta a uma intervencgao
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farmacoldgica. Idealmente, ele deve possuir relevancia clinica, indicando clara
relacdo entre eventos patofisioldgicos na desordem, alta sensibilidade e
especificidade, confiabilidade, reprodutibilidade, simplicidade na coleta de amostras
e técnica de mensuracéo que promove a difusédo do uso. &

No campo da seguranca alimentar, a alergia alimentar € uma questdo
importante, devido aos perigos para as pessoas afetadas e aos requisitos de higiene
e regulamentos legais impostos a industria alimentar. A prote¢cdo ao consumidor e a
aplicacdo da lei requerem técnicas analiticas adequadas para a deteccdo de
alérgenos em alimentos. Os métodos imunoldgicos sdo atualmente preferidos; no
entanto, alternativas confirmatdrias sdo necessarias, pois, 0s métodos usados para
determinar a alergenicidade de um alimento estdo diretamente relacionados a
estrutura molecular, integridade e atividade fisiolégica dos alérgenos alimentares e
dos epitopos. A determinacdo de proteinas alergénicas por cromatografia liquida e
espectrometria de massa (LC/MS) avancou muito nos Gltimos anos. °

O método a LC-MS esté cada vez mais atraindo a atencdo, por possuir alta
especificidade e sensibilidade, podendo ser aplicavel em alimentos processados ou
crus, detectando alérgenos simultaneamente. 14

LC é a técnica de separacdo de escolha para moléculas maiores e néo
volateis, como proteinas e peptideos complexos. Quando combinado com MS, LC-
MS oferece ampla cobertura de amostra porque diferentes quimicas de coluna como
cromatografia liquida de fase reversa, podem ser usadas. LC também é um método
ideal para separar isdbmeros, que tém a mesma massa e, de outra forma, n&o seréo
diferenciados (isto €, resolvidos) por um espectrdmetro de massa. Na verdade,
devido ao seu poder de resolucdo superior e ampla faixa de massa, o LC substituiu
amplamente a eletroforese em gel para a separacdo molecular. Finalmente, LC
ajuda a reduzir a supressdo de ions, que ocorre quando as moléculas interagem
entre si e impedem o processo de ionizacdo completa. 18

A analise protedmica geralmente envolve a analise simultanea medicdo de
milhares de proteinas de uma matriz complexa biolégica. 16

A protedmica se utiliza dados de espectrometria de massas inerentes a
peptideos para identificar proteinas em bancos de dados. Para tal fim, dois tipos de
resultados sdo usados. O primeiro usa a informacao relativa a massa molecular dos
peptideos oriundos da digestdo enziméatica (Peptide Mass Fingerprint — PMF),
engquanto o segundo faz uso de resultados obtidos pela fragmentacdo de peptideos
individuais previamente detectados. 1’

A identificacdo de proteinas envolve clivagem de proteinas com proteases,
na maioria dos casos com tripsina. Devido a especificidade desta protease, 0s
peptideos gerados normalmente possuem grupos basicos nas extremidades carboxi-
ou amino-terminal. Esta clivagem resulta em uma grande propor¢cdo de ions
duplamente carregados positivamente que sdo mais facilmente fragmentados. A
digestdo da proteina é seguida da deteccdo de peptideos segundo a sua relagédo
massal/carga (m/z) seja na sua forma intacta, gerando ions com um ou mais cargas,
ou na forma de fragmentos através da fragmentacdo do peptideo na camara de
colisdo. A diferenca de massa entre 0s picos € usada para reconstruir a sequéncia
de aminoéacidos (estrutura priméria) do peptideo. %!



-y

REVISTA
SAUDE DDS VALES

Ce=mmmm T [0S By | = e[S ]
[Eoten axnawon> y / @\3

[oete 0.9”"0":> Tryptic Dipested Peptides

L) LOCAQPQTOF LAY

AL
.
- —

| ]

Figura 1: ldentidade de peptideo de assinatura e fluxo de trabalho de caracterizagdo para detecgdo e

quantificagdo de alérgenos alimentares. °

CONSIDERAGOES FINAIS

Este estudo teve sua importancia pessoal como também profissional, pois,
retune informacgdes acerca de um assunto relevante a toda sociedade. As industrias,
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pesquisadores e usuarios finais estdo envolvidos na procura e identificacdo de
alimentos saudaveis e que seu consumo Nao cause prejuizos.

O monitoramento dos produtos alimenticios tem cada vez mais aumentado,
devido a incidéncia de pessoas apresentando reacdo de hipersensibilidade a alguns
produtos. Os alérgenos podem ser extremamente perigosos, pode vir
acompanhados de sintomas leves, assim como também, anafilaxia.

A legislacdo brasileira tem sido alterada para facilitar a compreensédo das
informacdes nutricionais presentes nos rotulos dos alimentos, de forma a auxiliar o
consumidor em escolhas alimentares, observa-se recomendacdes para as empresas
alimenticias para realizar investimentos em recursos visuais nas embalagens com
intuito de aumentar a legibilidade dessas informacdes.

A deteccdo de alérgenos através do método LC/MS apresentou potencial
eficacia dentre outras técnicas laboratoriais utilizadas para analise de proteinas em
uma amostra.
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