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Identificação e caracterização de peptídeos opioides presentes na fração proteica dos 

grãos de Coffea arabica 

RESUMO 
 
No que diz respeito à cafeicultura e ao processamento dos grãos de café, o conceito de 
qualidade do produto foi definido sob diferentes aspectos, como, por exemplo, qualidade de 
produção, níveis de torra, aroma. Acredita-se que muitos dos constituintes do grão 
influenciam diretamente nas características organolépticas apresentadas pela bebida. 
Entretanto, pouco se conhece a respeito de quais moléculas estariam desempenhando tais 
funções, principalmente, em relação a proteínas e peptídeos encontrados no endosperma 
da semente do café, uma vez que a maioria dos estudos relacionados focam moléculas não 
protéicas. Alguns peptídeos que são biologicamente ativos, ou seja, bioativos, estão 
encriptados em proteínas de origem animal e vegetal e podem ser encontrados com a 
realização de um screening de um banco de dados utilizando parâmetros pré-definidos. 
Uma das formas de obtenção de peptídeos bioativos é por meio da ingestão de alimentos 
que contenham proteínas precursoras e que sofram proteólise por enzimas digestivas. No 
presente trabalho, foi realizada uma avaliação da composição química de Coffea arabica 
que visou identificar os precursores de qualidade da bebida do café que estivessem 
associados a proteínas com possíveis sequências de peptídeos opioides como parte de 
suas estruturas primárias. Para isso foram realizadas análises in silico em bancos de dados 
internacionais e na base de dados do Genoma Café, buscando peptídeos que 
apresentassem a região N-terminal (YGG) similar a outros peptídeos opioides. Outra 
metodologia utilizada foi a digestão do extrato proteico de Coffea arabica var. Acauã com 
enzimas digestivas, seguido de fracionamento por HPLC e sequenciamento por 
Espectrometria de Massa. Os peptídeos encontrados estavam encriptados em uma família 
de proteínas chamada dehidrina. Esses peptídeos, identificados em ambos métodos, foram 
sintetizados utilizando-se a estratégia Fmoc/t-butila (9-fluorenilmetoxicarbonila) de síntese 
manual em suporte sólido e tiveram a atividade (opioide) avaliada em modelos in vivo que 
permitiram determinar suas funções. Os testes utilizados para avaliar a atividade opioide 
foram o da placa quente e o da retirada da cauda. Foi possível concluir que as metodologias 
utilizadas para desvendar os peptídeos encriptados mostrou-se ser eficiente, já que todos os 
peptídeos testados apresentaram atividade antinociceptiva em camundongos. 
 
Palavras-chave: Coffea arabica, peptídeos opioides e antinocicepção. 



Identification and characterization of opioid peptides in protein fraction of Coffea 
arabica grains    
 

Abstract 
 
Regarding to coffee and processing of coffee beans, the product quality concept has been 
defined in many different ways, for example, production quality, roasting levels, flavor. It is 
believed that many of the grain constituents directly influence the organoleptic characteristics 
of the beverage. However, little is known about the molecules performing such functions, 
especially concerning peptides and proteins found in the endosperm of the coffee seed, 
since most studies related to this topic focuses on non-protein molecules. Some peptides 
which are biologically active, ie bioactive, are encrypted in animal or vegetal proteins and can 
be found by a database screening, using default parameters. One way to obtain bioactive 
peptides is through the ingestion of foods containing precursor proteins susceptible to 
proteolysis by digestive enzymes. In the present study, an evaluation of the chemical 
composition of Coffea arabica was conducted which aimed identifying the coffee beverage 
quality precursors associated with proteins containing putative sequences of opioid peptides 
as part of their primary structures. As part of the investigation, in silico analyzes were 
performed using the international databases and the Coffee Genome database by searching 
peptides with N-terminal region (YGG) similar to other opioid peptides. Another methodology 
used was the digestion of protein extract of Coffea arabica var. Acauã with digestive 
enzymes, followed by HPLC purification and sequencing by Mass Spectrometry. The 
detected peptides were encrypted in a family of proteins called dehydrin. Those peptides 
identified in both methods were synthesized by using Fmoc/t-Butyl strategy (9-
fluorenilmetoxicarbonila) of manual synthesis on solid support, and their activity (opioid) was 
evaluated by  in vivo models which allowed to determine their roles. The tests used to access 
the opioid activity were the hot plate and tail flick. It was concluded that the methodologies 
used to unlock the encrypted peptides have proved to be efficient since all of the tested 
peptides showed antinociceptive activity in mice.   
 
Keywords: Coffea arabica. Opioide peptides. Antinociception. 
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tBlastn search translated nucleotide databases using a protein query (ferramenta de 
  busca de alinhamento local básico a partir de sequência proteica em base de 
  dados de nucleotídeos) 
TBTU  Tetrafluoroborato de 2-(1-H-benzotriazol-1-i1)-1,1,3,3-tetrametilurônio   
TFA  Ácido Trifluoracético  
TIS  Triisopropilsilano  
TOF  Time-Of-Flight (Tempo de Voo) 
VDI  Via Descendente Inibitória 
SDS  Sodium Dodecyl Sulfate (Dodecil Sulfato de Sódio) 
Tmed  N,N,N′,N′ - Tetramethylethylenediame (N,N,N′,N′ - Tetrametiletilenodiamina) 
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INTRODUÇÃO 

 

O café no mundo e sua origem 

 

Não há evidência real sobre a descoberta do café, mas há muitas lendas que relatam 

sua possível origem. Uma das mais aceitas e divulgadas é a do pastor Kaldi, que viveu na 

Absínia, hoje Etiópia, há cerca de mil anos. Ela conta que Kaldi, observando suas cabras, 

notou que elas ficavam alegres e saltitantes e que esta energia extra se evidenciava sempre 

que mastigavam os frutos de coloração amarelo-avermelhada dos arbustos existentes em 

alguns campos de pastoreio. O pastor percebeu que as frutas eram fonte de alegria e 

motivação e, somente com a ajuda delas, o rebanho conseguia caminhar por vários 

quilômetros por subidas infindáveis, ao passo que os animais que não se alimentavam de 

tais arbustos ficavam para trás (Neves, 1974).  

De acordo com Oliveira (2004), Kaldi comentou sobre o comportamento dos animais 

a um monge da região que decidiu experimentar o poder dos frutos. O monge apanhou um 

pouco das frutas e levou-as consigo até o monastério. Ele começou a utilizar os frutos na 

forma de infusão, percebendo que a bebida o ajudava a resistir ao sono enquanto orava. 

Esta descoberta se espalhou rapidamente entre os monastérios, criando uma demanda pela 

bebida. As evidências mais aceitas, no entanto, são as que mostram que o café foi cultivado 

pela primeira vez em mesquitas, no Iêmen. A planta de café é originária do oeste da Etiópia, 

região central da África, e foi encontrada durante os pastoreios onde ainda hoje faz parte da 

vegetação natural. Porém, foi a Arábia a responsável pela propagação da cultura do café.  

O nome café não é originário de Kaffa (antiga província da Etiópia), local de origem 

da planta, e sim da palavra árabe qahwa, que significa vinho. Por esse motivo, o café era 

conhecido como "vinho da Arábia" chegando à Europa no século XIV (ABIC, 2008). A 

propagação internacional do café foi feita pelos árabes, que eram os principais comerciantes 

no Mar Vermelho e o centro para o comércio no Oceano Índico. Há muitas histórias sobre as 

origens do café, as quais, na maioria das vezes, enfatizam o uso farmacológico do grão do 

café como estimulante. Mas o mito consiste no fato de que cabras, e não humanos, foram 

os descobridores do efeito estimulante do café (Wild, 2004).  
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Embora haja pelo menos nove espécies diferentes que são reconhecidas como 

"café", o primeiro e ainda mais utilizado é o Coffea arabica. A segunda espécie mais 

popular, Coffea canephora, vulgarmente conhecido como robusta, só se tornou popular no 

século XX. A espécie C. arabica apareceu pela primeira vez de forma nativa na Etiópia. O 

café era um santo sacramento utilizado pelos povos indígenas para homenagear o deus 

Waqa em cerimônias públicas. O povo Oromo, por exemplo, aceitou o presente de Waqa, 

que se assemelhava a um arbusto. Neste sentido, no início, o café não era apenas uma 

mercadoria, mas fazia parte da cultura do povo. Foi generosidade da natureza que seres 

humanos e outros animais pudessem apreciar tal dádiva (Topik, 2009). 

A divulgação do café na Europa ocorreu em 1592 por meio do alemão Leonardo 

Rauwoff. No início do século XVII, os navios da Companhia das Índias Orientais já faziam o 

transporte de grande quantidade de café entre os países muçulmanos do oriente, e, em 

1637, já era hábito o seu consumo na Alemanha e nos Países Baixos. Os holandeses foram 

cruciais na propagação do consumo do café como bebida por toda a Europa. No início do 

século XVIII, o café já era um importante produto nos mercados internacionais dos países 

do Ocidente, estimulando, desta forma, a sua utilização nas colônias europeias da América 

e da Ásia (Bragança, 2003).  

O comércio mundial de café iniciou como um artefato dentre as especiarias, os 

primeiros produtos de mercado global. Desde o final dos anos 1500, o cultivo espalhou-se 

da África para a Arábia, a Ásia Oriental, a América Latina, de volta à África e para a Ásia 

Oriental. Hoje, é cultivado em todos os continentes, exceto na Antártica (Topik, S. 2009). O 

consumo também se espalhou por toda a Terra. Como uma droga social de uso global, o 

café está presente nas mais distintas castas sociais, identidades étnicas e religiosas, em 

rituais simbólicos, em diferentes complexos alimentícios e na cozinha.  

O café é uma das bebidas mais consumidas no mundo e também uma das maiores 

commodities. Grande parte da fama se deve ao fato de a cafeína ser a droga lícita mais 

popular do mundo (droga legal) (Weinberg e Bealer 2001; Courtwright 2001). Entretanto, 

nem sempre foi assim; o café seguiu um caminho tortuoso entre a legalidade e a 

popularidade. O status do café, então, se deve tanto à sua função social, virtuosa e/ou 

perniciosa, mas também aos seus efeitos farmacológicos. 
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Estresse hídrico e qualidade no café 

 

O café então se tornou uma commodity de muita visibilidade e foi bastante difundido 

comercialmente. O mundo passou a consumir a bebida em maior quantidade, fazendo do 

plantio do cafeeiro um bom investimento. Cafezais se espalharam pelo mundo, inclusive em 

regiões não recomendadas para o plantio; locais com problemas de seca, por exemplo. 

Embora a cafeicultura seja fortemente afetada pela seca, a maior parte do café no 

mundo tem sido cultivada por pequenos agricultores em regiões onde o emprego da 

irrigação é uma exceção (DaMatta e Ramalho, 2006). Além disso, mudanças no clima global 

podem causar limitações no fornecimento de água para a produção cafeeira, assim como os 

recursos hídricos podem se tornar ainda mais escassos em várias regiões. Neste contexto, 

a seleção de cultivares tolerantes à seca que possuam rendimentos aceitáveis é de extrema 

importância. Todavia, seleções foram feitas, mas se conhece relativamente pouco sobre 

como os genótipos de café respondem morfológica e fisiologicamente ao estresse hídrico 

(DaMatta, 2004; DaMatta e Ramalho, 2006). 

Para estudos de café relacionados com a tolerância à seca, Fazuoli et al. (2007) 

destacou a importância de se considerar a origem dos materiais genéticos utilizados. A 

cultivar de C. arabica Acauã apresenta formato de copa característico dos Sarchimores 

(grupo de cafeeiros denominado Sarchimor, germoplasma descendente do híbrido CIFC H 

361/4, aquele resultante do cruzamento entre a cultivar Villa Sarchi, com Híbrido de Timor 

(CIFC 832/2)), ou seja, a planta é baixa, com a copa ligeiramente arredondada e compacta. 

Possui ramificação secundária abundante e alto grau de enfolhamento. Os frutos maduros 

são vermelho-escuros e as sementes de formato alongado. Apresenta boa produtividade, 

mas alta percentagem de sementes do tipo moca (única e ovalada ao invés de duas 

sementes). Nos ensaios de comportamento, a 'Acauã' tem apresentado boa tolerância à 

seca, mantendo-se bem enfolhada durante todo o ano. Como característica, a cv. Acauã 

apresenta frutos e sementes longas, o que facilita a sua identificação; a bebida é de boa 

qualidade e o ciclo de maturação dos frutos é tardio. É altamente resistente (imune) à 

ferrugem do cafeeiro e tolerante ao nematóide Meloidogyne exigua.  

Para auxiliar no entendimento dos mecanismos moleculares do cafeeiro, o Projeto 

Genoma Café possibilitou a construção de um banco de dados contendo um Unigene 

(CAFEST) com mais de 33.000 genes distintos, a partir de 250 mil ESTs de C. arabica, C. 

canephora e C. racemosa. A informação básica disponível fornece uma rica fonte de 

informações para estudos da biologia e fisiologia das plantas de cafeeiro e, certamente, 
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facilita a identificação e caracterização de genes de interesse agronômico para auxiliar e 

acelerar o melhoramento genético desta importante cultura para o país (Vieira et al., 2006; 

Vidal et al., 2010). 

Análises in silico na base de dados do Projeto Genoma Café auxiliaram na 

identificação de genes candidatos para a tolerância à seca. De acordo com Vinecky e 

colaboradores (2005), após a realização de uma análise por tBlastn na Base de Dados do 

Genoma Café, utilizando-se um conjunto de sequências proteicas já caracterizadas como 

envolvidas na resposta aos estresses abióticos, foi possível a identificação de inúmeros 

ESTs presentes no conjunto Unigene-CAFEST, apresentando alta similaridade de 

sequências. Para avaliar as sequências nucleotídicas de café, também vale ressaltar o 

projeto Cornell-Nestlé EST, realizado por Mondego e colaboradores, em 2011. 

Vinecky (2009), em estudos de genômica (análises in silico, macroarranjo de cDNA e 

PCR quantitativo em tempo real - qPCR), apresentou em seus resultados a presença de 

vários genes responsivos à seca quando a planta de café é submetida ao estresse hídrico. 

Dentre os genes avaliados, está presente a Dehidrina, que foi encontrada em bibliotecas de 

cDNA tanto de folha quanto de fruto (Vieira et al., 2013; Mondego et al., 2011). As 

Dehidrinas fazem parte do grupo de proteínas LEA (Late Embryogenesis Abundant 

proteins), que foram isoladas sob condições de estresse, resultando na desidratação celular, 

e assim classificadas em vários grupos (Allagulova et al., 2003; Santos e Mazzafera, 2013). 

As dehidrinas, pertencentes ao grupo II (Close, 1997) das proteínas LEA, são uma das mais 

abundantes proteínas vegetais produzidas durante a embriogênese tardia ou em resposta à 

seca, à baixa temperatura, e à salinidade (Close, 1996). Dehidrinas foram encontradas em 

várias espécies de plantas, incluindo Arabidopsis, trigo, cevada, e arroz (Close, 1997). As 

proteínas do grupo LEA e as chaperonas estão envolvidas também na manutenção da 

estrutura de outras proteínas (Zhu, 2001). Todos esses componentes podem também 

desempenhar a função de proteção dos tecidos vegetais contra danos celulares, como os 

causados pelo estresse oxidativo (Bray, 1993; Close, 1996; Koag et al., 2003), embora a 

exata função permaneça incerta por ser um grupo enorme de proteínas.  

Marraccini e colaboradores (2011) avaliaram proteínas e genes diferencialmente 

expressos em genótipos tolerantes e sensíveis de Coffea canephora submetidos à seca. 

Utilizando diferentes abordagens, foram capazes de identificar vários genes candidatos para 

o estudo de aclimatação da planta de café ao estresse hídrico, estando o gene da dehidrina 

dentre os avaliados. Ainda no estudo sobre os diferentes mecanismos moleculares para a 

tolerância à seca em C. canephora var. conilon, Vieira et al. (2013) mostraram que existe 

uma elevada regulação dos genes que codificam uma dehidrina (CcDH3), a ascorbato 
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peroxidase (CcAPX1), a proteína do tipo prefetato de hidrogenase (CcPDH1) e a 

hemoglobina não simbiótica (CcNSH1), sugerindo uma forte indução dos sistemas 

antioxidante e osmoprotetor nos clones de café tolerantes à seca em relação ao déficit 

hídrico.  

As dehidrinas são altamente expressas durante a falta de água em plantas de café. 

Santos e Mazzafera,  em 2012, mostraram que, embora genes DHN (dehidrinas) sejam 

induzidos pelo estresse hídrico, os padrões de expressão de cada gene da dehidrina foram 

espacialmente (folhas e raízes) e temporalmente distintos (níveis de tensão diferenciado), 

assim como foi a intensidade das respostas nas plantas Arábicas, Apoatã, e MN/Apoatã. Os 

resultados sugeriram uma forte relação entre a expressão dos DHN e estresse hídrico em 

café. 

Em análises de NIRS realizadas em parceria Embrapa/CIRAD, foi possível verificar 

que cafeeiros submetidos ao estresse hídrico produzem grãos que continham teores dos 

componentes principais (cafeína, trigonelina, lipídeos totais, ácidos clorogênicos, sacarose e 

água) e a relação destes desejáveis em bebidas de melhor qualidade (Vinecky et al., 2010). 

De acordo com Brand et al. (2012), a utilização das informações genômica (a 

exemplo, o Projeto Genoma do Café) e fisiológica (com o experimento dos cafés submetidos 

à seca) de um dado gênero (Coffea) possibilita encontrar uma fonte interna de novos 

peptídeos bioativos, podendo representar uma alternativa para desvendar os peptídeos 

encriptados (que estão presentes em proteínas e podem ser liberados por hidrólise 

enzimática endógena ou por clivagem proteolítica durante o processo digestivo). E ainda 

transforma a tecnologia transgênica, uma vez que o material genético a ser utilizado 

pertence ao organismo em questão, e não a fontes exógenas.  

 

O café na saúde 

 

O Coffea arabica teve um relacionamento instável para com a humanidade, indo de 

especiaria a commodity e de uso corriqueiro ao uso habitual na vida social (Csikszentmihalyi 

e Appadurai, 1988). De fato, alguns historiadores da ciência têm sugerido que a descoberta 

de William Harvey sobre o sistema circulatório humano e a medicina moderna deve uma boa 

parte ao seu vício no café, pois pôde observar os efeitos de seu consumo sobre a circulação 

do sangue (Jacob, 1998).  
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Durante os cinco séculos de ciência do café ocidental, a relação café e saúde, em 

termos nutricionais e medicinais, tem sido muito explorada e opiniões positivas quanto à sua 

utilização têm predominado. O café tem sido tradicionalmente recomendado quase como 

uma panaceia para os mais diversos tipos de doenças, como infecções, doenças 

cardiovasculares, câncer e problemas nervosos. Apesar das controvérsias sobre o seu uso 

e abuso, levando a ondas de aprovação ou restrição da ingestão da bebida, a identidade de 

café, quando relacionado à saúde e à doença, tem sido, historicamente, ressignificada, e 

têm surgido novos horizontes positivos acerca das suas potencialidades farmacológica, 

nutricional e medicinal (Preedy, 2014). 

Antes do pasteurianismo e dos medicamentos antimicrobianos, as doenças 

infecciosas eram a principal preocupação internacional de saúde. O café era um recurso 

auxiliar para lutar contra os grandes problemas de saúde pública. Devido às propriedades 

antissépticas e ajuda na recuperação da saúde, a partir da segunda metade do século XVII, 

o consumo do café foi recomendado contra febre e epidemias, como cólera e malária. Além 

disso, as propriedades antipiréticas do café, as formas de nitrogênio presentes em sua 

composição química e a capacidade de estimular os órgãos foram consideradas curativas 

(Wallace, 1908). Após o microbiologista francês Louis Pasteur (1822-1895) propor a teoria 

dos germes no final do século XIX, o café foi identificado como tendo uma atividade 

antipatogênica (Prozovorovski e Pazharova, 1893). Hoje em dia, as propriedades 

antibacteriana e antiviral do café são ferramentas promissoras contra infecções. Inúmeros 

trabalhos de pesquisa acerca do uso do café têm sido elaborados. Muitos apenas relatam o 

comportamento ou a resposta do organismo ao consumo de café em grupos de indivíduos 

que manifestam alguma doença, comparados a um grupo controle. 

Somente em 1819 o segredo do grão foi desvendado; um alcalóide denominado 

cafeína (C8H10N4O2), descoberto por Friedlieb Ferdinand Runge. A cafeína é provavelmente 

uma das drogas mais estudadas. Courtwright (2009) a classifica como uma droga 

"psicoativa". Trata-se da droga lícita mais consumida no mundo e, por ser rica em 

alcalóides, possui as propriedades; venenosa e/ou curativa. A provável aparição dessa 

molécula se deu a partir da evolução das plantas como um mecanismo de defesa dos 

cafeeiros para protegê-los de bactérias e fungos. Embora a cafeína também esteja 

naturalmente presente em outras plantas, tais como chás, mate, nóz de cola e o cacau, o 

seu nome revela a sua íntima associação com Coffea (café), a partir do qual foi isolado pela 

primeira vez.  

Atualmente, nos Estados Unidos, 70 por cento de toda a cafeína é derivado do café 

(Weinberg e Bealer 2001). Em outros países, no entanto, tem havido uma substituição de 

uma bebida com cafeína por outra. Embora as propriedades psicofisiológicas da cafeína 
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tenham induzido os seres humanos a degustarem o café, os aspectos que o relacionam a 

uma droga não justificam a causa da popularidade do café. Afinal, essa bebida, quando 

descafeinada, também é bastante popular. Mais especificamente, a pesquisa constata que 

apenas cerca de 15 por cento dos consumidores estão fisiologicamente viciados em cafeína. 

Rituais de café, especialmente o "acordar e sentir o cheiro do café", mas também: “café da 

manhã” e o "coffee break", “tomar café para espantar o sono”, provavelmente explicam 

melhor o crescimento da popularidade do café. 

O efeito fisiológico do café em humanos varia de pessoa para pessoa e depende da 

qualidade e da quantidade de café ingerido. O café é considerado uma das mais ricas fontes 

de compostos fenólicos da dieta ocidental, sendo que o composto fenólico mais abundante 

está contido nos ácidos clorogênicos, correspondendo a 12% da matéria seca do grão de 

café (Ky et al., 2001; Clifford, 1999). Estes ácidos apresentam um grande número de 

funções biológicas, incluindo anticarcinogênica e anti-inflamatória, isso devido à potencial 

atividade antioxidante (Murphy e Naidu, 2012). Dessa forma, os ácidos clorogênicos 

oferecem inúmeros benefícios para saúde e ainda são considerados um componente 

promissor para o uso  em diversos tipos de terapia (Shan et al., 2009; Farah e Donangelo, 

2006).  

Entretanto, o café não contém apenas cafeína e ácidos clorogênicos. Como tem sido 

divulgado em diferentes instâncias, nele estão contidas concentrações consideráveis de 

compostos antioxidantes, lipídeos, proteínas e carboidratos. Encontram-se também no café 

cru, vitaminas, minerais, água e ácidos, como o cítrico e o fosfórico, por exemplo. A 

composição mineral do grão pode variar com o estado nutricional do cafeeiro e a quantidade 

de compostos orgânicos, como a celulose, a hemicelulose, os óleos, a trigonelina, o ácido 

clorogênico e os compostos nitrogenados; também depende do local de cultivo, da 

variedade do café, das adubações, entre outros fatores. O equilíbrio na combinação desses 

compostos para a formação do sabor e do aroma é importante para a obtenção da bebida 

de boa qualidade (Amorim, 1978; Carvalho et al., 1997). 

A composição química do grão verde de café é bastante complexa. Durante o 

processo de torrefação, ocorrem, ainda, diversas reações químicas, por meio das quais se 

degradam e/ou formam-se inúmeros compostos. Estima-se que o grão de café torrado 

possua mais de 2000 compostos químicos, alguns destes com atividades biológicas 

conhecidas (adversas e/ou benéficas) (Smith et al., 1987; Illy e Viani, 2005). A torra resulta 

em alterações físicas e químicas complexas em grãos de café, que contribuem para as suas 

características organolépticas desejáveis. A torrefação acentuada forma as melanoidinas e 

diversos compostos aromáticos, mas também reduz outros constituintes importantes, tais 
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como sacarose, proteínas, aminoácidos, lípideos, ácidos clorogênicos e polissacáridos. A 

cafeína permanece relativamente estável durante a torrefação. Deste modo, os efeitos do 

consumo de café irão depender da qualidade e da quantidade dos compostos químicos 

ingeridos, estando o consumo moderado normalmente descrito como a ingestão de 3 a 5 

doses diárias de café (Fernandes et al., 1998; Schilter et al., 2001). 

Proteínas, peptídeos e aminoácidos livres são potenciais fontes de nitrogênio e 

precursores de aromas em grãos de café verde. O desenvolvimento do aroma do café e do 

seu escurecimento é essencialmente considerado devido às consequências das reações de 

Maillard (durante a torra) (Maillard, 1912), que são iniciadas pela interação do grupo carbonil 

de um açúcar redutor e o grupo amino livre de um aminoácido, um peptídeo, ou mesmo de 

uma proteína. Depois de reações de condensação, os polímeros nitrogenados (coloração 

marrom), chamados melanoidina, são produzidos. Proteínas nos grãos de café verde, e a 

proteína de armazenagem 11S, em particular, (Rogers et al.,  1999) representam um 

importante reservatório de aminoácidos livres e peptídeos. Os peptídeos são isolados a 

partir dos grãos verdes em quantidades que variam de 0,4% a 0,6% numa base de peso 

seco. Várias endopeptidases também foram identificadas (Ludwing et al., 2000). A 

contribuição desses peptídeos para o sabor do café foi sugerida por ensaios de modelos de 

torrefação. 

Alguns componentes do grão de café, como diterpenóides, cafestol e kahweol, foram 

determinantes no aumento dos níveis de colesterol no sangue, o que representa, assim, 

possível ameaça para a saúde cardiovascular (Urgert e Katan, 1996) Em contrapartida, o 

cafezinho pode contribuir para a diminuição do risco de doenças coronárias cardíacas 

(CHD), pelo menos em consumidores que consomem moderadamente e metabolizam bem 

a cafeína (Cornelis et al.,  2006). 

Müller e colaboradores (2012) relataram que o consumo de café espresso no pós-

operatório é uma forma barata e segura para ativar a motilidade intestinal após a cirurgia 

eletiva do cólon. Eles relatam que o café com cafeína estimula a atividade motora do cólon, 

com uma magnitude semelhante a de uma refeição; o efeito também foi 60% mais forte do 

que a água e 23% mais forte do que café descafeinado (em pessoas normais) (Rao et al., 

1998). O café também estimula a contração da vesícula biliar, com prováveis efeitos sobre a 

atividade motora do cólon (Brown et al., 1990; Boekeman et al., 1990), e também é 

percebido que pôde amolecer fezes em grupos de indivíduos alemães (Müller et al., 2005). 

Além disso, foi demonstrado que a administração profilática de cafeína, para os usuários de 

cafeína, diminui a frequência de dor de cabeça durante o pós-operatório e encurta o tempo 

de recuperação, sem qualquer efeito indesejado (Weber et al., 1997). 
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Estudos sobre a perda de peso com a administração de café sugerem que o seu 

consumo pode ajudar no emagrecimento. Isso porque existe uma relação entre o consumo 

de café e o risco de obesidade, bem como potenciais efeitos de modulação do café na 

regulação do balanço energético: gasto de energia em relação ao consumo de energia 

(Acheson et al., 1980; Dulloo et al., 1989; Arciero et al., 1995; Arciero et al., 2000).  

O aperfeiçoamento físico e o reforço mental, utilizando diferentes metodologias, são 

uma eterna busca da humanidade. Além do treinamento individual, o uso da cafeína 

desempenha um papel fundamental para melhorar o desempenho físico (Baron et al., 2007; 

Lieb, 2010). Em 1984, a cafeína foi adicionada à "Lista de Substâncias Proibidas" da 

Agência Mundial Anti-Doping (WADA). Desde 2004, a cafeína não tem sido mais 

considerada como uma substância proibida, no entanto, ainda é parte do monitoramento da 

“WADA” (WADA, 2013). Além disso, o café tem um papel importante nas funções cognitivas 

e na melhoria de desempenho. No passado, alguns famosos artistas produzindo sua arte 

(por exemplo, manuscritos e composições - Bach, Balzac, Voltaire) usavam enormes 

quantidades de café. O café é a "Droga" mais difundida no mundo de hoje por promover o 

ânimo, deixar o indivíduo desperto, e também por ser parte integrante da nossa cultura 

(Benowitz, 1990). No entanto, existem outras bebidas que contêm cafeína, incluindo as 

chamadas "bebidas energéticas", que são à base de cafeína. 

As melanoidinas são polímeros marrons muito presentes no café torrado. Esses 

compostos podem auxiliar na regulação da microbiota intestinal, atuando como prebióticos, 

embora possam comportar-se como uma substância antimicrobiana (Rufián-Henares e 

Morales, 2008). A atividade antioxidante (Delgado et al., 2005) também foi demonstrada em 

ensaios in vivo e in vitro (Finot e Magnenat, 1981; Rufián-Henares e Morales, 2007a). 

Outros efeitos biológicos, tais como o anti-hipertensivo (Rufián-Henares e Morales, 2007b), 

o quelante (Rufián-Henares e Cueva, 2009), ou as atividades desintoxicantes (Reichardt et 

al., 2009) têm sido objeto de estudo. As melanoidinas de café podem ser utilizadas num 

futuro próximo como suplementos alimentares ou como ingredientes ativos de alimentos 

para a formulação de novos alimentos funcionais. 

 

Peptídeos no café 

 

As relações existentes entre os tecidos de perisperma, pericarpo e endosperma, as 

quais ocorrem durante o desenvolvimento dos frutos de café, são fundamentais para a 

elaboração das características finais destes grãos (De Castro e Marraccini, 2006). 
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Proteínas, glicídios redutores, e lipídios são os constituintes do café que desempenham 

funções importantes na proteção do endosperma aos estresses abióticos. Ainda ocorre uma 

cascata de fragmentação da proteína 11S, o que claramente favorece o desenvolvimento da 

alta qualidade no sabor do café, sendo encontrada também após a torra (Montavon et al., 

2003). 

A proteína 11S é uma globulina muito abundante que foi purificada a partir de tecidos 

do endosperma contidos no grão de café, extraídos de uma cultivar da Colômbia (C. 

arabica) (Acuña et al., 1999). Esta proteína é formada por duas subunidades, contendo 

33KDa na parte ácida e 24KDa na subunidade básica. O conjunto dessas proteínas, dentre 

outras menos abundantes, é a principal fonte de peptídeos e aminoácidos, gerados durante 

a torrefação do café. 

Acredita-se que muitos desses constituintes influenciam diretamente nas 

características organolépticas apresentadas pela bebida. Entretanto, pouco se conhece a 

respeito de quais moléculas estariam desempenhando tais funções, principalmente, no que 

diz respeito a proteínas e peptídeos encontrados no endosperma da semente do café, uma 

vez que a maioria dos estudos relacionados focam moléculas não proteicas e compostos 

secundários (Giorgini e Campos, 1992;. Marraccini et al., 2001; Marraccini et al., 2005; 

Shimizu e Mazzafera, 2000). 

Em uma revisão elaborada por Phillips e Guang (2009), é mostrado que existe um 

grande número de derivados de plantas e alimentos, os quais apresentam peptídeos 

inibidores da enzima conversora de Angiotensina I, que são, em sua maioria, sequências 

peptídicas curtas e não interagem com peptídeos maiores. 

Yang e colaboradores (2001) descreveram dois peptídeos caracterizados após a 

digestão enzimática da proteína D-ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco), 

isolada de espinafre. Quando uma solução contendo os peptídeos foi aplicada, via oral, em 

ratos, as rubiscolinas presentes desencadearam um efeito antinociceptivo. Dessa maneira, 

seria natural supor que peptídeos opioides podem surgir na bebida do café por meio do 

processamento que o grão sofre até se tranformar em bebida. Tais peptídeos seriam 

fragmentos de proteínas maiores, os quais atuariam no sistema nervoso central daqueles 

que consomem tal bebida, ativando receptores específicos no cérebro e podendo promover 

as sensações características que a bebida oferece. 

É conhecido que as dehidrinas, pertencentes ao grupo II  das proteínas LEA (Close, 

1997), fazem parte das proteínas vegetais mais abundantes produzidas durante a 

embriogênese tardia, assim como em resposta aos estresses abióticos (Close, 1996). Tais 
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moléculas são distinguidas pela presença de uma ou mais regiões de resíduos de 

aminoácidos consenso (motivo) altamente conservados, ricos em resíduos de lisina e 

denominados segmentos K, os quais, especula-se que, poderiam formar α-hélices anfifílicas 

(Dure, 1993; Close, 1996). Existem isoformas da dehidrina CcDH1a, CcDH1b (Hinninger et 

al., 2006), CaDHN1a,  CaDHN1b e CrDHN1 que foram apresentadas por Santos e 

Mazzafera (2012) e nelas é notada a presença de peptídeos (Figura 1) com possível 

atividade similar a de opiáceos (que atuam nos receptores opioides neuronais e podem ser 

usados no tratamento de dores crônicas). 

 

Figura 1: Alinhamento de dehidrinas de café. Regiões delimitadas por retângulos 

são peptídeos com possível atividade opioide. Números de acesso: coffee dehydrin 

CcDH1a (ABC55670); coffee dehydrin CcDH1b (ABC55671); coffee dehydrin CcDH2a 

(ABC55672); coffee dehydrin CaDHN1a (JP709195); coffee dehydrin CaDHN1b 

(JP709196); e coffee dehydrin CrDHN1 (JP709197). Figura adaptada de Santos e 

Mazzafera, 2012. 
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Café com opiáceos e nutracêuticos 

 

Em um trabalho realizado utilizando cérebro de ratos, Boublik e colaboradores (1983) 

relataram que componentes presentes nos pós de café instantâneo estariam competindo 

com a naloxona pela ligação a receptores opiáceos. A atividade de ligação ao receptor se 

assemelha à observada com antagonistas de opiáceos. Boublik et al. concluiram que estes 

dados sugerem que o consumo de café pode ser seguido por efeitos mediados via 

receptores de opiáceos, bem como os efeitos da cafeína. 

Os peptídeos opioides são formados a partir de proteínas precursoras, ou pró-

hormônios, os quais sofrem modificações pós-traducionais que levam à formação dos 

peptídeos com atividades biológicas características. Esses peptídeos podem ser 

classificados a partir da análise da região N-terminal. Existem três tipos de classificação: i) 

as terminações do tipo YGG representam encefalinas e dinorfinas, ii) quando do tipo YP são 

denominadas casomorfinas (Brantl et al., 1979), morficeptinas (Chang et al., 1981), 

hemorfinas (Brantl et al., 1986), endomorfinas (Zadina et al., 1997), e ainda iii) do tipo Y-D-

isômero (Tyr-D-Ala ou Tyr-D-Met), relatadas como deltorfinas (Erspamer et al., 1989; Kreil et 

al., 1989). Na Figura 2, pode-se visualizar as terminações YGG na região N-Terminal dos 

peptídeos. 

ABC55670.1|CcDH1a| 50 YGGTTG---AHGTY 60 ...... 146 YGGEGVQ 152 

JP709195.1|CaDHN1a|50 YGGTTG---AHGTY 60 ...... 146 YGGEGEQ 152 

JP709197.1|CrDHN1| 50 YGGTTG---AHGTY 60 ...... 146 YGGEGEQ 152 

ABC55671.1|CcDH1b| 50 YGGTTGTAGAHGTY 63 ...... 149 YGGEGEQ 155 

JP709196.1|CaDHN1b|50 YGGTAG---AHGTY 60 ...... 146 YGGEGEQ 152 

                      ****:*   *****               ***** *           
Figura 2: Alinhamento dos peptídeos encontrados nas sequências das dehidrinas. 

Em cinza, a porção conservada do N-terminal com YGG. As outras cores indicam 

diferenças entre os aminoácidos ou mutações na estrutura primária dos peptídeos. 

Estudos sobre a atividade opioide têm contribuido para o aumento do número de 

peptídeos conhecidos pertencentes às famílias de opioides, bem como subsequente 

conhecimento de suas localizações e de seus papéis na modulação do processo nociceptivo 

(Millan, 2002). Entre os peptídeos opioides, podemos citar encefalinas, endomorfinas, β-

endorfinas, melanocortinas, nociceptina e nocistatina. As encefalinas medeiam suas ações 

na PAG e na amídala via receptor δ, nas dinorfinas via receptor κ e nas  β-endorfinas via 

receptor µ, evidenciando que o mecanismo de ação destes peptídeos ocorre via VDI (via 

descendente inibitória) (Fürst, 1999). 
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A encefalina é um peptídeo endógeno com ação agonista em receptores µ e δ 

opioides e se encontra em abundância nos neurônios da região periaquedutal cinza 

(mesencéfalo) e substância gelatinosa (medula espinhal) (Rang e Dale, 2011). As 

encefalinas são encontradas em altas concentrações nos tecidos endócrinos e cerebrais 

(Hughes et al., 1975). Em humanos, as encefalinas maduras resultam do processamento 

enzimático de um precursor que contém cópias de Met-encefalina e Leu-encefalina (Comb 

et al., 1982; Noda et al., 1982). A produção dos peptídeos bioativos a partir do 

processamento de proteínas mais longas pode ser por processamento endógeno enzimático 

ou mesmo por processos exógenos (Gutstein e Huda, 2006). 

Os receptores opioides estão envolvidos na modulação de diversos mecanismos 

fisiológicos, que incluem: a antinocicepção, o humor do indivíduo, a regulação do sistema 

endócrino e as funções cognitivas. Esses receptores estão distribuídos no sistema nervoso 

central (SNC) e no trato gastrointestinal humano. Alguns neuropeptídeos (peptídeos 

opioides endógenos que atuam no SNC), como a β-endorfina, estão presentes no sistema 

límbico, a qual atua no controle da ansiedade e da depressão (Barfield et al., 2013; Holzer, 

2009; Vieira e Zarate Jr., 2011).  

Os opiáceos produzidos para inibir a dor são amplamente difundidos. Existem 

estudos que associam o componente opioide aos resíduos de aminoácidos que são 

liberados após uma clivagem enzimática. Fisher e colaboradores (2012) apresentaram um 

fármaco com uma porção de pró-fármaco da molécula que diminui a afinidade da molécula 

no receptor opioide, bem como a permeabilidade da molécula ao entrar no sistema nervoso 

central, resultando em efeitos opioides mínimos. O pró-fármaco permanece intacto quando o 

composto é administrado.  Esses opioides BIO-MD são ativados como sistemas de entrega 

moleculares. Quando administrados por via oral, são submetidos à atividade enzimática da 

tripsina presente no trato gastrointestinal provocando a liberação da porção de aminoácidos 

da pró-droga e iniciando, assim, o processo de liberação do fármaco opioide (Figura 3). O 

perfil farmacocinético é controlado por uma reação subsequente dentro da própria molécula 

que libera o opiáceo livre. 
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Figura 3: Receptores opioides sendo ativados por moléculas opioides, modif icado de 

Fisher e colaboradores (2012).  

Além do sistema límbico, alguns peptídeos opioides modulam os processos de 

neurotransmissão nas vias serotoninérgicas, dopaminérgicas, noradrenérgicas, que regulam 

fisiopatologias de desordens depressivas (Fichna et al., 2007). Dentre esses, a 

neurotransmissão de serototina participa da regulação do estresse, do humor e do controle 

do apetite. A síntese de serotonina depende da concentração de seu aminoácido precursor 

que é o triptofano obtido por meio da ingestão de proteínas. A elevação dos níveis de 

serotonina promove melhora no humor e diminui a vontade de comer. (Peuhkuri et al., 

2011). 

Essas vias neurotransmissoras são consideradas alvos terapêuticos promissores 

para o tratamento de desordens associadas ao humor e os peptídeos opioides apresentam 

o potencial de agente terapêutico para o desenvolvimento de novos fármacos 

antidepressivos (Fichna et al., 2007). 

Alguns dos peptídeos bioativos estão encriptados em proteínas de origem animal e 

vegetal podendo ser encontrados por meio de um screening em um banco de dados 

utilizando parâmetros pré-definidos (Brand et al., 2012). Uma das formas de se obter 

peptídeos bioativos é por meio da ingestão de alimentos que contenham proteínas 

precursoras e que sofram proteólise por enzimas digestivas. As principais enzimas 

presentes no trato gastrointestinal que realizam proteólise são a pepsina, no estômago, e as 

tripsina e quimotripsina, no intestino delgado; outras enzimas também participam da 

clivagem proteica. (Hartmann e Meisel 2007; Korhonen, 2009). 
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Os alimentos de origem animal que contêm peptídeos bioativos são: leite e seus 

derivados, carne, peixe, e de origem vegetal: soja, trigo. Um dos alimentos que ganha 

destaque nesse aspecto, por produzir peptídeos com múltiplas atividades, é o leite. A 

hidrólise de proteínas do leite por enzimas digestivas libera peptídeos bioativos os quais 

podem apresentar atividade opioide, hipotensora, antibacteriana. Esses peptídeos são 

oriundos principalmente das proteínas caseínas (α, β, k), α-lactoalbumina, β-lactoglobulina e 

glicomacropeptídeo (Hartmann e Meisel, 2007; Korhonen, 2009; Meisel, 2005). 

Os peptídeos bioativos além de contribuirem para o valor nutricional do alimento, 

também exercem seu efeito fisiológico. De forma resumida, após a ingestão de proteínas do 

leite, ocorre a absorção no trato gastrointestinal, onde enzimas promovem a hidrólise de 

proteínas precursoras, liberando os peptídeos com atividade biológica. No caso dos 

peptídeos opioides, estes são absorvidos pela corrente sanguínea e muitos podem 

atravessar a barreira hematoencefálica provocando respostas farmacológicas semelhantes 

à da morfina. As principais respostas são em relação ao bloqueio do estímulo da dor, a 

antinocicepção, efeitos no controle do humor e controle da saciedade (Peuhkuri et al., 2011; 

Wada e Lonnerdala, 2014). 

Diversos estudos mostram que, dentre os macronutrientes presentes nos alimentos e 

utilizados como fonte de energia, as proteínas promovem maior saciedade do que os 

carboidratos e as gorduras (Van Kleeff et al., 2012). 

Os mecanismos atribuídos à sensação de saciedade de proteínas e peptídeos 

incluem: 1- a secreção de hormônios intestinais, anorexígenos que favorecem a diminuição 

de ingestão alimentar, como CCK (colecistoquinina) e GLP-1 (peptídeo semelhante ao 

glucagon) ou diminuem a secreção de hormônios intestinais orexígenos, que aumentam a 

ingestão alimentar, como a grelina. 2- o aumento de energia para digerir proteínas quando 

comparado com carboidratos e gorduras. 3- a alta concentração de aminoácidos no plasma. 

4- os peptídeos que são semelhantes aos neuropeptídeos e neurotransmissores que 

induzem saciedade via mecanismo central (Foltz et al., 2008; Nishi et al., 2003; Duraffourd 

et al., 2012).  
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OBJETIVOS 

 

Objetivo geral 

 

O presente estudo tem como objetivo encontrar peptídeos com atividade opioide no 

endosperma de café, sintetizar quimicamente tais peptídeos e determinar sua provável 

função biológica. 

 

Objetivos específicos 

 

Estudar a composição química de Coffea arabica, visando identificar os precursores 

de qualidade da bebida do café que estejam associados a proteínas que possuem possíveis 

sequências de peptídeos opioides como parte de suas estruturas primárias, os quais são 

encontrados no café verde e poderiam ser encontrados na bebida (após a torra do café). 

Sintetizar os peptídeos com estrutura de opiáceos, purificá-los e avaliar a atividade 

de tais peptídeos em modelos, in vivo, que permitam determinar suas prováveis funções. 
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JUSTIFICATIVA 

 

O café é uma das bebidas mais consumidas no mundo e também uma das maiores 

commodities. Grande parte devido ao fato de a cafeína ser a droga mais popular do mundo 

(droga lícita) (Weinberg e Bealer, 2001; Courtwright, 2001). O status do café se deve tanto à 

sua função social, virtuosa e/ou perniciosa, como aos seus efeitos farmacológicos. Em 1983, 

Boublik e colaboradores relataram que componentes dos pós de café estariam competindo 

com a naloxona pela ligação a receptores opiáceos nos ensaios com membranas de cérebro 

de rato, sem diferença significativa entre o café normal e o descafeinado. A atividade de 

ligação ao receptor se assemelha à observada com antagonistas de opiáceos. Uma 

caracterização preliminar revela que as possíveis moléculas têm um peso molecular (PM) na 

gama de 1.000 a 3.500 Da. Boublik e colaboradores relataram ainda que estes dados 

sugerem que o consumo de café pode ser seguido por efeitos mediados via receptores de 

opiáceos, bem como os efeitos da cafeína. 

Em estudos preliminares, análises in silico na base de dados do Projeto Genoma 

Café auxiliaram na identificação de genes candidatos para a tolerância à seca. De acordo 

com Vinecky e colaboradores (2005), após a realização de uma análise por tBlastn na Base 

de Dados do Genoma Café, utilizando-se um conjunto de sequências proteicas já 

caracterizadas como envolvidas na resposta aos estresses abióticos, foi possível a 

identificação de inúmeros ESTs presentes no conjunto Unigene-CAFEST, apresentando alta 

similaridade de sequências. Em 2009, Vinecky apresentou em seus resultados a presença 

de vários genes responsivos à seca quando a planta de café é submetida ao estresse 

hídrico. Dentre os genes avaliados, está presente a Dehidrina, que foi encontrada em 

bibliotecas de cDNA de folha e de fruto também. Nas análises de NIRS realizadas em 

parceria Embrapa/CIRAD, foi possível verificar que cafeeiros submetidos ao estresse hídrico 

produziram grãos que continham teores dos componentes principais desejáveis em bebidas 

de melhor qualidade (Vinecky et al., 2010). 

O efeito fisiológico do café em humanos varia de pessoa para pessoa e depende da 

qualidade e da quantidade de café ingerido. O café é considerado uma das mais ricas fontes 

de compostos fenólicos da dieta ocidental; o composto fenólico mais abundante está contido 

nos ácidos clorogênicos, correspondendo a 12% da matéria seca do grão de café (Ky et al., 

2001; Clifford, 1999). Estes ácidos apresentam um grande número de funções biológicas, 

incluindo anticarcinogênica e anti-inflamatória, isso devido à potencial atividade antioxidante 

(Murthy e Naidu, 2012; Ramalakshmi et al., 2009). Dessa forma, os ácidos clorogênicos 
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oferecem inúmeros benefícios para saúde e ainda são considerados um componente 

promissor para o uso  em diversos tipos de terapia (Shan et al., 2009; Farah e Donangelo, 

2006).  

Com dados apresentados pela Sociedade Brasileira Para o Estudo da Dor (SBED), 

estima-se que cerca de 30% das pessoas no Brasil sofram com dor crônica (SBED, 2000). A 

prevalência de dor crônica nos Estados Unidos é de 78 milhões e na Europa, chega a 75 

milhões de pessoas, dados que refletem a preocupação mundial em terapias que auxiliem o 

tratamento da dor (Hanlon et al., 2011). 

A morfina é o principal alcalóide isolado da papoula, Papaver somniferum, e é 

utilizada como droga no tratamento da dor por causa das propriedades analgésicas que 

apresenta (Law e Loh, 2004). Devido aos principais efeitos indesejáveis que a morfina pode 

provocar, tais como a diminuição da motilidade gastrointestinal, a depressão respiratória e a 

resistência, existe o interesse no estudo de novos compostos opioides que possam interagir 

com alvos específicos, produzindo poucos efeitos indesejáveis, baixo risco de resistência e 

com potência elevada (Goldberg, 2010; Gorzo et al., 2010). 

Conforme mencionado anteriormente, alguns dos peptídeos bioativos estão 

encriptados em proteínas de origem animal e vegetal podendo ser encontrados por meio de 

um screening em um banco de dados utilizando parâmetros pré-definidos (Brand et al., 

2012). Uma das formas de se obter peptídeos bioativos é por meio da ingestão de alimentos 

que contenham proteínas precursoras e que sofram proteólise por enzimas digestivas.  

Dessa forma, com o auxílio de trabalhos prévios associados ao conhecimento 

disponível na literatura acerca de domínios proteicos específicos ou alvos moleculares (por 

exemplo, receptores, enzimas), alguns peptídeos foram caracterizados a partir de análises 

in silico e experimentos que envolveram a extração de proteínas do endosperma de café, a 

digestão enzimática, a purificação de peptídeos e a subsequente análise em espectrômetro 

de massa. O método utilizado na extração proteica possibilitou o isolamento de proteínas 

com diferentes massas moleculares, ao passo que a digestão enzimática dessas proteínas 

resultou na presença de diversas frações cromatográficas observadas na etapa de 

fracionamento. Uma busca realizada no banco de dados do genoma do café sugere que, 

dentre os peptídeos caracterizados, estão aqueles que são fragmentos de proteínas 

pertencentes à família das dehidrinas. Dentre estes, diversos peptídeos também 

apresentam na sua estrutura primária as características relacionadas àqueles da classe dos 

opioides, as terminações do tipo YGG (representados pelas encefalinas - Rang e Dale, 
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2012). Tais peptídeos foram, então, sintetizados quimicamente e tiveram sua atividade 

comprovada por meio de testes antinociceptivos em camundongos. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Material vegetal 

 

O material vegetal (C. arabica cv. Acauã) é proveniente de uma fazenda de produção 

de café, localizada na região de Planaltina – DF. O campo de produção é irrigado por meio 

de pivô central. Os frutos foram colhidos com aproximadamente 250 dias após o 

florescimento, na maturidade que corresponde a frutos maduros, com pericarpo vermelho 

chegando ao roxo e contendo o endosperma duro e branco. A colheita foi realizada no ano 

de 2010 e, após despolpamento por via úmida, os frutos foram secos ao sol. 

 

Extração de proteínas  

 

A extração proteica foi realizada a partir dos grãos de café verde e torrado, mediante 

extração ácida e precipitação com sulfato de amônio a 60%. O material precipitado foi 

dialisado contra água Milli-Q®  utilizando membrana de diálise com poros de 7,5µm e 

submetido à liofilização sob vácuo para secagem do material.  

Foram pulverizados 250 gramas de grãos de café verde (grãos de café antes da 

torra) utilizando nitrogênio líquido para o resfriamento. Em um béquer, foram adicionados 

três litros de tampão de extração a 0,1M HCl e 0,1M NaCl e o pó de café obtido da 

pulverização. Essa solução foi submetida à agitação a 4ºC por 12 horas com posterior 

filtração em panos estéreis, com o auxílio de uma bomba de vácuo. A solução filtrada foi 

distribuída em tubos falcon de 50 mL e centrifugados a 10.000g por 20 minutos a 4ºC. Após 

a centrifugação, o pélete foi descartado, o sobrenadante (resgatado em um béquer) teve o 

pH corrigido para 7 e ficou em repouso a 4ºC por uma hora. A solução foi redistribuída nos 

tubos falcon que foram centrifugados novamente a 10.000g por 20 minutos a 4ºC. O pélete 

foi descartado novamente e a fase líquida, transferida para outro béquer, foi submetida à 

precipitação do material proteico presente utilizando sulfato de amônio a 60% (884g de 

sulfato de amônio em 1334 mL de solução) e a solução final ficou na concentração de 5M. O 

material foi precipitado por 12 horas a 4ºC sem agitação. O volume total foi redistribuído nos 
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tubos falcon e centrifugados a 10.000g por 20 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi descartado 

e o pélete contendo o material proteico foi ressuspendido em 10 mL de água Milli-Q® . Para 

eliminar o sal, o material proteico foi dialisado contra água destilada a 4ºC sob agitação em 

câmara fria por 48 horas; a água foi trocada a cada 12 horas. A solução dialisada foi 

congelada em nitrogênio líquido e submetida à liofilização para secagem do material 

proteico. 

 

Verificação de proteínas em Minigel de Poliacrilamida 

 

Uma parte do material proteico foi destinada à verificação da presença de proteínas 

em Minigel de Poliacrilamida. A quantificação foi feita utilizando o método de Bradford 

(1976). Em um primeiro gel foram utilizados 60µg de proteína, porém não foi possível 

visualizar com nitidez, pois, devido à grande quantidade de proteína, formou-se um borrão 

no gel. Em outro Minigel foram aliquotados 1µg, 2µg e 4µg onde foi possível visualizar as 

bandas no gel. 

Foi preparado um tampão (Thiourea rehydratation) com ureia 7M, Thioures 2M, 

Chaps 2%, IPG Buffer 0,5%, Bromofenol blue 0,02% em água, que foi usado para 

ressuspender o pélete contendo as proteínas. 

O Minigel de poliacrilamida foi preparado com acrilamida 50%, Tris-HCl pH8,8, água 

destilada, SDS 10%, Temed (6 µL), persulfato 10% e ao final foi adicionado butanol (0,5 mL) 

para a retirada das bolhas. Para o empacotamento do gel foi utilizada a solução contendo 

acrilamida 50%, Tris-HCl pH6,8 (159 µL), água destilada (1,61 mL), SDS 10%, Temed (2 µL) 

e persulfato 10%. Após colocar o gel no sistema de Minigel e esperar empacotar, as 

amostras foram aplicadas nas quantidades de 1 µg, 2 µg e 4 µg de extrato proteico bruto e o 

sistema foi submetido inicialmente a 80 Volts e posterior aumento para 130 Volts por 2 

horas. 

A coloração do gel foi realizada em 100 mL de solução de Comassie Blue. Foram 

misturados: água destilada, sulfato de amônia e Comassie G250. A solução, então, foi 

completada para 80 mL, e, posteriormente, foi adicionado metanol e ácido fosfórico 1M. A 

solução de Comassie Blue foi colocada junto com o gel em um recipiente e ficou sob 

agitação por 24 horas. Após coloração, o Minigel foi submetido a 3 lavagens em água, cada 

uma com duração de 20 segundos. 
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Digestão enzimática 

 

A digestão enzimática das proteínas foi feita utilizando parte do material proteico que 

foi solubilizado e submetido à digestão com pepsina imobilizada em gel (Pierce), por um 

período de 4 horas a 37ºC sob agitação. A digestão enzimática de proteínas foi realizada 

tanto em amostras “nativas”, quanto em amostras previamente reduzidas (com a utilização 

de DTT 50 mM) e/ou alquiladas (utilizando solução de Iodocetamida 50 mM). 

Para a digestão enzimática com pepsina foi preparado um tampão de digestão de 

acetato de sódio trihidratado 20 mM em pH4,5 em água Milli-Q® e armazenado a 4ºC. Para a 

lavagem e ativação da enzima, em um tubo falcon de 15 mL foram alicotados 250 µL da 

enzima imobilizada e 4 mL do tampão de digestão, após agitar e centrifugar a 1000g/5min o 

sobrenadante foi descartado (processo realizado duas vezes). Ao gel contendo a pepsina 

presente no fundo do tubo, foram adicionados mais 500 µL do tampão de digestão. Em um 

microtubo de 1,5 mL foram adicionados 10 mg do extrato proteico liofilizado, 1 mL do 

tampão de digestão (para eluir as proteínas) e 500 µL da enzima lavada. O microtubo foi 

incubado a 37ºC por 4 horas sob agitação. Após a digestão, o microtubo foi centrifugado a 

1000g/5min e o sobrenadante, contendo o material digerido, foi transferido para outro 

microtubo. 

 

Fracionamento/purificação de Peptídeos 

 

O fracionamento do extrato proteico digerido com pepsina foi realizado por meio da 

técnica de Cromatografia Líquida de Alta Eficiência, HPLC (CLASS VP-10AT, Shimadzu, 

Japão), utilizando uma coluna semi-preparativa, em fase reversa (C18, 10mm x 250mm, 

modelo 218TP510, Grace Vydac, Estados Unidos) e também uma coluna analítica, em fase 

reversa (C8, 4,6mm x 250mm, modelo 208TP54, Grace Vydac, Estados Unidos). Para cada 

separação cromatográfica, foram injetados aproximadamente 0,2 mg de extrato proteico 

digerido com pepsina imobilizada (filtrado em filtro de 22µm) em 200 µL. As fases móveis 

utilizadas foram as seguintes: a fase móvel A, 0,1% em volume TFA/H2O e a fase móvel B, 

0,1% TFA/ACN em volume. O método utilizado foi por incrementos da solução B de 5% a 

70% durante 60 min, em gradiente linear com um fluxo de 2,5 mL.min-1 para C18 (semi-

preparativa) e 1 mL.min-1 para C8 (analítica) à temperatura ambiente. Os peptídeos foram 
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detectados nos comprimentos de onda de 216 nm e 280 nm. As frações foram coletadas 

manualmente. 

A purificação dos peptídeos sintéticos foi realizada por meio da técnica de 

cromatografia líquida de alta eficiência, HPLC (LC-10AT VP, Shimadzu, Japão), utilizando 

uma coluna semi-preparativa, em fase reversa (C18, 10mm x 250 mm, modelo 218TP510, 

Grace Vydac, Estados Unidos). Para cada separação cromatográfica, foram pesados 

aproximadamente 2 mg de peptídeo sintético bruto que foram diluídos em 2 mL de água 

Milli-Q®. Em seguida, a solução foi centrifugada por 15 min a 21.400g. As fases móveis 

utilizadas foram as seguintes: a fase móvel A, 0,1% TFA/H2O em volume e a fase móvel B, 

0,1% TFA/ACN em volume. As amostras foram injetadas com volume de 500 µL por 

cromatografia e, em seguida, eluídas por incrementos da solução B de 5% a 95% durante 

60 min, em gradiente linear com um fluxo de 2,5 mL/min, à temperatura ambiente. Os 

peptídeos foram detectados nos comprimentos de onda de 216 nm e 280 nm. As frações 

foram coletadas manualmente. 

 

Sequenciamento dos Peptídeos 

 

Para análise por MALDI-TOF a preparação das amostras iniciou com uma alíquota 

da fração diluída em 100 µL de água Milli-Q® e homogeneizada. As amostras foram 

preparadas em uma proporção de 1:3 (v:v) em uma matriz de ácido alfa-ciano-4 

hidroxicinâmico (5 mg) dissolvido em 200 µL de água Milli-Q®, 250 µL de ACN e 50 µL de 

solução aquosa de TFA a 3%. A placa de MALDI utilizada (Bruker Daltonics, Alemanha) foi 

do tipo maciça e polida, previamente lavada com água e metanol. Na placa foram aplicadas 

a solução calibrante e as amostras em triplicatas, para análise no método refletido positivo. 

Após concluir a aplicação de todas as amostras na placa, esperou-se cristalizar para o 

procedimento de análise e obtenção dos espectros (MALDI-TOF - Ultraflex III, Bruker 

Daltonics, Alemanha). 

Para análise por ESI, a amostra foi preparada a partir de uma pequena quantidade 

do peptídeo seco que foi solubilizada em uma solução contendo acetonitrila, água Milli-Q® 

1:1 (v:v) e 1% de ácido fórmico. Em seguida, o equipamento foi calibrado utilizando uma 

solução de calibrante externo ESI-Tuning Mix (Agilent Technologies, Estados Unidos) e a 

amostra foi analisada com uma pressão no capilar de 4,5kV e a varredura de massa foi de 
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m/z de 50 até 3000 no equipamento ESI-Q-TOF/MS (microtof-Q II, Bruker Daltonics, 

Alemanha). 

A identidade dos peptídeos também foi verificada por meio de fragmentação do íon 

precursor para a obtenção dos espectros de MS/MS, no mesmo instrumento. A 

interpretação dos espectros foi realizada em modo manual com o auxílio do programa 

computacional Compass Data Analysis (Bruker Daltonics, Alemanha). 

 

Síntese manual de Peptídeos 

 

Os peptídeos listados na tabela 1 foram sintetizados por meio de síntese química em 

fase sólida, utilizando a estratégia Fmoc. As resinas com o linker escolhido foram a F-moc-

AA*(Trt) – Wang Resin, (Peptides international, Kentucky, Estados Unidos) (*-A 

denominação AA significa aminoácido, que foi diferente dependendo do resíduo presente na 

região C-terminal do peptídeo – H,Q,T,Y, A ou L). 

Tabela 1: Nome, sequência, massa teórica e o número de acesso no NCBI dos peptídeos 
sintetizados e testados em animais. 

Nome do 
Peptídeo 

Sequência do 
Peptídeo 

Massa do Peptídeo 
+ H+ 

Número de 
acesso 

PSLEM 11042 YGGTGAH-COOH 662,289 Da - 
PSLEM 11043 YGGEGVQ-COOH 709,315 Da ABC55670.1 
PSLEM 11044 YGGTTGT-COOH 656,289 Da ABC55671.1 
PSLEM 11045 YGGEGEQ-COOH 739,289 Da JP709195.1 

PSLEM 12013 YGGTAGAHGTY-
COOH 1054,459 Da JP709196.1 

PSLEM 12027 YGGTAGA-COOH 596,268 Da JP709196.1 
PSLEM 12028 YGGTTGA-COOH 626,728 Da JP709197.1 
Leu-encefalina YGGFL-COOH 556,277 Da B61445 

 

O grau de substituição das resinas está descrito na Tabela 2; a escala de síntese 

utilizada foi de 0,15 mM que é equivalente a quantidade de cada resina listada na Tabela 2. 

A síntese foi conduzida dentro de um dosador oral de 5 mL com filtro de polipropileno. 

 

 



33 
 

Tabela 2: Grau de substituição das resinas e as respectivas quantidades utilizadas na síntese dos 
peptídeos. 

Peptídeo Grau de substituição da resina Quantidade de resina 
PSLEM 11042 0,42mM/g 357,14mg 
PSLEM 11043 0,50mM/g 300,00mg 
PSLEM 11044 0,88mM/g 170,45mg 
PSLEM 11045 0,50mM/g 300,00mg 
PSLEM 12013 0,44mM/g 340,91mg 
PSLEM 12027 0,62mM/g 241,94mg 
PSLEM 12028 0,62mM/g 241,94mg 
Leu-encefalina 0,33mM/g 454,54mg 

 

Iniciou-se a síntese com a reação de acoplamento do penúltimo aminoácido (o último 

aminoácido presente no C-terminal do peptídeo já vem acoplado na resina). Primeiramente, 

foi feita a lavagem da resina com isopropanol e N,N-dimetilformamida (DMF) em um 

dosador oral, em seguida foi feita a desproteção do grupamento Fmoc (desprotegendo a 

porção N-terminal) utilizando uma solução de 4-metilpiperidina (Hachmann e Lebl, 2005) a 

25% (v:v) em DMF durante duas etapas de 15 minutos, à temperatura ambiente, sob 

agitação. As duas reações (desproteção do grupamento Fmoc amino-terminal e ativação do 

grupo carboxila do Fmoc-aminoácido para a formação da ligação peptídica), e, então, 

utilizou-se 0,8 mM de derivado de aminoácido (Fmoc-AA-OH) com excesso molar de 4 

vezes, o composto carboxilatetrafluoroborato de [benzotriazol-1-iloxi(dimetilamino) 

metilideno]-dimetilazânio (TBTU) foi adicionado na quantidade equimolar ao derivado de 

aminoácido a ser ativado, e o N,N-Diisopropylethylamine, DIPEA, na quantidade 255 µL (1,5 

mM) para desprotonar o grupo ácido carboxílico. A reação foi conduzida em DMF, 3,0 mL 

como solvente (Chan e White, 2000). Os acoplamentos foram conduzidos por 90 min, à 

temperatura ambiente, sob agitação. 

Em seguida, foi feita a desproteção do grupamento Fmoc (desprotegendo a porção 

N-terminal) utilizando uma solução de 4-metilpiperidina (Hachmann e Lebl, 2005) a 25% 

(v:v) em DMF durante duas etapas de 15 minutos, à temperatura ambiente, sob agitação. As 

duas reações foram repetidas sucessivamente até a adição do último derivado de 

aminoácido e a última desproteção do grupamento Fmoc ligado ao grupo N-terminal de toda 

a cadeia peptídica. Entre uma reação de acoplamento e a reação de desproteção, foram 

feitas oito lavagens alternadas da resina com 2-propanol e DMF. Fez-se uma última 

lavagem com diclorometano (DCM), seguida de filtração a vácuo. (Chan e White, 2000). 

Após terminar uma reação de desproteção ou acoplamento, foi conduzido o teste da 

Ninhidrina ou Kaiser (Chan e White, 2000). Caso não tenha ocorrido o acoplamento ou a 

desproteção, repetiu-se a respectiva reação. A etapa final do processo de síntese consistiu 



34 
 

na desproteção de todos os grupos protetores das cadeias laterais e da clivagem para a 

produção do peptídeo bruto que foi posteriormente clivado, purificado e caracterizado 

quimicamente. 

A clivagem do resíduo C-terminal do peptídeo com a resina foi conduzida na 

presença de ácido trifluoroacético, TFA e reagentes nucleófilos (Howl, 2005), seguindo 

quantidades estabelecidas no protocolo da Novabiochem®, 9,5 mL de ácido trifluoroacético 

(TFA), 250 µL de água e 250 µL de TIS para um volume final de 10 mL (Novabiochem, 

2007). Os reagentes permaneceram sob constante agitação por 1 hora e 30 minutos, à 

temperatura ambiente, dentro de um tubo falcon (50 mL). Decorrido esse tempo, utilizou-se 

nitrogênio gasoso para a retirada completa do TFA e, em seguida, foram feitas precipitações 

com éter diisopropílico resfriado em nitrogênio líquido. O peptídeo foi separado da resina 

devido às lavagens com água:acetonitrila (1:1; v:v), por meio de filtração em funil de placa 

porosa. Terminada a filtração, transferiu-se o líquido que contém o peptídeo para tubos 

falcon e, após congelamento em nitrogênio líquido, foram liofilizados durante 

aproximadamente 72h. Para as lavagens foi necessário o uso do funil de placa porosa, 

bomba de vácuo e capela de exaustão. 

 

Testes de antinocicepção 

 

Os ensaios biológicos in vivo para a determinação da atividade antinociceptiva foram 

realizados no Laboratório de Toxinologia do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade 

de Brasília, UnB. Os procedimentos foram realizados de acordo com o COBEA (Colégio 

Brasileiro de Experimentação Animal) e foram submetidos ao comitê de ética da UnB 

juntamente com outros projetos que envolvem análises farmacológicas do Laboratório de 

Espectrometria de Massa (LEM) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. A 

certificação do comitê de ética Nº 131758/2012 está em anexo. 

Os animais utilizados foram camundongos Mus musculus da linhagem/raça Swiss, 

fêmeas, pesando entre 20-25 g, adquiridos do biotério do Laboratório de Toxinologia do 

Instituto de Biologia da Universidade de Brasília. Os animais experimentais permaneceram 

acondicionados em gaiolas e mantidos em condições controladas de luz (ciclo de 12 horas 

de claro/escuro), temperatura (23ºC) e umidade (55%). Antes de todo o período 

experimental e em seu decorrer, os animais receberam água e ração ad libitum. 
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Os peptídeos foram avaliados em dois modelos clássicos de testes para atividade 

antinociceptiva o Hot Plate ou teste da placa quente (Figura 4) e Tail Flick (Figura 5) ou teste 

de retirada da cauda. Para o teste da placa quente os animais foram previamente 

selecionados, no entanto, apenas os animais que responderam ao estímulo em até 15 

segundos foram utilizados no teste. 

No teste da placa quente o animal é colocado no interior de um equipamento em que 

a superfície que fica em contato com as patas é aquecida a 55oC e as paredes são de 

acrílico (Figura 4). Assim que o animal é acondicionado na placa quente, um cronômetro é 

disparado e, quando o camundongo apresenta sinais de dor (saltar ou lamber as patas 

traseiras), ele é retirado e anota-se seu tempo de permanência no equipamento. Após 30 

segundos, animais que não apresentam reação são retirados para que não ocorra lesão. 

Quando realizada a linha de base, os animais que não apresentam os sinais de dor, 

passados 30 segundos, são eliminados do teste. 

 

 

Figura 4: Placa Quente (AVS, Brasil) – Aparelho para teste de antinocicepção em 

camundongos. Foto: Felipe Vinecky 
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No teste de retirada da cauda, o animal é colocado na superfície de um equipamento 

e, sua cauda, acondicionada em uma resistência (Figura 5). Quando o animal para de se 

mexer, a resistência é acionada junto com um cronômetro e, quando o animal faz qualquer 

movimento com a cauda, um sensor do próprio equipamento acusa e registra o tempo de 

permanência da cauda na resistência e também a temperatura que o animal suportou antes 

de mexer a cauda. Caso o animal se movimente, ande, ou, ainda, se a cauda não estiver 

acomodada da maneira correta, o operador deve repetir o teste no mesmo instante. 

 

 

Figura 5: Teste de retirada da cauda ( Insight, Brasil) – Aparelho para teste de 

antinocicepção em camundongos. Foto: Felipe Vinecky 

Ambos os modelos promovem estímulos térmicos e mensuram a latência, que é o 

tempo de resposta a partir desse estímulo (Berge, 2011). A antinocicepção é expressa a 

partir da comparação entre a latência média basal do animal, a qual é mensurada antes de 

iniciar a administração dos grupos controle e experimental. A latência teste foi obtida após 

administração dos grupos controles e experimentais e a latência máxima é determinada 

para minimizar o risco de lesão tecidual. Quantitativamente, o índice de antinocicepção (IA) 

é definido pela seguinte fórmula (Muñoz et al., 2012): 

IA = 
(���ê����	�
��
����ê����	
é���	�����)

(���ê����
á��
��	���ê����	
é���	�����)
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No teste da placa quente, o animal foi introduzido em uma placa metálica aquecida 

em torno de 50-55ºC (AVS, Brasil), a partir daí foi observado quanto tempo o camundongo 

permaneceu até elicitar uma resposta cerebral que é representada pela ação de pular ou de 

lamber a pata traseira. Para o teste de retirada da cauda o camundongo foi colocado sobre 

um equipamento denominado analgesímetro (Insight, Brasil), de modo que sua cauda 

ficasse em contato com a resistência capaz de aumentar a temperatura até o animal retirar a 

cauda. Essa análise indica resposta medular (Le bars et al., 2001). 

Os grupos eram compostos por 5-8 animais e a via de administração foi 

intraperitoneal (i.p.). As doses utilizadas foram baseadas na dose e molaridade da morfina 

(10 mg.kg-1 de animal; 3, 48 µM), (Durántez et al., 2003; Li et al., 2011). Como controle 

positivo, foi utilizado além do sulfato de morfina (10 mg.mL-1) (Dimorf, Cristália, Brasil) a Leu-

encefalina, que foi sintetizada com o mesmo protocolo descrito para a síntese dos PSLEMs. 

Como controle negativo, foi utilizada solução fisiológica de cloreto de sódio, salina (0,9%) 

(Equiplex, Brasil). 

No primeiro teste, foi utilizado o PSLEM 11042. Como referência para dose a ser 

utilizada, adotou-se a mesma concentração utilizada para a morfina (10 mg.kg-1 de animal). 

Depois, verificou-se que a dose deveria ser equiparada com a molaridade da solução e não 

concentração. A dose usada nesse ensaio foi a metade da dose estipulada para os outros 

peptídeos.  

As doses dos peptídeos calculadas para equiparar com a molaridade da morfina 

(3,48 µM) estão apresentadas na Tabela 3. 

Tabela 3: Doses dos peptídeos aplicadas nos animais. 

Nome do Peptídeo Quantidade utilizada 
PSLEM 11042 10 mg/kg 
PSLEM 11043 24,8 mg/kg 
PSLEM 11044 22,9 mg/kg 
PSLEM 11045 25,8 mg/kg 
PSLEM 12013 36,8 mg/kg 
Leu-Encefalina 19,3 mg/kg 

 

Foi utilizado também o antagonista de receptores opioides (δ, κ e µ), a naloxona, na 

forma de cloridrato de naloxona (0,4 mg.mL-1) (Narcan, Cristália, Brasil) (Goldeberg, 2010; 

Kane et al., 2006), na dose de 4 mg.kg-1 (1,13 mM), quantidade suficiente para provocar o 

antagonismo (Hao et al., 2011). O cloridrato de naloxona na concentração 0,4 mg.mL-1 foi 

administrado em doses seriadas de hora em hora com o intuito de inibir a atividade da Leu-

encefalina e dos peptídeos PSLEM 11043, PSLEM 11044, PSLEM 11045, PSLEM 12013. 
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No experimento da Leu-encefalina, a administração foi realizada em todos os tempos 

(tempo zero, 1h, 2h, 3h), mas nos experimentos dos peptídeos, apenas nos tempos zero, 

1h, 2h para os dois modelos de testes. 

O primeiro ensaio utilizando o PSLEM 11042 foi monitorado a cada 10 minutos no 

decorrer da primeira hora e, na segunda hora, a cada 20 minutos. Depois de verificar a 

necessidade de ampliar de duas para quatro horas de experimento, as avaliações foram 

feitas a cada 20 minutos na primeira hora e, a cada 30 minutos nas três horas restantes. 

Com a adequação do tempo e dos intervalos entre as leituras, outros peptídeos foram 

testados para avaliar a atividade antinociceptiva nos camundongos. 

Após realização dos testes in vivo, foi realizada análise estatística com o programa 

Graphpad Prism (Graphpad software, Estados Unidos) para auxiliar na interpretação das 

mensurações do índice de antinocicepção (IA). Para a comparação entre os grupos 

experimentais e controles, foi utilizada a two way anova seguida de Bonferroni pós-teste, 

que determinou como a resposta do teste foi afetada de acordo com o tratamento no 

decorrer do tempo. Foi realizado o cálculo da área abaixo da curva utilizando o one way 

anova seguido do Teste de Tukey a 5%, que determinou o efeito acumulado dos grupos 

experimentais no ensaio. 
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RESULTADOS 

 

Presença de proteínas 

 

Em estudos com a finalidade de determinar o conteúdo proteico dos grãos de café, 

foram utilizadas estratégias conjuntas de gel de eletroforese bidimensional, biblioteca de 

cDNA e degradação de Edman para confirmação das proteínas (Rogers, et al., 1999; De 

Castro e Marraccini, 2006). Shewry (1995) e De Castro e Marraccini (2006) creditam 45% do 

conteúdo proteico dos grãos à proteína 11S, uma globulina de aproximadamente 55 kDa. 

Para verificar a eficácia do protocolo de extração utilizado, uma amostra do extrato 

proteico foi analisada em gel de poliacrilamida a 16%. Dessa forma, foi constatado que o 

método utilizado na extração proteica possibilitou o isolamento de proteínas com diferentes 

massas moleculares, como pode ser observado na Figura 6. 

 

 

Figura 6: Minigel de poliacrilamida a 16% de extrato bruto de proteínas de C. arabica var. Acauã. 1- 
Marcador de massa molecular BenchMark™ Protein Ladder (INVITROGEN); 2, 3 e 4- 1µg, 2 µg, 4 µg 
de extrato bruto de proteína, respectivamente. 

 

Fracionamento do extrato bruto 

 

Após confirmada a presença de proteínas, foi realizado o fracionamento do extrato 

total de proteínas do café e constatada a possibilidade de isolamento de peptídeos por 

HPLC utilizando colunas de fase reversa como pode ser verificado na Figura 7, utilizando 

uma coluna analítica C8 e na Figura 8, utilizando uma coluna semi-preparativa C18. 

  1      2           3           4 
220 kDa 
 
50 kDa 
 
 
 
20 kDa 
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Figura 7: Perfil cromatográfico do extrato proteico de C. arabica var Acauã, fracionado por meio de 
cromatografia líquida de alta eficiência (utilizando coluna analítica C8 de fase reversa) em gradiente 
crescente de ACN variando de 5 a 65% em 60 min e fluxo de 1  mL.min-1. 

 

 

Figura 8: Perfil cromatográfico do extrato proteico de C. arabica var Acauã, fracionado por meio de 
cromatografia líquida de alta eficiência (utilizando coluna analítica C18 de fase reversa) em gradiente 
crescente de ACN variando de 0 a 70% em 70 min e fluxo de 2,5 mL.min-1. 
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Fracionamento do extrato digerido 

 

A digestão enzimática do extrato total com pepsina resultou em diversas frações 

cromatográficas obtidas em coluna analítica C8 e em coluna semi-preparativa C18 (Figuras 9 

e 10). 

 

Figura 9: Perfil cromatográfico do extrato proteico de C. arabica var Acauã digerido com pepsina por 4 
horas, fracionado por meio de cromatografia líquida de alta eficiência (utilizando coluna analítica C8 de 
fase reversa) em gradiente crescente de ACN variando de 5 a 65% em 60 min e fluxo de 1 mL.min-1. 
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Figura 10: Perfil cromatográfico do extrato proteico de C. arabica var Acauã digerido com pepsina por 
4 horas, fracionado por meio de cromatografia líquida de alta eficiência (utilizando coluna analítica C18 

de fase reversa) em gradiente crescente de ACN variando de 0 a 70% em 70 min e fluxo de 2,5 
mL.min-1. 

 

Nas duas metodologias, foram encontradas diversas frações que continham vários 

peptídeos. Apesar de os dois métodos terem apresentado cromatogramas similares, alguns 

peptídeos foram encontrados em um método e no outro, não. 

 

Peptídeos sequenciados 

  

As frações coletadas manualmente durante o fracionamento foram, então, liofilizadas 

e saturadas com matriz de CHCA e aliquotadas em placa maciça para a identificação de 

possíveis íons precursores em MALDI-TOF/MS e de sua fragmentação para posterior 

sequenciamento de novo dos peptídeos encontrados. 

Uma busca realizada no banco de dados do genoma do café (Vieira et al., 2006) 

sugere que, dentre os peptídeos caracterizados, estão aqueles que são fragmentos de  

proteínas pertencentes à família da Dehidrina-CcDH1a e da Globulina 11S (Tabela 4). 
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Tabela 4: Sequências de peptídeos do café verde oriundos do fracionamento em HPLC e 
sequenciados por sequenciamento de novo, a respectiva massa molecular e Busca de similaridade 
por Blast_hit. 

Sequência Massa (Da) Blast_hit 
YGGTAGAHGTY 1054,5410 dehydrin DH1a [Coffea canephora] 
YGNPVRQTD 1178,6240 dehydrin DH1a [Coffea canephora] 
EDYGNPVRKTDE 1422,7630 dehydrin DH1a [Coffea canephora] 
KIKEKLPGGHKEAR 2002,5000 dehydrin DH1a [Coffea canephora] 
QLNNQQLAEEYQGQQQQ 2047,0900 hypothetical protein PPL_10786 
YGNGGNGHENG 1075,5340 Hypoth. protein [Sorghum bicolor] 
LKQGEGPYGKQGQKPQQQ 1999,1180 Hypoth. protein [Sulfolobus tokodaii] 

YTCYRQSEE 1178,6390 glycosyl transferase, group 2 family 
protein 

NPQQGGGKEGHQGQQQ 1933,8170 11S storage protein [Coffea arabica] 
(AG)QNPQQGGGKEGHQGQQQQ 1934,0390 11S storage globulin[Coffea arabica] 
QNPQQGNKEGHKCKPLQ 1934,0630 11S storage globulin[Coffea arabica] 
KLNNQTHWDGHQGQQQ 2047,2442 11S storage protein [Coffea arabica] 
QNPQQGGGKWHQGKKKQHRNLF 2601,6799 11S storage protein [Coffea arabica] 
 

Alguns peptídeos presentes na fração proteica de grãos de café torrado também 

foram fracionados e sequenciados. A metodologia utilizada foi a mesma da extração do café 

verde. Deve ser por esse motivo que poucos peptídeos foram encontrados (Tabela 5).  

Tabela 5: Sequências de peptídeos do café torrado oriundos do fracionamento em HPLC e 
sequenciados por sequenciamento de novo, a respectiva massa molecular e Busca de similaridade 
por Blast_hit. 

Peptídeo Massa (Da) Blast_Hit 

AGNPKGELKGEHKGKK 1677 low temperature inducible SLTI66 
[Glycine max] 

AGNPQQGGGKEGHQGQQQQ 1934  11S storage protein [Coffea arabica] 

H(Dha)NKKY 758 -------- 

 

Peptídeos presentes em diversas proteínas foram sequenciados. Brand e 

colaboradores (2012) descreveram que para encontrar os peptídeos bioativos encriptados, 

esses precisam apresentar características pré-determinadas. Da mesma forma, o foco do 

trabalho foi encontrar peptídeos que apresentassem a terminação YGG na porção N-

Terminal, que apresentassem a mesma terminação das encefalinas (Fürst, 1999). Milan, em 

2002, realizou estudos sobre a atividade opioide e concluiu que têm contribuído para o 

aumento do número de peptídeos conhecidos pertencentes às famílias de opioides, bem 

como subsequente conhecimento de suas localizações e de seus papéis na modulação do 

processo nociceptivo. 
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Peptídeos advindos da Dehidrina 

 

De acordo com a estratégia elaborada por Brand e colaboradores (2012), foi utilizado 

banco de dados do Genoma Café para localizar os peptídeos com características de 

opiáceos. Os peptídeos de interesse foram encontrados nas proteínas da dehidrina 

conforme Figura 11. 

>gi|dehydrin DH1b [Coffea canephora]| 

MAQYGAEYGNQKSQYDEYGNPVRQTDEYGNPARHGGTMGDYGTTGTTGAYGGTTGTAGAHGTYATGTT

GTTGTGAYATQPGTDVGKERHGLGGMLHRSGSGSSSSSEDDGQGGRRKKGMKEKIKEKLPGGHKEAQP

GQEYSSATAAPGYGGEGEQHEKKGIMDKIKEKLPGGHRN 

 

>gi|dehydrin DH1a [Coffea canephora]| 

MAQYGAEYGNQKSQYDEYGNPVRQTDEYGNPARHGGTMGDYGTTGTTGAYGGTTGAHGTYATGTTGTT

GTGAYATQPGTDVGKEHHGLGGMLHRSGSGSSSSSEDDGQGGRRKKGMKEKIKEKLPGGHKEAQPGQE

YSSATAAPGYGGEGVQHEKKGIMDKIKEKLPGGHHN 

Figura 11: Isoformas da dehidrina que continham a terminação YGG na região N-

terminal do peptídeo. Em vermelho, as sequências dos peptídeos escolhidos para 

síntese e testes.  

Com a busca por peptídeos que apresentavam YGG nos três primeiros resíduos da 

região N-terminal do peptídeo (característico em peptídeo opioide), assim que o peptídeo 

PSLEM 12013 (Tabela 1) foi encontrado, o trabalho foi direcionado para as dehidrinas, pois 

esse peptídeo está presente na proteína JP709196.1|CaDHN1b| YGGTAGAHGTY (Santos e 

Mazzafera, 2012). A referência  desta isoforma da dehidrina foi sequenciada a partir de 

plantas de Coffea canephora, porém o peptídeo que foi sequenciado (PSLEM 12013) 

apresentou uma alteração no quinto resíduo, a partir da região N-terminal, onde foi alterado 

de Treonina para Alanina. Essa alteração também foi encontrada por Santos e Mazzafera 

(2012) em sequências de cDNA de C. arabica. 
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A 
>gi|dehydrin DH1a [Coffea canephora]    

MAQYGAEYGNQKSQYDEYGNPVRQTDEYGNPARHGGTMGDYGTTGTTGAYGGTTGAHGTYATGTTGTT

GTGAYATQPGTDVGKEHHGLGGMLHRSGSGSSSSSEDDGQGGRRKKGMKEKIKEKLPGGHKEAQPGQE

YSSATAAPGYGGEGVQHEKKGIMDKIKEKLPGGHHN  

 

B 
>gi|357256139|gb|JP709196.1| TSA: Coffea arabica Contig8867 

MAQYGAEYGNQKSQYDEYGNPVRQTDEYGNPARHGGTMGDYGTTGTTGAYGGTAGAHGTYATGTTGTT

GTGAYATQPGTDVGKEHHGLGGMLHRSGSGSSSSSEDDGQGGRRKKGMKEKIKEKLPGGHKEARPGQE

YSSATTAPGYGGEGEQHEKKGIMDKIKEKLPGGHNN 

 

Figura 12: A - Sequência da proteína dehydrin DH1a (Hinninger et al. 2006) e em 

negrito o peptídeo similar ao PSLEM 12013. B - Sequência do Contig 8867 (Santos e 

Mazzafera, 2012). Em A e B, as regiões diferenciadas por cores foram os peptídeos 

sequenciados. 

 

Com os peptídeos definidos, foi realizada síntese manual, purificação e aferição da 

massa e da estrutura do peptídeo (Figura 13). As amostras contendo os peptídeos puros 

foram quantificadas para a realização dos testes em animais. Todos os peptídeos, inclusive 

a encefalina, foram dosados igualando à molaridade da dose de morfina, para manter o 

número de moléculas constante em todos os ensaios. 
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Figura 13: Espectro obtido por MS/MS para confirmação da identidade do PSLEM 

12013 (YGGTAGAHGTY-COOH). A série y corresponde aos íons fragmentados no C-

terminal e a série b, fragmentos no N-terminal. 

 

Testes nociceptivos 

 

Para iniciar os testes nociceptivos e verificar sua eficiência, foi realizado um 

experimento piloto utilizando o peptídeo PSLEM 11042 avaliando o comportamento dos 

animais no decorrer de duas horas.  Após o fim do experimento de placa quente e teste de 

retirada da cauda (Figuras 14 e 15) foi avaliado que seria necessário realizar o teste por 

mais tempo, pois, na figura 14, a atividade do peptídeo apresentou-se tardia podendo ser 

prolongada. 

Ressalta-se que ocorreu um erro (uma troca de aminoácidos) durante a síntese 

desse peptídeo (Tabela 1) e, apesar ser um análogo, apresentando a terminação YGG na 

região N-Terminal, ele não apresenta a sequência da dehidrina. Outro fator que mostrou ser 

relevante foi a dose utilizada para esse peptídeo, a qual foi subestimada ao serem 

administrados 10 mg.kg-1 de animal (a dose correta seria 23,1 mg.kg-1). 
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Figura 14: Índice de latência adquir ido em diferentes tempos após a aplicação ( i.p.) 

em camundongos do PSLEM11042 uti l izando a placa quente por 120 minutos. 

 

Figura 15: Índice de latência adquir ido em diferentes tempos após a aplicação ( i.p.) 

em camundongos do PSLEM11042 uti lizando o teste da retirada da cauda por 120 

minutos. 

Ao realizar os testes com o PSLEM11042 seguindo os parâmetros adotados no 

Laboratório de Toxinologia (UnB), foi verificado que o intervalo entre as avaliações era muito 

próximo e que o período de duas horas de avaliação poderia mascarar os resultados. Foi 

decidido, então, que a duração dos testes fosse ampliada em duas horas, passando para 4 

horas. As avaliações passaram de intervalos de 10 minutos na primeira hora para 20 

minutos. No restante do tempo, os intervalos aumentaram de 20 para 30 minutos entre as 

avaliações. 
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Outra alteração realizada para o próximo ensaio foi a adição de outro controle além 

da morfina, também positivo, porém peptídico e não alcalóide. Então, como controle 

positivo, foi utilizada também a Leu-encefalina.  

Com o prolongamento do tempo de experimento, os testes nociceptivos 

demonstraram que os peptídeos apresentaram atividade antinociceptiva. Como pode ser 

observado nas figuras 16 e 17, o PSLEM 11043 apresentou atividade tardia e prolongada na 

placa quente e no teste de retirada da cauda. Para verificar a atividade antinociceptiva do 

PSLEM 11043 a naloxona foi injetada nos animais nos tempos: 0; 60; 120. 

 

Figura 16: Índice de latência adquir ido em diferentes tempos após a aplicação ( i.p.) 

em camundongos do PSLEM 11043 uti lizando o teste da retirada da cauda por 240 

minutos. # - A partir de 20 minutos, Morfina > Salina P<0,05. * - A partir de 20 

minutos PSLEM 11043 e Encefalina > Salina  com P<0,05. 

 

Com o experimento de retirada da cauda, a naloxona pôde inibir o efeito até o final 

do teste com PSLEM 11043 (Figura 16), não apresentando a volta da atividade depois da 

interrupção da naloxona no tempo 120 minutos. Já no ensaio de placa quente (Figura 17), 

foi possível verificar que a atividade antinociceptiva do PSLEM 11043 teve início com 120 

minutos e durou até o final do experimento. O teste com naloxona só teve início com 150 

minutos, pois sua administração foi interrompida com 120 minutos, liberando então os 

receptores do sistema nervoso para a ligação do peptídeo. 
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Figura 17: Índice de latência adquir ido em diferentes tempos após a aplicação ( i.p.) 

em camundongos do PSLEM 11043 uti l izando a placa quente por 240 minutos. # - A 

partir  de 60 minutos, Morfina > Salina P<0,05. ** - A partir de 20 minutos PSLEM 

11043 e Encefalina > Salina  com P<0,05. 

 

 

Esse resultado mostra que a atividade de ligação do peptídeo é similar à da 

encefalina, pois, da mesma forma que o principal antagonista da morfina é a naloxona, que 

interage com receptores opioides (δ, κ e µ) (Goldeberg, 2010; Kane et al, 2006), também é 

antagonista do peptídeo. Por isso, a naloxona foi utilizada nos ensaios com os peptídeos 

sintéticos visando o antagonismo para confirmar a via que atuavam: a de receptores 

opioides. 

Para a melhor visualização dos ensaios, o controle positivo morfina foi retirado dos 

gráficos (por manter o mesmo padrão) e foi mantida como controle positivo apenas a Leu-

encefalina. Como foi observado na Figura 17, a naloxona, quando aplicada até o final do 

ensaio, inibiu o efeito da encefalina, e, por se manter constante nos outros testes, essa 

informação também foi omitida. Foram inseridos e mantidos os dados contendo o ensaio da 

encefalina com aplicação da naloxona até 120 minutos. 

O peptídeo PSLEM 11044 apresentou efeito antinociceptivo nos camundongos 

seguindo uma tendência similar ao da encefalina. A atividade de antinocicepção do peptídeo 

pode ser observada nos gráficos obtidos a partir dos testes de placa quente e teste de 

retirada da cauda como pode ser observado nos gráficos das figuras 18 e 19. Neste 

experimento, não foi realizado o ensaio do peptídeo com a Naloxona. 
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Figura 18: Índice de latência adquir ido em diferentes tempos após a aplicação ( i.p.) 

em camundongos do PSLEM 11044 uti lizando o teste da retirada da cauda por 240 

minutos. # - A partir  de 90 minutos, PSLEM 11044 > Salina P<0,05. 

 

Para constatar que a naloxona se ligou ao receptor opioide, foi decidido realizar 

também a interrupção da naloxona com 120 minutos no ensaio com encefalina para verificar 

se, com a suspensão, o efeito antinociceptivo seria retomado (Figura 19). Diferentemente do 

ensaio da retirada da cauda, na placa quente, após a interrupção da naloxona, a atividade 

da encefalina inicia o efeito antinociceptivo.  

 

Figura 19: Índice de latência adquir ido em diferentes tempos após a aplicação ( i.p.) 

em camundongos do PSLEM 11044 uti lizando a placa quente por 240 minutos. . # - 

A partir de 90 minutos, PSLEM 11044 > Salina P<0,05. * - A partir de 180 minutos 

PSLEM 11043 e Encefalina+Naloxona interrompida > Salina  com P<0,05. 
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Os testes realizados com o peptídeo PSLEM 11045 também apresentaram atividade 

antinociceptiva no teste de retirada da cauda (Figura 20). Novamente, a atividade da 

encefalina não foi retomada após a interrupção da administração de naloxona. Não foi 

realizado o ensaio com naloxona para esse peptídeo. 

 

Figura 20: Índice de latência adquir ido em diferentes tempos após a aplicação ( i.p.) 

em camundongos do PSLEM 11045 uti lizando o teste da retirada da cauda por 240 

minutos. # - A partir  de 120 minutos, PSLEM 11045 > Salina P<0,05. 

 

Nos testes de placa quente para o peptídeo PSLEM 11045, ele também configurou 

atividade antinociceptiva, tendo o início da atividade com 60 minutos, perdurando até o final 

do experimento.  
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Figura 21: Índice de latência adquir ido em diferentes tempos após a aplicação ( i.p.) 

em camundongos do PSLEM 11045 uti l izando a placa quente por 240 minutos. # - A 

partir  de 60 minutos, PSLEM 11045 > Salina P<0,05. 

 

 

No teste de retirada da cauda, a atividade da encefalina e do PSLEM 12013 também 

mostrou um efeito prolongado, como pode-se visualizar na Figura 22, onde o início da 

antinocicepção ocorreu entre 60 e 90 minutos após a injeção com duração de 4 horas de 

experimento. A aplicação da naloxona fez com que os efeitos do PSLEM 12013 e da 

encefalina fossem inibidos ficando no mesmo nível da salina. 

 

Figura 22: Índice de latência adquir ido em diferentes tempos após a aplicação ( i.p.) 

em camundongos do PSLEM 12013 uti lizando o teste da retirada da cauda por 240 

minutos. # - A partir  de 150 minutos, PSLEM 12013 > Salina P<0,05. 
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No outro teste de nocicepção, a atividade antinociceptiva da Leu-encefalina e do 

peptídeo PSLEM 12013 resultou em um efeito prolongado nos animais, como podemos 

visualizar na Figura 23, onde foram avaliadas 4 horas de experimento na placa quente. No 

período em que a naloxona foi aplicada (de zero a 120 minutos), o efeito do PSLEM 12013 

foi antagonizado. A partir de 150 minutos, não foi mais injetada a naloxona e foi notada a 

atividade do peptídeo e da encefalina. 

 

 

Figura 23: Índice de latência adquir ido em diferentes tempos após a aplicação ( i.p.) 

em camundongos do PSLEM 12013 uti l izando a placa quente por 240 minutos. # - A 

partir de 60 minutos, PSLEM 12013 e Encefalina > Salina P<0,05 e com 180 minutos 

PSLEM 12013+Naloxona e Enk+Naloxon Interrompida > Salina P<0,05. 

 

A área abaixo da curva no teste de placa quente (Figura 24) demonstra que os 

grupos dos PSLEMs, morfina e Leu-encefalina apresentaram o efeito acumulado 

estatisticamente significativo quando comparados à salina com o valor de P< 0,05 do Teste 

de Tukey. Os PSLEMs exibiram um efeito acumulado semelhante à Leu-encefalina, porque 

não houve diferença significativa (PSLEMs X Leu-encefalina) com valor de P > 0,05 (NS) 

durante todo o ensaio. 

Foi possível verificar que a atuação dos peptídeos dá-se nos receptores de opioides, 

visto que, quando a aplicação da naloxona foi adotada, houve inibição da atividade 

antinociceptiva. Na Figura 20, é possível visualizar que a área abaixo da curva da Leu-

encefalina e do PSLEM 12013 é significativamente maior com valor de P< 0,05 do Teste de 

Tukey, quando comparados aos respectivos ensaios com naloxona. Para o PSLEM 12013, 



54 
 

mesmo com a interrupção da administração da naloxona (que resultou na atividade 

antinociceptiva tardia), o efeito foi significativamente maior. 

 

Figura 24: Área abaixo da curva para todos os experimentos no teste de placa 

quente. Os grupos marcados com (*) foram estatisticamente superiores ao grupo 

salina quando avaliados por one way anova e Teste de Tukey com P < 0,05. Os 

grupos marcados com (#) foram estatisticamente superiores ao respectivo grupo 

tratado com naloxona quando avaliados por one way  anova e Teste de Tukey com P 

< 0,05. 

 

Também foi possível verificar na Figura 24 que o PSLEM 12013 + naloxona teve um 

efeito acumulado estatisticamente significativo menor que no ensaio do PSLEM 12013 sem 

naloxona, pois esse atuou como antagonista no receptor opioide. A mesma situação foi 

observada no ensaio comparando a encefalina e encefalina + naloxona. 

Na Figura 25, a área abaixo da curva do ensaio de retirada da cauda demonstra que 

os grupos dos PSLEMs, morfina e Leu-encefalina apresentaram o efeito acumulado 

estatisticamente significativo quando comparados à salina com o valor de P< 0,05 do Teste 

de Tukey. Os PSLEMs (exceto o PSLEM 11043) exibiram um efeito acumulado semelhante 
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a Leu-encefalina, porque não houve diferença significativa (PSLEMs X Leu-encefalina) com 

valor de P > 0,05 (NS) durante todo o ensaio. 

 

 

Figura 25: Área abaixo da curva para todos os experimentos no teste de retirada da 

cauda. Os grupos marcados com (*) foram estatisticamente superiores ao grupo 

salina quando avaliados por one way anova e Teste de Tukey com P < 0,05. Os 

grupos marcados com (#) foram estatisticamente superiores ao respectivo grupo 

tratado com naloxona quando avaliados por one way  anova e Teste de Tukey com P 

< 0,05. Os grupos marcados por ($) apresentaram maior área abaixo da curva que 

os demais avaliados por one way anova e Teste de Tukey com P < 0,05. 

 

Avaliando a área abaixo da curva do grupo PSLEM 11043, foi possível verificar 

(Figura 25) que o referido grupo apresentou maior efeito acumulado que os demais grupos 

tendo o P<0,05 estatisticamente significativo. Apenas quando comparado ao grupo da 

morfina, não apresentou diferença estatística significativa com P>0,05. Os grupos dos 

PSLEM 12013, 11043 e da Leu-encefalina apresentaram uma diferença estatisticamente 

significativa exibindo maior valor acumulado que os respectivos grupos tratados com 

naloxona. 
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Biodisponibilização do PSLEM 12013 e Leu-encefalina 

 

O peptídeo obtido por meio da digestão do extrato proteico de café com pepsina 

(PSLEM 12013) foi digerido utilizando tripsina imobilizada por um período de 4 horas, 

avaliando o índice de fragmentação nos tempos de 15 minutos, 30 minutos, 2 horas e 4 

horas. Foi possível verificar (Figura 26) um acréscimo da intensidade dos íons de menor 

massa ao longo do tempo e o decréscimo do íon precursor.  

Isso mostra que ao longo da incubação com a enzima tripsina, (enzima presente no 

trato gastrointestinal) o pico majoritário do PSLEM 12013 vai reduzindo sua intensidade. Por 

meio desse experimento, foi possível observar in vitro a digestão do peptídeo por meio da 

enzima presente no organismo. 

 

Figura 26: Representação dos fragmentos do PSLEM 12013, obtidos nos diferentes 

tempos de incubação com a enzima tr ipsina. Análise realizada por espectrometria de 

massa, MALDI-TOF/MS. A: espectro obtido após 15 minutos de incubação; B: 

espectro obtido após 30 minutos de incubação; C: espectro obtido após 120 minutos 

de incubação; D: espectro obtido após 240 minutos de incubação; E: peptídeo 

controle (PSLEM 12013). 

 

A 
B 

C 
D 

E 
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A encefalina (Leu) foi digerida utilizando tripsina imobilizada por um período de 4 

horas avaliando o índice de fragmentação nos tempos de 30 minutos, 1 hora, 2 horas e 4 

horas. Foi possível verificar, na figura 27, o decréscimo do íon precursor ao longo do tempo. 

 

 

Figura 27: Representação dos fragmentos da Leu-encefalina, obtidos nos diferentes 

tempos de incubação com a enzima tr ipsina. Análise realizada por espectrometria de 

massa, MALDI.  A: espectro obtido após 30 minutos de incubação; B: espectro 

obtido após 60 minutos de incubação; C: espectro obtido após 120 minutos de 

incubação; D: espectro obtido após 240 minutos de incubação; E: peptídeo controle 

(Encefalina-Leu). 

Foi possível verificar, quando comparadas as figuras 26 e 27, que o íon majoritário 

(controle) do PSLEM 12013 apresentou menor degradação que o íon majoritário da Leu-

encefalina, que com o passar do tempo teve a intensidade do pico reduzida. Esse fato pode 

ter ocorrido devido ao tamanho do peptídeo e sua conformação estrutural. 

 

DISCUSSÃO 

 

É possível realizar a determinação do conteúdo proteico dos grãos de café utilizando 

estratégias conjuntas de gel de eletroforese bidimensional, biblioteca de cDNA e 

degradação de Edman para confirmação das proteínas (Rogers et al., 1999; De Castro e 

Marraccini, 2006). Porém, esses autores creditam 45% do conteúdo proteico dos grãos à 

A 
B 

C 
D 

E 
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proteína 11S (Shewry, 1995). Ao realizar a extração proteica dos grãos de café utilizando 

uma solução levemente ácida, foi possível verificar a presença de outras proteínas além da 

globulina (11S). E, principalmente, foi encontrada a dehidrina contendo os peptídeos com 

características de opioides. 

Da mesma forma que Brand e colaboradores (2012) encontraram os peptídeos 

bioativos encriptados em proteínas de soja, no presente trabalho foi possível identificar os 

peptídeos bioativos como fragmentos dentro de proteínas, inspirados pela liberação 

peptídeo natural e ativação sob proteólise enzimática, realizada por meio da digestão 

enzimática da pepsina, mimetizando a digestão em humanos. 

Os testes antinociceptivos mostram que os peptídeos apresentaram atividade 

opioide. Esses peptídeos contêm resíduos de aminoácidos, os quais conferem grupos 

farmacofóricos semelhantes aos da morfina. Os grupos farmacofóricos podem ser definidos 

como os grupos moleculares que permitem o reconhecimento pelo receptor e que são 

essenciais para a atividade desejada (Barreiro e Fraga, 2008). 

Um fator importante na ação dos peptídeos é a organização da molécula no espaço 

tridimensional. Mesmo que esse não seja um dos objetivos do trabalho, podemos afirmar 

que os peptídeos se organizam de forma a permitirem a classificação como agonistas. A 

estrutura do antagonista de receptores opioides, a naloxona, possui os mesmos grupos 

farmacofóricos que a morfina, mas, quando interage com o receptor, promove o efeito 

contrário, de antagonismo. Isso ocorre devido a um impedimento estérico provocado por 

outro grupo OH que faz com que a amina da naloxona interaja em outro sítio do receptor, e 

não no mesmo sitio que a morfina (Goldeberg, 2010; Kane et al., 2006; Patrick, 2009). 

A estrutura primária dos PSLEMs na região N-terminal (YGG) é característica em 

peptídeos opioides que apresentam afinidade maior para receptores do tipo mµ-opioide. Ela 

possui atividade antinociceptiva e está localizada, principalmente, no mesencéfalo, locus 

coerelus, no hipotálamo, substância gelatinosa e corno dorsal da medula espinhal. As 

endomorfinas podem ser clivadas por peptidases (exo e endopeptidases) no meio 

extracelular e também no meio intracelular (Fichna et al., 2007). O que sugere que, após 

administração (i.p.), os peptídeos (PSLEM 11043, 11044, 11045 e 12013) também podem 

ser clivados antes de chegar próximo a barreira hematoencefálica ou após, considerando a 

possibilidade deles terem-na atravessado. 

Com a descoberta de Boublik e colaboradores (1983), a hipótese é corroborada, pois 

foi relatado que componentes presentes nos pós de café instantâneo estariam competindo 

com a naloxona pela ligação a receptores opiáceos nos ensaios com membranas de cérebro 
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de rato, sem apresentar diferença significativa entre o café normal e o descafeinado. A 

atividade de ligação ao receptor se assemelha à observada com antagonistas de opiáceos. 

Uma caracterização preliminar ainda revelou que tem um peso molecular na gama de 1.000-

3.500 Da, e a massa dos PSLEMs variam entre 600 e 1100 Da, aproximadamente. O grupo 

de Boublik ainda relatou que estes dados sugerem que o consumo de café pode ser seguido 

por efeitos mediados via receptores de opiáceos, bem como pelos efeitos da cafeína.  

Poucos estudos relatam a atividade das endomorfinas após administração 

intraperitoneal em camundongos. Li e colaboradores (2001), em estudos com ratos e 

aplicação i.p. para a dor visceral, observaram que a endomorfina-1 apresentou atividade 

antinociceptiva que também foi revertida na presença da naloxona. Outros estudos 

identificaram a ação sinérgica desses peptídeos nas vias descendentes inibitórias para dor, 

provocando a liberação de serotonina (5-HT) e noradrenalina, o que sugere que as 

endomorfinas possam agir também nos receptores 5-HT e alfa adrenoreceptores localizados 

no corno dorsal da medula espinhal. A endomorfina-2 também pode liberar a Met-encefalina 

para agir nos receptores delta provocando antinocicepção. (Ohsawa et al., 2000; Tseng, 

2002). Com base nessas informações, a possibilidade de os PSLEMs também 

apresentarem efeito antinociceptivo associado a outros receptores não pode ser descartada. 

A via de administração dos peptídeos foi intraperitoneal e não intracerebroventricular 

(i.c.v.). A via i.c.v. permite a administração do fármaco direto no cérebro sem passar pela 

barreira hematoencefálica (Cook et al., 2009). Assim, devido à administração intraperitoneal 

dos peptídeos, foi possível inferir que eles podem ter atravessado a barreira 

hematoencafálica; essa barreira é rica em enzimas e separa o cérebro da circulação 

sistêmica, sendo considerada uma barreira que impede a ação de drogas no sistema 

nervoso central (SNC) (Witt e Daves, 2006). Muitos trabalhos disponíveis na literatura 

relatam que apenas moléculas com baixa massa molecular passariam pela barreia 

hematoencefálica (Janecka et al.,2010; Sato et al., 2006; Shechter et al., 2010). Entretanto, 

os peptídeos com aproximadamente 1000 Da podem ter atravessado, de acordo com o 

comportamento observado no teste. Novamente, não é possível afirmar a maneira pela qual 

ocorreu esse processo; se foram os peptídeos com os 11 ou 7 resíduos ou apenas a região 

presente no N-terminal YGG. 

Os ensaios com o antagonista naloxona foram necessários para confirmar que a 

atividade analgésica dos peptídeos era proveniente de mecanismos opioides, os quais 

visam o bloqueio da nocicepção, a antinocicepção. Os resultados obtidos mostram que, na 

presença da naloxona, não houve atividade, sugerindo que são peptídeos agonistas de 

receptores opioides. No modelo de teste da placa quente houve atividade após a interrupção 
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da administração da naloxona, sugerindo que os peptídeos poderiam estar localizados nas 

vias modulatórias para controle de inibição da dor (vias ascendentes e descendentes), e 

que, na ausência do antagonista competitivo, conseguiram interagir e promover a 

antinocicepção. 

Também foram utilizados a Leu-encefalina como controle positivo, um peptídeo 

endógeno que atua sobre receptores opioides, e quando administrada por via i.p. conjugada 

com a glicose atravessa a barreira hematoencefálica por meio de difusão mediada pelo 

transportador para glicose (GLU-T1) (Li et al., 2012; Polt et al.,1994). A morfina, que é 

considerada o controle positivo padrão para os tipos de testes realizados, também foi 

utilizada (teste de retirada da cauda e teste da placa quente) (Rang e Dale, 2011; Shechter 

et al., 2010). 

Com os dados obtidos por meio dos experimentos, pode-se notar que os peptídeos 

apresentaram um perfil de atividade mais tardio e duradouro, o que pode ser atribuído à sua 

farmacocinética, já que a absorção pode ser que mais lenta quando comparada com a da 

morfina, devido ao tamanho da molécula. No que se refere às outras fases da 

farmacocinética, como a distribuição, o metabolismo e a excreção, esses não podem ser 

correlacionados, pois essas propriedades não foram avaliadas especificamente. Outro ponto 

relevante é o tempo de ação prolongado que pode ser devido à biodisponibilidade que os 

peptídeos apresentaram durante o ensaio, a qual pode constituir-se em uma das maiores 

adversidades na utilização de peptídeos para o desenvolvimento de possíveis candidatos a 

fármacos (Liskamp et al., 2011; Mason, 2010; Sato et al., 2006). 

Quando ingeridos, os peptídeos bioativos, além de contribuir para o valor nutricional 

do alimento, também exercem efeito fisiológico. No caso dos peptídeos opioides, eles são 

absorvidos pela corrente sanguínea e muitos podem atravessar a barreira hematoencefálica 

provocando respostas farmacológicas semelhantes às da morfina. As principais respostas 

são em relação ao bloqueio do estímulo da dor, à antinocicepção, aos efeitos no controle do 

humor e ao controle da saciedade. (Peuhkuri et al., 2011; Wada e Lonnerdala, 2014). Esse 

também pode ser o motivo pelo qual os animais não se alimentavam durante o experimento, 

o que sugere a possível produção de fármacos utilizados na inibição do apetite. 

 

CONCLUSÃO 
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A estratégia de análise in silico para identificar os peptídeos com estrutura análoga 

aos peptídeos opioides mostrou ser uma ferramenta valiosa para a sondagem de peptídeos 

com características de opiáceos. 

Os processos de extração proteica e de digestão, in vitro, com pepsina imobilizada, 

mimetizando a atividade do organismo, mostraram ser uma estratégia eficiente para extrair 

os peptídeos encriptados na dehidrina, presente na fração proteica do grão verde de Coffea 

arabica. Para o grão torrado é preciso realizar outros métodos de extração proteica e 

preparo das amostras. 

O modelo adaptado de testes em animais para caracterizar os peptídeos foi 

modificado com sucesso, pois nos possibilitou avaliar, de maneira mais eficiente, o ensaio 

de antinocicepção. 

A descoberta dos peptídeos presentes na fração proteica de endosperma de Coffea 

arabica aliada ao conhecimento da possível ligação dos peptídeos contendo YGG na região 

N-terminal nos permitiu concluir que a atividade dos peptídeos no organismo do animal tem 

um efeito retardado, porém, mais duradouro que o da morfina. 

Com os resultados obtidos no trabalho foi possível desenvolver um memorial de 

patente que foi submetido pela Embrapa e UnB ao INPI (Anexo). 
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