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RESUMO 
Objetivo: O presente trabalho teve como objetivo realizar uma revisão de literatura 
sobre os marcadores relacionados à alergia, focando principalmente em amostras 
biológicas. Método: Foi realizada uma revisão de literatura, onde as bases 
consultadas foram, PubMed, Elsevier, SciELO e ScienceDirect. Resultados: Os 
alérgenos podem provocar hipersensibilidade em pessoas suscetíveis e desenvolver 
reações alérgicas. A identificação e monitoramento destes alérgenos tem cada vez 
mais se tornado referência nas indústrias alimentícias. Os métodos analíticos atuam 
de forma efetiva na análise de proteínas em amostras biológicas. O sistema de 
Cromatografia Líquida acoplada a Espectrometria de Massas (LC/MS) mostrou-se 
satisfatório qualitativamente e quantitativamente até em pequenas quantidades de 
amostra. Investimentos na identificação de rotulagem efetiva e a identificação de 
alérgenos poderá salvar vidas.  
 
Palavras - Chave: alergia, alimentos, proteínas, saúde, método. 
 

 
ABSTRACT 

Determination of allergy-related proteins or markers in biological samples by 

LC-MS: a review 

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 
quantitatively even in a small amount of sample. Identifying allergens could save 
lives. 
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INTRODUÇÃO  

 
A alergia alimentar consiste na reação adversa do organismo decorrente de 

uma resposta imunológica imediata frente a uma variedade de antígenos em 
determinados alimentos, exceto para indivíduos atópicos (geneticamente 
predispostos a desenvolver alergia). Os alérgenos alimentares são classificados 
como componentes específicos de um alimento ou ingredientes que possam compô-
lo, sendo eles os mais comuns, as proteínas. 15,19 

As proteínas exercem importantes papéis no sistema biológico como: 
catálise enzimática, transporte e armazenamento, proteção imunológica e controle 



 
do crescimento. São compostas por unidades estruturais básicas de aminoácidos e 
sintetizadas nos ribossomos.2 São onipresentes e      contribuem para as 
características tecnofuncionais de diversos alimentos, além de servirem como 
nutrientes. No entanto, algumas proteínas comuns e peptídeos são alérgenos e sua 
presença e mecanismos imunológicos podem induzir uma resposta aguda em 
indivíduos sensibilizados / alérgicos. Os alimentos alérgicos incluem alimentos de 
plantas e animais, como amendoim, nozes, trigo, soja, leite de vaca, ovos, peixes e 
crustáceos. 12,13 

A alergia alimentar é uma reação adversa mediada por IgE a certos 
alimentos proteínas. Anticorpos IgE séricos específicos apresentam papel 
fundamental nas alergias alimentares IgE-mediadas.9 A IgE é produzida pela 
interação de vários tipos celulares após a exposição a antígenos, seja por via 
inalatória, cutânea ou parenteral. Uma vez acoplado às células apresentadoras de 
antígenos, o antígeno é processado e apresentado aos linfócitos T auxiliares (TH2), 
que, pela liberação de citocinas específicas, levam linfócitos B produtores de IgE à 
proliferação. As moléculas de IgE ligam-se a determinadas células, como mastócitos 
teciduais e basófilos, criando um estado de sensibilização. Exposições posteriores 
ao mesmo antígeno acarretam a ligação cruzada de IgE (mastócitos/basófilos e 
epítopos do alérgeno), aumento do influxo de cálcio intracelular e liberação de 
mediadores pré-formados (histamina, proteases) e neo-formados (leucotrienos, 
prostaglandinas). Esses mediadores induzem às alterações fisiológicas e 
anatômicas que caracterizam os sintomas alérgicos. 7 

 
ASPECTOS RELACIONADOS À SAÚDE 

 
A prevalência de alergia alimentar no Brasil e no mundo vem aumentando 

rapidamente nas últimas décadas. O aumento dos casos sugere que além do fator 
genético, o fator ambiental seja determinante para desenvolver-se a doença. 4 Tem 
se tornado um problema crescente de saúde pública em muitos países e podem ser 
desencadeadas por qualquer alimento. 19 

Contudo, existe uma considerável heterogeneidade nas estimativas de 
prevalência das reações alérgicas aos alimentos, o que pode ser devido a diferenças 
de metodologia de diagnóstico ou devido a diferenças entre populações. 6 

Os sintomas ocorrem imediatamente e podem ser diversos, a reação mais 
grave é anafilaxia. Sintomas menos graves afetam a boca, o intestino, a pele e o 
trato respiratório. Até agora, mais que 160 alimentos mostraram provocar reações 
alérgicas. Contudo, apenas alguns deles respondem por mais de 90% de todas as 
alergias alimentares. Em até 8% das crianças, o leite de vaca e o ovo são 
considerados os alimentos mais alérgicos, cerca de  2% dos adultos são afetados, 
apresentando uma alta frequência de alergia a frutos do mar.9,19 

A legislação brasileira referente a rotulagem de alimentos vem sendo 
alterada com intuito de facilitar a compreensão das informações contidas nos rótulos 
dos alimentos, auxiliando assim o consumidor a realizar escolhas alimentares mais 
conscientes, além de colaborar com a divulgação dos ingredientes que compõe os 
produtos; a declaração da tabela de informação nutricional é obrigatória nos rótulos 
dos alimentos embalados na ausência dos consumidores, incluindo as bebidas, os 



 
ingredientes, os aditivos alimentares, conforme preconização da normatização da 
ANVISA – Agência Nacional de Vigilância Sanitária21.  

Considerando o fato de que atualmente não há cura para as alergias 
alimentares, os pacientes podem contar com dois mecanismos disponíveis para 
minimizar a ocorrência desse evento, são eles: a análise (leitura prévia antes da 
aquisição) da rotulagem dos alimentos para evitar os alérgenos 21; e a utilização de 
métodos analíticos que sejam sensíveis e precisos o suficiente para rastrear a 
presença de múltiplos alérgenos em produtos alimentícios. 12 

 
COLETA E EXTRAÇÃO DE AMOSTRAS BIOLÓGICAS 

 
A espectrometria de massa por cromatografia líquida (LC / MS) é realizadas 

em tipos de amostra que são termicamente instáveis, grandes, polares, iônicos ou 
não voláteis, ou que precisam ser derivatizados. Amostras LC / MS típicas incluem 
nucleotídeos, peptídeos, esteroides, hormônios, corantes, ácidos graxos e 
álcoois. Como resultado, LC / MS é preferencialmente usado em farmacocinética, 
proteômica, metabolômica, lipidômica e desenvolvimento de drogas. A cromatografia 
líquida é usada primeira para separar os componentes da amostra para que suas 
formas relativamente purificadas possam ser introduzidas no espectrômetro de 
massa. A ionização por eletrospray (ESI) ou ionização química de pressão 
atmosférica (APCI) é normalmente aplicada para gerar íons carregados da amostra, 
e são esses íons que passam para o analisador de massa. A identidade do íon alvo 
é determinada comparando sua relação massa: carga ( m / z ) com um banco de 
dados espectral, como MassBank, METLIN e mzCloud.  preparação total da amostra 
de LC / MS deve levar em consideração tanto a fase móvel (contendo o analito) 
quanto a fase estacionária (material de embalagem ou suporte). Os componentes da 
matriz solúveis e insolúveis também devem ser considerados e se eles podem 
interferir na eluição final do analito da coluna. 18 

O preparo de amostra é parte crucial do procedimento analítico, pois reduz 
os interferentes que podem comprometer a seletividade e sensibilidade ao analito de 
interesse na matriz biológica. Nas análises toxicológicas forenses, por exemplo, o 
aperfeiçoamento de métodos tradicionais para extração de drogas de abuso em 
amostras biológicas é de extrema importância para otimização da análise. A 
precipitação proteica é uma técnica de preparo de amostra simples e rápida. 
Consiste na desnaturação de proteínas (perda de estrutura terciária) presentes na 
matriz por adição de agentes precipitantes (ácido ou base fortes, temperatura, ou 
solventes orgânicos, como acetonitrila, metanol). Após adição do agente a amostra é 
submetida à agitação e centrifugação, possibilitando a separação do precipitado 
proteico e o sobrenadante, utilizado para análise toxicológica. Nesse processo não 
ocorre a extração ou pré-concentração da amostra, consistindo na separação da 
ligação do analito em questão (droga, metabólito ou biomarcador) com a proteína. 3 

 

IDENTIFICAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO 
  

Um biomarcador é um sinal físico ou medida laboratorial que pode servir 
como um indicador de um processo biológico ou como resposta a uma intervenção 



 
farmacológica.  Idealmente, ele deve possuir relevância clínica, indicando clara 
relação entre eventos patofisiológicos na desordem, alta sensibilidade e 
especificidade, confiabilidade, reprodutibilidade, simplicidade na coleta de amostras 
e técnica de mensuração que promove a difusão do uso. 8  

No campo da segurança alimentar, a alergia alimentar é uma questão 
importante, devido aos perigos para as pessoas afetadas e aos requisitos de higiene 
e regulamentos legais impostos à indústria alimentar. A proteção ao consumidor e a 
aplicação da lei requerem técnicas analíticas adequadas para a detecção de 
alérgenos em alimentos. Os métodos imunológicos são atualmente preferidos; no 
entanto, alternativas confirmatórias são necessárias, pois, os métodos usados para 
determinar a alergenicidade de um alimento estão diretamente relacionados a 
estrutura molecular, integridade e atividade fisiológica dos alérgenos alimentares e 
dos epítopos. A determinação de proteínas alergênicas por cromatografia líquida e 
espectrometria de massa (LC/MS) avançou muito nos últimos anos. 1,5 

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

LC é a técnica de separação de escolha para moléculas maiores e não 
voláteis, como proteínas e peptídeos complexos. Quando combinado com MS, LC-
MS oferece ampla cobertura de amostra porque diferentes químicas de coluna como 
cromatografia líquida de fase reversa, podem ser usadas. LC também é um método 
ideal para separar isômeros, que têm a mesma massa e, de outra forma, não serão 
diferenciados (isto é, resolvidos) por um espectrômetro de massa. Na verdade, 
devido ao seu poder de resolução superior e ampla faixa de massa, o LC substituiu 
amplamente a eletroforese em gel para a separação molecular. Finalmente, LC 
ajuda a reduzir a supressão de íons, que ocorre quando as moléculas interagem 
entre si e impedem o processo de ionização completa. 18 

A análise proteômica geralmente envolve a análise simultânea medição de 
milhares de proteínas de uma matriz complexa biológica. 16 

A proteômica se utiliza dados de espectrometria de massas inerentes a 
peptídeos para identificar proteínas em bancos de dados. Para tal fim, dois tipos de 
resultados são usados. O primeiro usa a informação relativa à massa molecular dos 
peptídeos oriundos da digestão enzimática (Peptide Mass Fingerprint – PMF), 
enquanto o segundo faz uso de resultados obtidos pela fragmentação de peptídeos 
individuais previamente detectados. 17 

A identificação de proteínas envolve clivagem de proteínas com proteases, 
na maioria dos casos com tripsina. Devido à especificidade desta protease, os 
peptídeos gerados normalmente possuem grupos básicos nas extremidades carboxi- 
ou amino-terminal. Esta clivagem resulta em uma grande proporção de íons 
duplamente carregados positivamente que são mais facilmente fragmentados. A 
digestão da proteína é seguida da detecção de peptídeos segundo a sua relação 
massa/carga (m/z) seja na sua forma intacta, gerando íons com um ou mais cargas, 
ou na forma de fragmentos através da fragmentação do peptídeo na câmara de 
colisão. A diferença de massa entre os picos é usada para reconstruir a sequência 
de aminoácidos (estrutura primária) do peptídeo. 21 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 
Este estudo teve sua importância pessoal como também profissional, pois, 

reúne informações acerca de um assunto relevante a toda sociedade. Às indústrias, 

Figura 1: Identidade de peptídeo de assinatura e fluxo de trabalho de caracterização para detecção e 

quantificação de alérgenos alimentares. 10 

 



 
pesquisadores e usuários finais estão envolvidos na procura e identificação de 
alimentos saudáveis e que seu consumo não cause prejuízos.  

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

A legislação brasileira tem sido alterada para facilitar a compreensão das 
informações nutricionais presentes nos rótulos dos alimentos, de forma a auxiliar o 
consumidor em escolhas alimentares, observa-se recomendações para as empresas 
alimentícias para realizar investimentos em recursos visuais nas embalagens com 
intuito de aumentar a legibilidade dessas informações. 

A detecção de alérgenos através do método LC/MS apresentou potencial 
eficácia dentre outras técnicas laboratoriais utilizadas para análise de proteínas em 
uma amostra. 
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