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RESUMO 

 

Devido à crescente evidência dos efeitos benéficos promovidos pela 

Angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] via receptor Mas, entre eles vasodilatação, anti-

arritmogênese, anti-trombogênese, anti-fibrogênese, facilitação da função erétil e 

melhora do metabolismo glicêmico e lipídico, o eixo ECA2/Ang-(1-7)/Mas é, 

atualmente, um alvo potencial para novas abordagens terapêuticas de doenças 

cardiovasculares. Recentes avanços em biotecnologia permitiram a descoberta de 

um potencial agonista do Mas, o CGEN-856S. Isto foi possível através da utilização 

de uma plataforma biológica computacional, desenvolvida pela empresa de 

biotecnologia Compugen, usada para identificar novos peptídeos ligantes de 

receptores acoplados à proteína G. A capacidade do CGEN-856S ativar o receptor 

Mas foi demonstrada pela indução do influxo de cálcio em células CHO-K1 co-

transfectadas com o Mas (Shemesh et al., 2008). Neste estudo, avaliamos os efeitos 

cardiovasculares deste novo peptídeo, assim como sua especificidade de ligação ao 

Mas. Nossos dados mostram que o CGEN-856S induziu um efeito vasodilatador 

dependente do endotélio e da produção de óxido nítrico, em anéis de aorta de ratos 

e camundongos. O efeito relaxante do CGEN-856S foi mediado pela interação com 

o receptor Mas, como indicado pela inibição da resposta vasodilatadora na presença 

do A-779 e em anéis de aorta de camundongos KO-Mas. Nossos dados também 

mostram o efeito anti-arritmogênico induzido pelo CGEN-856S (0,04 nmol/L) em 

corações isolados de rato. Este efeito foi seguido de melhora da função cardíaca, 

observada pela preservação da tensão sistólica e diastólica durante a reperfusão, 

sem alterações na frequência cardíaca. Através da utilização do modelo de 

hipertrofia cardíaca induzida pelo isoproterenol, observamos que o CGEN-856S 

reduziu a deposição de colágeno I, III e fibronectina no coração, além de produzir 

efeito anti-hipertrófico. Além disso, a administração aguda (i.v.) e crônica (28 dias) 

do novo agonista do Mas produziu uma redução da pressão arterial em ratos 

espontaneamente hipertensos. Ensaios de competição de radioligante mostraram 

que o CGEN-856S possui baixa afinidade pelos receptores de angiotensina II, AT1 e 

AT2. Interessantemente, o composto CGEN-856S deslocou a ligação da FAM-Ang-

(1-7) em células CHO transfectadas com o Mas. Finalmente, o papel cardioprotetor 
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do novo agonista do Mas, CGEN-856S, foi também observado no modelo de 

insuficiência cardíaca induzida pela oclusão da artéria coronária esquerda. O 

tratamento com o novo peptídeo preservou a função cardíaca pós-isquêmica de 

ratos infartados, além de reduzir a área de infarto. Estes resultados reforçam a 

crescente evidência de um papel chave do receptor Mas na função cardiovascular. A 

descoberta do CGEN-856S como um novo agonista do Mas representa um passo 

importante para a exploração das ações deste receptor e para a validação de seu 

potencial como alvo terapêutico em patologias cardiovasculares.  
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ABSTRACT 

 
The increasing evidence of the beneficial effects of Angiotensin-(1-7) [Ang-(1-

7)] through the activation of its receptor Mas, as vasodilation, antiarrhythmogenesis, 

antitrombogenesis, antifibrogenesis, improvement of erectile dysfunction and lipdic 

and glicemic metabolism, raised the possibility to develop new drugs based on the 

ACE2/Ang-(1–7)/Mas axis. Advances in biotechnology allowed the discovery of a 

potential Mas agonist, CGEN-856S. This was achieved using a computational 

biology platform, developed by the biotechnology company Compugen, for predicting 

novel naturally occurring peptides that may activate G protein-coupled receptors. 

CGEN-856S was found to activate the Mas receptor, in a cell-based system 

(Shemesh et al., 2008). In this study we evaluated the cardiovascular effects of this 

potential Mas agonist, intending to clarify its specificity in binding Mas. CGEN-856S 

induced an endothelium- and NO-dependent vasodilating effect in aorta rings of mice 

and rats. The relaxing effect of CGEN-856S was mediated by Mas, as indicated by 

the lack of action in Mas knockout aortic rings and inhibition by the Mas antagonist, 

A-779. Our data also show the antiarrhythmogenic effect of CGEN-856S (0,04 

nmol/L) in isolated rat hearts. This effect was followed by an improvement of the 

systolic and diastolic tension during reperfusion, without alterations on the heart rate. 

CGEN-856S also produced cardio-protection in the isoproterenol-induced heart 

remodeling model, as demonstrated by a reduction in collagen I, III and fibronectin 

staining, as well as an anti-hypertrophic effect. The acute (i.v.) and chronic (28 days) 

administration of CGEN-856S in spontaneously hypertensive rats produced a marked 

decrease in mean arterial pressure. Radioligand binding competition assay showed 

that CGEN-856S did not activate AT1 or AT2 Ang II receptors. On the other hand, the 

CGEN-856S induced an effective displacement of the FAM-Ang-(1-7) binding to CHO 

Mas-transfected cells. Furthermore, infarcted animals treated with the novel Mas 

agonist, presented an improvement of cardiac function and a reduction in myocardial 

infarcted area. These results reinforce the increasing evidence of a key role of Mas in 

the cardiovascular system. The discovery of CGEN-856S as a novel Mas agonist, 

might has a therapeutic value and represents an important step for exploration of the 

effects mediated by Mas and of its potential as a cardiovascular drug target.  
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1 INTRODUÇÃO 
 

1.1 Sistema Renina-Angiotensina  
 

O sistema renina-angiotensina (SRA) é um sistema hormonal amplamente 

estudado, o qual desempenha um papel importante na regulação central e periférica da 

pressão arterial e no equilíbrio hidro-eletrolítico, além de estar envolvido na 

fisiopatologia de várias doenças cardiovasculares (Peach, 1977; Santos et al., 2000). 

Componentes do SRA foram identificados por biologia molecular e técnicas 

bioquímicas em vários tecidos, incluindo coração e artérias, levando ao conceito do 

SRA tecidual. Assim, este sistema não é visto somente como um sistema endócrino, 

mas também como um modulador autócrino e parácrino de funções teciduais (Phillips 

et al., 1992; Wollert & Drexler, 1999).  

Na visão clássica do SRA, seus principais componentes são o 

angiotensinogênio, a renina, a Angiotensina I (Ang I), a enzima conversora de 

angiotensina (ECA) e a Angiotensina II (Ang II) (Figura 1). A renina é uma aspartil 

protease secretada por células justaglomerulares da arteríola aferente. A secreção da 

renina é estimulada por queda da pressão de perfusão renal, diminuição da 

concentração de sódio nos túbulos distais do néfron e por excitação do nervo simpático 

renal via estimulação β1-adrenérgica das células justaglomerulares (Altas et al., 1998).  

O angiotensinogênio é uma α2-globulina, considerado o único precursor dos 

peptídeos angiotensinérgicos. O angiotensinogênio é secretado principalmente pelo 

fígado, embora possa ser sintetizado e secretado em baixas concentrações por outros 

tecidos, como coração, vasculatura e rim (Altas et al., 1998). A formação dos peptídeos 

angiotensinérgicos ocorre por meio de proteólise limitada iniciada pela hidrólise do 

angiotensinogênio pela renina, formando o decapeptídeo Ang I (Asp1-Arg2-Val3-Tir4-

Ile5-His6-Pro7-Fen8-His9-Leu10). Outras enzimas são capazes de clivar o 

angiotensinogênio em Ang I ou em Ang II diretamente. Entretanto, estudos indicam que 

a renina é a principal enzima que degrada o angiotensinogênio para a formação dos 

peptídeos angiotensinérgicos (Campbell, 2003;  Carey & Siragy, 2003). Campbell 

(2003) sugere que outras enzimas apresentam um papel nos tecidos, enquanto a 

renina contribui para a formação dos peptídeos circulantes.  
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Figura 1 – Ilustração da visão clássica do sistema renina-angiotensina e principais 
efeitos induzidos pela Ang II através da estimulação do receptor AT1 (modificado de 
Bader M, 2010).  
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A Ang I é um peptídeo biologicamente inativo que, sob ação da ECA é 

convertida no octapeptídeo Ang II (Asp1-Arg2-Val3-Tir4-Ile5-His6-Pro7-Fen8). A ECA está 

presente em vários tecidos, sendo particularmente abundante no endotélio vascular 

pulmonar e nas membranas com borda em escova dos rins, intestino, placenta e plexo 

coróide (Wright & Harding, 1995; Turner & Hooper, 2002; Bader et al., 2001). Outras 

enzimas também podem promover a formação de Ang II a partir da Ang I ou  do 

angiotensinogênio, como a quimase, a tonina e a catepsina G (Belova, 2000). 

As ações da Ang II, um dos principais membros ativos do SRA, são mediadas 

por receptores específicos de membrana, amplamente distribuídos. Existem dois 

principais subtipos de receptores para a Ang II: o receptor AT1, bloqueado 

especificamente pelo Losartan, e o receptor AT2, bloqueado pelo PD123319. Ambos 

apresentam sete domínios transmembrana e são acoplados à proteína G (GPCRs) 

(Kim & Iwao, 2000). Os receptores AT1 são expressos em diversos tecidos, incluindo 

vasos sanguíneos, coração, rins, cérebro e pulmões. As principais ações da Ang II são 

mediadas por esse receptor e incluem potente vasoconstrição, elevação da pressão 

arterial, aumento da contratilidade cardíaca, retenção do íon sódio e água nos túbulos 

renais e liberação de aldosterona pelas glândulas adrenais (Timmermans et al., 1993; 

Neves et al., 1997), dentre outras. O mecanismo de transdução de sinal do receptor 

AT1 envolve a ativação da fosfolipase C e da fosfolipase A2, seguida pela formação do 

inositol trifosfato e do diacilglicerol, os quais induzem a mobilização de cálcio citosólico 

e a ativação da proteína quinase C (PKC), respectivamente. Além disso, a estimulação 

do receptor AT1 pode levar à inibição da adenilato ciclase, à abertura de canais de 

cálcio e à ativação de tirosinas quinases.  

Enquanto os receptores AT1 são amplamente distribuídos, a expressão dos 

receptores AT2 é mais limitada. Sabe-se que esses receptores estão presentes 

principalmente em tecidos fetais em desenvolvimento, o que sugere uma possível 

participação na morfogênese dos órgãos (Kim & Iwao, 2000). Em adultos, o AT2 é 

encontrado no útero, em células granulosas do ovário, na medula adrenal, em 

diferentes núcleos cerebrais, no coração e em vasos sanguíneos (Matrougui et al., 

1999; Kim & Iwao, 2000). Tsutsumi e colaboradores (1999) sugerem que a ativação do 

receptor AT2 pode desencadear uma resposta vasodilatadora dependente da formação 

de cininas, óxido nítrico (NO) e guanosina monofosfato cíclico (GMPc). Outros efeitos 

induzidos pelo AT2 incluem a inibição da proliferação celular induzida pela ativação do 
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AT1 e indução de apoptose (Stoll et al., 1995; Tanaka et al., 1995). Entretanto, a 

importância funcional dos receptores AT2 em humanos e os mecanismos envolvidos na 

transdução de sinal não estão claramente elucidados (Carey et al., 2001). 

Até pouco tempo atrás, a Ang II era considerada o único peptídeo 

biologicamente ativo do SRA. No entanto, nos últimos anos foram identificadas 

importantes ações periféricas e centrais induzidas por peptídeos menores, antes 

considerados fragmentos inativos. A angiotensina (1-7) [Ang-(1-7)], um heptapeptídeo 

com ausência da fenilalanina na posição 8 do peptídeo Ang II, é considerada, 

atualmente, um importante componente ativo do SRA, podendo ser gerada a partir da 

Ang I por via independente da ECA. A Ang-(1-7) possui um papel chave na fisiologia do 

SRA, atuando de forma contra-reguladora às ações da Ang II (Santos et al., 2000).  

Além da Ang-(1-7), novos componentes do SRA foram identificados por técnicas 

de biologia molecular e bioquímica, incluindo o receptor para a Ang-(1-7), Mas (Santos 

et al., 2003), o receptor da pró-renina (Nguyen, 2007) e a enzima  conversora da 

angiotensina 2 (ECA2) (Donoghue et al., 2000; Tipnis et al., 2000).  

A formação da Ang-(1-7) pode ocorrer diretamente a partir da Ang I pela ação da 

prolil-endopeptidase (PEP) e endopeptidase neutra (NEP) (Welches et al., 1993). Outra 

via de formação ocorre a partir da Ang II pela ação da PEP e prolil-carboxipeptidase 

(PCP), ou através da ação da enzima conversora da angiotensina 2 (ECA2) (Braszko et 

al., 1991; Santos & Campagnole-Santos, 1994; Chappell et al., 1998; Santos et al., 

2000; Santos et al., 2005). A figura 2 ilustra as vias proteolíticas envolvidas na 

formação da Ang-(1-7).  

A ECA2 é uma importante enzima formadora de Ang-(1-7), homóloga à ECA, 

recentemente identificada em humanos e roedores. Os domínios catalíticos da ECA e 

ECA2 são idênticos em 42% da sequência de aminoácidos (Donoghue et al., 2000). A 

ECA 2 está presente principalmente em células endoteliais e artérias, arteríolas e veias 

do coração e dos rins e não pode ser bloqueada pelos clássicos fármacos inibidores da 

ECA. A ECA2 catalisa a conversão da Ang I em Ang-(1-9) e degrada a Ang II em Ang-

(1-7), prevenindo desta forma, o acúmulo de Ang II enquanto favorece a formação de 

Ang-(1-7) (Donoghue et al., 2000; Ye et al., 2004) (Figura 2).  
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Figura 2 – Ilustração das vias de formação dos peptídeos angiotensinérgicos e dos 
receptores envolvidos nas ações da Ang II e Ang-(1-7). AT1: Receptor da Ang II tipo 1; 
AT2: Receptor da Ang II tipo 2; ECA: Enzima conversora de angiotensina; ECA2: 
Enzima conversora de angiotensina 2; Mas-AT1-7R: Receptor da Ang-(1-7), Mas; NEP: 
Neutralendopeptidase 24.11; PCP: Prolilcarboxipeptidase; PEP: Prolilendopeptidase. 
Ilustração: Frederico Severgnini.  
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Em 2003, Santos e colaboradores identificaram o receptor Mas como um 

receptor funcional para a Ang-(1-7). O protooncogene Mas é um receptor acoplado à 

proteína G (GPCR) com sete domínios transmembrana, altamente expresso nos 

testículos e cérebro (Metzger et al., 1994; Walther et al., 2000). Os seguintes 

resultados foram apresentados  por  Santos  e colaboradores  (2003):  (1)  um único 

sítio específico  de ligação para este heptapeptídeo e estudos com o antagonista 

seletivo da Ang-(1-7), o A-779, indicaram a existência de um receptor distinto da Ang-

(1-7), (2) a deleção  genética deste receptor aboliu a ligação da Ang-(1-7) em rins de 

camundongos, (3) camundongos deficientes do receptor Mas perderam completamente 

a ação antidiurética induzida pela Ang-(1-7) após uma sobrecarga aguda de água, (4) a 

Ang-(1-7) se liga à célula transfectada com o receptor Mas e promove a liberação de 

ácido araquidônico e (5) aortas de animais deficientes do receptor Mas perdem a 

resposta relaxadora induzida pela Ang-(1-7). Estudos indicam que vários efeitos 

cardiovasculares da Ang-(1-7) podem ser completamente bloqueados pelo antagonista 

seletivo do receptor Mas, o A-779, sugerindo um papel importante do eixo Ang-(1-

7)/Mas no sistema cardiovascular (Santos et al., 2000).  

Estudos têm demonstrado que a Ang-(1-7) exerce efeitos fisiológicos que, em 

sua maioria, são opostos aos efeitos da Ang II, como ilustrado na figura 3. O SRA 

possui a capacidade de limitar as ações pressoras e proliferativas da Ang II, através de 

mecanismos que dependem da geração alternativa de Ang-(1-7). Neste contexto, a 

Ang-(1-7) agiria como peptídeo sinalizador da ativação do mecanismo de feedback 

negativo que limitaria ou contra-regularia os efeitos produzidos pela Ang II através da 

estimulação de substâncias vasodilatadoras como prostaciclinas, óxido nítrico (NO) ou 

ambos (Ferrario et al., 1997). O estudo de Roks e colaboradores (1999), mostrou que a 

Ang-(1-7) antagoniza a vasoconstrição induzida pela Ang II em artérias de seres 

humanos e inibe a ECA plasmática, cardíaca e vascular, sugerindo que a Ang-(1-7) 

seria um modulador do SRA cardiovascular em humanos.  

Outro importante efeito induzido pela Ang-(1-7) foi demonstrado por Ferreira e 

colaboradores, em 2001. Neste estudo, a Ang-(1-7) na concentração de 0,22 nmol/L 

produziu efeito anti-arritmogênico em corações isolados perfundidos de ratos, 

reduzindo a duração e incidência das arritmias de reperfusão. Este efeito cardioprotetor 

foi bloqueado pelo antagonista específico do receptor da Ang-(1-7), o A-779 [D-Ala7-

Ang-(1-7)], e pelo pré-tratamento com Indometacina, sugerindo que a liberação de 
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Angiotensina II Angiotensina (1-7) Metabólitos 
inativos 
 

ECA2,PEP,PCP 

ECA 

Receptor AT1 
- Vasoconstrição 
- Profibrótico 
- Proliferativo 

Receptor AT2 
- Vasodilatação (?) 
- Antiproliferativo 

Mas-AT1-7R 
- Vasodilatação  
- Antiproliferativo 
- Antifibrótico 
- Antiarritmogênico 

prostaglandinas endógenas contribuem para os efeitos benéficos da Ang-(1-7). De 

acordo com Loot e colaboradores (2002), a infusão intravenosa de Ang-(1-7) preservou 

a função cardíaca, a perfusão coronariana, e a função endotelial aórtica, após a 

indução do infarto do miocárdio em ratos vivos. Um dos possíveis mecanismos 

envolvidos nestas respostas provavelmente está associado à liberação de 

prostaciclinas e/ou de NO. Além disso, a Ang-(1-7) potencializa a vasodilatação 

induzida pela bradicinina (BK), o que pode ser em parte, responsável pelo efeito 

cardioprotetor deste peptídeo (Kucharewicz et al., 2002; Almeida et al., 2000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 3 – Alguns efeitos mediados pelos receptores AT1, AT2 e Mas. AT1: Receptor da 
Ang II tipo 1; AT2: Receptor da Ang II tipo 2 ; ECA: Enzima conversora da angiotensina; 
ECA2: Enzima conversora da angiotensina 2; Mas-AT1-7R: Receptor da Ang-(1-7), Mas; 
NEP: Neutralendopeptidase 24.11; PCP: Prolilcarboxipeptidase; PEP:  
Prolilendopeptidase. Ilustração: Frederico Severgnini.  
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A função protetora do Mas no sistema cardiovascular é evidenciada em diversos 

estudos. Camundongos com deleção genética deste receptor apresentaram função 

cardíaca prejudicada, caracterizada pela diminuição da fração de encurtamento, além 

de disfunção endotelial e marcadas alterações no metabolismo lipídico e glicêmico 

(Santos et al., 2006; Santos et al., 2008; Xu et al., 2008). Além disso, Sampaio e 

colaboradores (2007) mostraram que o receptor Mas está presente no endotélio 

vascular arterial humano e ativa a enzima óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) via 

cascata fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K)/Akt, o que contribui para a melhora da função 

endotelial.  

Devido à crescente evidência dos efeitos benéficos promovidos pela Ang-(1-7) 

via receptor Mas, entre eles vasodilatação, anti-arritmogênese, anti-trombogênese, 

anti-fibrogênese, facilitação da função erétil e melhora do metabolismo glicêmico e 

lipídico (Ferreira et al., 2001; Santos et al., 2003; Ferreira & Santos, 2005; Grobe et al., 

2006; Da Costa Gonçalves et al., 2007; Santos et al., 2008), o eixo ECA2/Ang-(1-

7)/Mas é, atualmente, um alvo potencial para novas abordagens terapêuticas de 

doenças cardiovasculares. 

 
1.2 Descoberta de novos peptídeos ligantes de GPCRs 
 

Os receptores de sete domínios transmembrana estão entre as mais abundantes 

famílias de receptores de superfície celular, compreendendo cerca de 800 genes do 

genoma humano. Tipicamente, a transdução de sinal destes receptores ocorre através 

de interações com proteínas G heterotriméricas em resposta a uma grande variedade 

de estímulos, sendo portanto também denominados receptores acoplados à proteína 

G. Devido à sua vasta expressão e por exercerem um papel central na patofisiologia, 

os GPCRs são considerados alvos farmacêuticos potenciais (Huang ES, 2005).  

Nos últimos anos, um grande esforço tem sido realizado por institutos 

acadêmicos, empresas de biotecnologia e companhias farmacêuticas para identificar 

novos ligantes dos GPCRs. Atualmente, o Projeto Proteoma tornou-se o centro das 

atenções nesta área de investigação.  

O termo “proteoma” foi proposto por Wilkins e colaboradores (1996) como 

significando o conjunto de todas as proteínas expressas por um genoma, as quais 

intervêm nos processos biológicos de uma espécie (Wilkins et al., 1996). Um dos 



 22 

objetivos primários do Projeto Proteoma consiste em selecionar e visualizar o máximo 

de proteínas possível de uma fonte, permitindo que sejam catalogadas 

computacionalmente e estudadas por técnicas analíticas (Souza et al., 1999). Dados de 

análise de diversas proteínas são armazenados em forma de Mapas de Proteomas 

disponíveis na Internet. A existência destes mapas permite que pesquisadores de todo 

o mundo, trabalhando em diversos assuntos envolvendo expressão de proteínas, tais 

como efeito de fármacos, condições patológicas, diferenciação celular, comparação de 

variedades da mesma espécie e respostas celulares a estímulos externos diversos, 

possam identificar mais facilmente as proteínas expressas ou reprimidas (Souza et al., 

1999). O conhecimento da função de uma proteína específica permite explorar seu 

potencial de utilização na elaboração de determinado medicamento (Lanças et al., 

2003).  

Uma série de métodos computacionais tem sido aplicada com sucesso para 

facilitar a descoberta de novas proteínas e seu correspondente receptor. A 

bioinformática serve como uma ferramenta poderosa, a qual suplementa os esforços 

experimentais através de uma avaliação computacional preliminar, identificando 

eficientemente candidatos a ligantes de GPCRs, especialmente peptídeos (Shemesh et 

al., 2008).  

Através de um método computacional desenvolvido recentemente pela empresa 

de biotecnologia Compugen Ltd (Tel Aviv, Israel), foi possível descobrir novos ligantes 

de GPCRs inseridos no proteoma humano, inclusive ligantes potenciais para o receptor 

da Ang-(1-7), Mas. Esta plataforma biológica computacional utilizou-se de um programa 

de algoritmos criados para identificar novos peptídeos clivados a partir de proteínas 

secretadas (Kliger et al., 2008; Shemesh et al., 2008). Desta forma, os ligantes 

identificados podem existir endogenamente devido à proteólise natural.  

A identificação dos novos peptídeos realizada através desta plataforma 

computacional, foi baseada nos seguintes passos computacionais: 1) Criação de um 

conjunto de dados para a identificação de sítios proteolíticos; 2) Criação de um 

conjunto de dados para a predição do peptidoma humano; 3) Avaliação da 

probabilidade de cada peptídeo ser um ligante de GPCRs. Cada passo computacional 

é abordado a seguir.  
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1.2.1 Criação do conjunto de dados para a identificação de sítios proteolíticos 
 

As proteínas de mamífero conhecidas (totalizando 28.780 proteínas) foram 

retiradas do banco de dados Swiss Protein (Bairoch et al., 2005). Destas, 11.705 foram 

classificadas como proteínas secretadas ou proteínas de membrana, de acordo com as 

anotações do banco de dados. Deste grupo, 553 proteínas foram selecionadas por 

possuírem sítios proteolíticos peptídeo convertase, conforme as anotações da base de 

dados. Este sub-grupo foi utilizado como controle positivo de aprendizagem para 

informar o programa de classificação algoritmo de Breiman. O grupo negativo consistiu 

de proteínas com sítios não-proteolíticos, retiradas do banco de dados Swiss Protein, 

de acordo com as anotações do mesmo.  

 

1.2.3 Criação do conjunto de dados para a predição do peptidoma humano  
 

A segunda etapa do processo consistiu na criação de um secretoma humano, 

através da análise de proteínas humanas das seguintes fontes: 1) banco de dados 

Uniprot/Swiss Protein e 2) banco de dados do National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) (GenBankTM versão 149).  

Foram retiradas 29.530 proteínas do banco de dados NCBI. As anotações do 

Uniprot foram usadas para selecionar apenas as proteínas que continham peptídeo-

sinal. Para cada sequência de proteína precursora, os seguintes procedimentos foram 

usados para gerar os produtos peptídicos finais: 1) remoção do peptídeo sinal e 2) 

atribuição de pontos aos sítios de clivagem identificados pelo programa algorítmico. 

Cada sítio de clivagem foi pontuado com um valor entre 0 e 10, em que “0” representou 

um sítio de clivagem conhecido e “10” correspondeu a um sítio de clivagem improvável. 

Foram selecionados apenas os peptídeos que continham sítios de clivagem com 

pontuação menor ou igual a 4. Alguns critérios foram aplicados para a seleção dos 

peptídeos, resultando em uma lista final de milhares de peptídeos (o “peptidoma”), os 

quais foram utilizados como uma fonte de dados para a predição de ligantes de 

GPCRs.  

 

1.2.3 Predição de peptídeos ligantes de GPCRs 
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 Para selecionar prováveis ligantes de GPCRs, foi implementado um programa 

computacional de classificação, baseado no algoritmo Random Forest (Shemesh et al., 

2008). Um grupo conhecido de ligantes de GPCRs foi retirado do banco de dados 

Uniprot e utilizado pelo programa computacional como grupo positivo. Peptídeos não 

ligantes de GPCRs, selecionados de acordo com as anotações do Uniprot, foram 

utilizados como grupo negativo. Para otimização do processo, um classificador foi 

programado para avaliar uma série de parâmetros, entre eles a extensão do peptídeo e 

a frequência de cada aminoácido do peptídeo.  

 Baseado em parâmetros numéricos, o programa de classificação foi formatado 

para distinguir entre o grupo de ligantes conhecidos e o grupo negativo. O programa 

atribuiu uma pontuação para cada peptídeo predito, correspondendo à probabilidade de 

ser um ligante ativador de GPCR. No final do processo foi gerado um conjunto de 100 

peptídeos, os quais receberam as maiores pontuações. Estes foram submetidos a um 

processo manual de análise e revisão da literatura por diversos pesquisadores. A 

seleção final dos prováveis ativadores de GPCRs foi baseada em critérios tais como: 

conservação da sequência e sítios de clivagem do peptídeo na proteína precursora; 

número de resíduos cisteína e pontes dissulfeto; perfil de expressão e especificidade 

tecidual do precursor em relação ao receptor. Assim, o processo de seleção manual 

resultou em um subgrupo de 33 novos peptídeos, indicados como prováveis ligantes 

GPCRs (Shemesh et al., 2008).  

 

1.2.4 Descoberta de novos peptídeos ligantes do receptor Mas 
 

Os 33 peptídeos descobertos foram avaliados quanto à ativação de 152 GPCRs 

escolhidos de acordo com a relevância clínica, dentre eles o receptor Mas. A 

capacidade destes novos peptídeos ativarem o Mas foi investigada em um ensaio de 

fluxo de cálcio, utilizando células ovarianas de hamster (CHO-K1) co-transfectadas com 

o Mas e Gα16.  Dois dentre os 33 peptídeos induziram o influxo de cálcio nestas 

células. Estes dois peptídeos foram denominados CGEN-856 e CGEN-857 (sequência 

de aminoácidos FLGYCIYLNRKRRGDPAFKRRLRD e SMCHRWSRAVLFPAAHRP, 

respectivamente). Ambos não possuem homologia às angiotensinas, a ligantes de 

GPCRs conhecidos ou um ao outro. Os dois peptídeos contêm um aminoácido cisteína 

(C) em sua composição e, com o objetivo de evitar a formação de pontes dissulfeto, 
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duas formas de cada peptídeo foram criadas: 1) as formas monômeras CGEN-856S e 

CGEN-857V, onde a cisteína foi substituída por serina (S) e valina (V), 

respectivamente; e 2) as formas dímeras via ligação S-S, denominadas CGEN-856 e 

CGEN-857.   

As formas dímeras e monômeras dos peptídeos CGEN induziram o influxo de 

cálcio em células CHO-K1 co-transfectadas com o Mas, sugerindo serem agonistas do 

receptor Mas (Shemesh et al., 2008). Portanto, os peptídeos CGEN são candidatos a 

agentes terapêuticos em condições benéficas de aumento da atividade do receptor 

Mas, tal como hipertensão, insuficiência cardíaca, remodelamento cardíaco após o 

infarto do miocárdio e outras patologias. Neste estudo, o composto peptídico CGEN-

856S foi selecionado a partir de testes preliminares para ser investigado em vários 

modelos experimentais in vitro e in vivo.  
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2 OBJETIVOS  
 

2.1 Objetivo geral 
 Investigar os efeitos do novo agonista do receptor Mas, o CGEN-856S, no 

sistema cardiovascular. 

 

2.2 Objetivos específicos 

1. Determinar o efeito dos peptídeos CGEN-856, CGEN-856S, CGEN-857 e CGEN-

857V na reatividade vascular em anéis de aorta de ratos.  

2. Avaliar a participação do endotélio, bem como do mediador endotelial óxido nítrico 

no efeito vasodilatador do CGEN-856S em anéis de aorta de ratos. 

3. Avaliar a participação do receptor Mas no efeito vasodilatador induzido pelo CGEN-

856S em anéis de aorta de ratos e camundongos. 

4. Determinar o efeito do CGEN-856S na função cardíaca e nas arritmias de 

reperfusão em coração isolado de rato.  

5. Avaliar o efeito do peptídeo CGEN-856S sobre o remodelamento cardíaco induzido 

pelo isoproterenol em ratos.  

6. Investigar o efeito da administração aguda do CGEN-856S sobre a pressão arterial 

e frequência cardíaca em ratos normotensos e hipertensos.  

7. Investigar o efeito da administração crônica do CGEN-856S sobre a pressão arterial 

de ratos normotensos e hipertensos.  

8. Investigar o efeito da administração crônica do CGEN-856S sobre o remodelamento 

cardíaco e renal em ratos hipertensos.  

9. Avaliar o efeito do CGEN-856S na insuficiência cardíaca induzida pelo infarto do 

miocárdio em ratos.  

10. Avaliar a afinidade de ligação do CGEN-856S aos receptores da angiotensina II, 

AT1 e AT2.  

11. Determinar o efeito do CGEN-856S sobre a atividade da enzima conversora da 

angiotensina.  

12. Avaliar a capacidade de ligação do CGEN-856S ao receptor Mas em células 

ovarianas de hamster (CHO) transfectadas com o Mas.  
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3.0 MATERIAL E MÉTODOS 

 
3.1 MATERIAIS 
 
3.1.1 Animais 

Foram utilizados ratos Wistars e ratos espontaneamente hipertensos (SHRs), 

machos, de 12 a 16 semanas de idade (220-300g), provenientes do Centro de 

Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciências Biológicas/UFMG.  

Utilizamos também camundongos com deleção do protooncogene Mas (KO-

Mas) e seu controle Wild Type (WT) da linhagem FVB/N, de 12 a 14 semanas de 

idade (25-30g), provenientes do biotério de animais transgênicos do Laboratório de 

Hipertensão do Instituto de Ciências Biológicas/UFMG. 

Os animais foram mantidos engaiolados, em ambiente com controle de 

temperatura e luz (14 horas luz, das 06 às 20h), e livre acesso à água e ração. Os 

protocolos experimentais utilizados neste estudo foram aprovados pelo Comitê de 

Ética em Experimentação Animal (CETEA), protocolo número 149/10. 

 

3.1.2 Equipamentos 
 

- Sistema de Langendorff para coração isolado 

- Sistema de vaso isolado 

- Transdutor de força (Biopac System, Inc., Santa Bárbara, CA, EUA) 

- Transdutor de pressão (Biopac System, Inc., Santa Bárbara, CA, EUA) 

- Sistema Biopac, Inc., Santa Bárbara, CA, EUA.  

- Microcomputador contendo o sistema de aquisição de dados Acqknowledge 

- Balança analítica PRECISION PR-100 (Spec) 

- Balança analítica AM 5500 AUTOMARTE (Marte) 

- Bomba de vácuo Q-355 B (Quimis) 

- Bomba de perfusão 

- Centrífuga refrigerada  

- Centrífuga evaporadora (Eppendorf, Alemanha) 

- Agitador magnético (Fisatom) 

- Agitador de tubos (Quimis) 

- Filtro EXPRESSTM 0.22 µm (Millipore) 
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- Guilhotina manual 

- Microscópio Olimpus BX 41 

-  Estufa incubadora (Function Line, Heraeus Instruments) 

- Ph metro 

- Banho-Maria 

- Centrífugas com velocidades e capacidades diferentes 

- Material e instrumental cirúrgico: tesouras, pinças anatômicas, pinça dente de 

rato, porta agulha e fio de sutura. 

- Vidraria e material de laboratório: balões volumétricos, béqueres, provetas, 

pipetas graduadas, pipetas automáticas, placas de Petri, seringas de plástico, 

agulhas, tubos de polietileno, ponteiras, cânulas de silicone e cânula de 

polietileno.  

 

3.1.3 Drogas e reagentes  
 
3.1.3.1 Peptídeos CGEN 

 Os peptídeos CGEN foram manufaturados pela companhia Pepscan Inc. 

(Holanda). Os compostos foram purificados por cromatografia líquida de alta pressão 

(>90% de pureza) e confirmado por espectometria de massa. Os compostos 

apresentam alta hidrossolubilidade (solubilidade em salina estéril, 21,6 mg/mL). Os 

frascos contendo o peptídeo em pó foram mantidos em freezer -20oC até o momento 

do experimento. Para a realização dos experimentos, os peptídeos foram diluídos 

em salina estéril (NaCl 0,9%) imediatamente antes de sua utilização. Informações 

adicionais sobre os peptídeos encontram-se abaixo.  

 

CGEN-856 

Peso molecular: 6027,1 g/mol 

Pureza: 95% em ácido trifluoroacético (TFA) 

Aparência: pó branco 

 

CGEN-856S 

Peso molecular: 2998,4 g/mol 

Pureza: 95% em TFA 

Aparência: pó branco 



 31 

 

CGEN-857 

Peso molecular: 4243,0 g/mol 

Pureza: 95% em TFA 

Aparência: pó branco 

 

CGEN-857V 

Peso molecular: 2118,5 g/mol 

Pureza: 95% em TFA 

Aparência: pó branco 

 

3.1.3.2 Outras drogas e reagentes 

- NaHCO3 PM 84,01 (Synth, Brasil) 

- CaCl2 . 2H2O PM 147,02 (Nuclear, Brasil) 

- KCl PM 74,55 (Synth, Brasil) 

- NaCl PM 58,44 (Merck, Alemanha) 

- KH2PO4 PM 136,09 (Synth, Brasil) 

- MgSO4 . 7H2O PM 246,47 (Synth, Brasil) 

- Dextrose anidra PM 180,16 (Synth, Brasil) 

- D-Ala7-Ang-(1-7) (A-779; Sigma) 

- Isopropanol (Merck, Alemanha) 

- Etanol (Merck, Alemanha) 

- Metanol (Merck, Alemanha) 

- FAM-Ang-(1-7) (Sigma) 

- Captopril (Sigma) 

- Benzoginoestril (SARSA- Hoechst Marion Roussel) 

- Salina estéril (0,9% NaCl) 

- Tribromoetanol 

- Pentobarbital sódico 

- Cloridrato de Xilazina (Rompun) 

- Cloridrato de Ketamina 

- Albumina Bovina (BSA) PM 203,43 (Sigma, USA) 

- Heparina (Roche, Brasil) 

- Bala de carbogênio (White Martins) 
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- Fenilefrina (Sigma, St. Louis, USA) 

- Acetilcolina (Sigma, St. Louis, USA) 

- L-NAME (Sigma, St. Louis, USA) 

- Parafina (Paraplast® X-tra Tissue Embedding Medium, Mc Cormick Scientific) 

- Hematoxilina-eosina (Sigma) 

- Tricromo de Gomori  

- Microcâmera JVC TK-1270/RGB 

- Sirius Red collagen stain (Sigma)  

- Anti-colágeno tipo I humano produzido em coelho (Rockland),  

- Anti-colágeno tipo III humano produzido em coelho (Rockland) 

- Anti-fibronectina humana produzida em coelho (Rockland). 

- Bomba de infusão (Harvard Apparatus, Inc, USA)  

 

3.2 MÉTODOS 
 

3.2.1 Avaliação do efeito dos peptídeos CGEN em anéis de aorta de rato e 
camundongo 

 

3.2.1.1 Preparação e montagem dos anéis de aorta de rato e camundongo 
Os anéis de aorta de rato foram montados segundo descrito por Lemos e 

colaboradores (1999). Os animais foram sacrificados por decapitação e a aorta 

torácica foi cuidadosamente removida, retirando-se o excesso de tecido adiposo e 

conjuntivo. O material biológico foi transferido para uma placa de Petri contendo 

solução nutridora de Krebs-Henseileit (mmol/L): NaCl 110,8; KCl 5,9; NaHCO3 25,0; 

MgSO4 1,07; CaCl2 2,49; KH2PO4 2,33 e glicose 11,51. A artéria foi cortada em anéis 

de aproximadamente 3-4 mm (ratos) ou 2-3 mm (camundongos). Para obtenção do 

registro de tensão isométrica, esses anéis foram acondicionados em cubas de 10 

mL, contendo solução de Krebs-Henseileit aerada continuamente com mistura 

carbogênica (95% O2 e 5% de CO2), mantida à temperatura de 37 ± 1°C e pH de 

7,4. Duas hastes metálicas triangulares foram passadas através do lúmen do vaso. 

Um dos triângulos foi fixado e o outro conectado verticalmente a um transdutor de 

tensão isométrica. Após a montagem, os anéis de aorta de ratos foram submetidos a 

uma tensão de repouso de 1 g e os anéis de aorta de camundongos foram 

submetidos a 0,5 g de tensão, regulada na primeira hora do experimento para 
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estabilização da preparação. Durante esse período, a solução nutridora foi trocada a 

cada 15 minutos, objetivando-se evitar o acúmulo de metabólitos, como também a 

restauração dos níveis de glicose necessários ao metabolismo vascular.  

Os registros experimentais foram obtidos a partir de transdutores de tensão 

isométrica, conectados a um amplificador, sendo este acoplado a um computador 

equipado com uma placa conversora analógico-digital. Utilizando-se o programa 

Windaq (World Precision) para aquisição e análise dos dados experimentais.  

Após o período de estabilização, o vaso foi pré-contraído com Fenilefrina (FE; 

0,1 µM) (Sigma, St. Louis, USA) e, uma vez que a contração atingiu um platô, a 

presença do endotélio funcional foi confirmada pela administração de Acetilcolina 

(ACh; 1 µM em anéis de aorta de ratos ou 10µM em anéis de aorta de 

camundongos; Sigma, St. Louis, USA). Os anéis de aorta que apresentarem um 

relaxamento superior a 70% em relação à contração máxima induzida pela 

Fenilefrina, foram considerados como contendo endotélio funcional. Quando 

necessário, a remoção do endotélio foi feita de forma mecânica, com o auxílio de 

uma haste metálica friccionada delicadamente ao lúmen do vaso. A retirada do 

endotélio foi confirmada pela ausência de efeito relaxante em resposta a 

Acetilcolina, nos vasos pré-contraídos com Fenilefrina. 

 

3.2.1.2 Avaliação do efeito vascular dos peptídeos CGEN em anéis de aorta de 
rato 
 Após o teste de funcionalidade vascular, os vasos foram lavados com solução 

de Krebs-Henseileit de 15 em 15 minutos, durante 30 minutos. Após esse período, 

os vasos foram pré-contraídos com FE (0,1 µM) e, durante a fase tônica da 

contração, foram construídas curvas concentração-resposta cumulativas com os 

peptídeos CGEN, na concentração de 0,0001 a 1 µM.  

 

3.2.1.3 Avaliação do papel do endotélio no efeito vasodilatador dos peptídeos 

CGEN em aorta de ratos 
 Foram construídas curvas concentração-resposta cumulativas com os 

peptídeos CGEN (0,0001 – 1 µM) em vasos desprovidos de endotélio funcional, pré-

contraídos com FE (0,1 µM).  
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3.2.1.4 Avaliação da participação do óxido nítrico no efeito vasodilatador do 

peptídeo CGEN-856S em aorta de ratos 
 Vasos contendo endotélio funcional foram pré-incubados com 100 µM de NG-

Nitro-L-Arginina Metil Ester (L-NAME) (Sigma, St. Louis, USA) e foram construídas 

curvas concentração-resposta cumulativas com o peptídeo CGEN-856S (0,0001 – 1 

µM) após a estabilização da contração induzida pela FE (0,03 µM).  

 
3.2.1.5 Avaliação da participação do receptor Mas no efeito vasodilatador do 
CGEN-856S em anéis de aorta de rato 
 Anéis de aorta de rato contendo endotélio funcional foram pré-incubados com 

0,1 µM de [D-Ala7]-Ang-(1-7) (A-779) (Bachem, Torrance, USA), 20 minutos antes da 

pré-contração com FE. Foram construídas curvas concentração-resposta 

cumulativas com o CGEN-856S (0,0001 - 1µM). 

 

3.2.1.6 Avaliação da participação do receptor Mas no efeito vasodilatador do 
CGEN-856S em anéis de aorta de camundongo 

 Com a finalidade de confirmar a participação do receptor Mas na resposta 

vasodilatadora do CGEN-856S, avaliamos o efeito deste peptídeo em anéis de aorta 

de camundongos KO-Mas e seu controle WT. Os vasos foram pré-contraídos com 

FE (0,1 µM) e, durante a fase tônica da contração, foram construídas curvas 

concentração-resposta cumulativas com o peptídeo CGEN-856S (0,0001 - 1µM). 

 

3.2.1.7 Avaliação comparativa do efeito do CGEN-856S e da angiotensina (1-7) 
em aorta de ratos Wistar 

Com a finalidade de comparar o efeito vasodilatador do novo agonista do 

Mas, CGEN-856S, com o efeito vasodilatador da Ang-(1-7), foram construídas 

curvas concentração-resposta cumulativas com estes peptídeos em anéis de aorta 

de ratos Wistar contendo endotélio funcional, numa mesma preparação. Os vasos 

foram pré-contraídos com FE (0,1 µM) e, durante a fase tônica da contração, foram 

construídas curvas concentração-resposta cumulativas com o CGEN-856S ou Ang-

(1-7) (0,0001 - 1µM). 
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3.2.2 Avaliação do efeito do CGEN, sobre as arritmias de reperfusão e sobre a 

função cardíaca em corações isolados de rato 
 
3.2.2.1 Sistema de Perfusão 

O sistema de perfusão utilizado é uma adaptação do descrito por Goes e 

colaboradores (1993), o qual é constituído por um tubo de vidro de 

aproximadamente 12 mm de diâmetro e de 90 cm de altura. Na extremidade inferior, 

o tubo é conectado a uma agulha de aço inoxidável. O tubo de vidro é ligado a um 

reservatório de solução nutridora, cujo suporte regulável permite o ajuste da pressão 

de perfusão, que será mantida constante (65 mmHg) durante todo o experimento. O 

tubo de vidro é envolto por uma jaqueta de água em circulação aquecida a 37 ± 1 

ºC. A oxigenação é feita diretamente no interior do tubo, por meio de uma entrada 

localizada na base deste, a qual é conectada à saída da válvula reguladora do 

cilindro de carbogênio, possibilitando assim o borbulhamento de mistura carbogênica 

(95% de O2 e 5% de CO2) na solução nutridora. A figura 4 mostra um esquema 

ilustrativo do sistema de perfusão. 

 

3.2.2.2 Solução Nutridora 

A solução nutridora utilizada na perfusão dos corações foi a Solução de 

Krebs-Ringer (KR), tendo a composição final apresentada na tabela 1. Cada litro 

desta solução foi feito a partir de 50 mL de uma solução mãe, 2,2 g de 

bicarbonato de sódio (NaHCO3) e 2,1 g de glicose, preparado e filtrado antes de 

cada experimento. 

 
Tabela 1 - Composição final, em mM, da Solução de Krebs-Ringer. 

 

 

COMPOSTO 
 

CONCENTRAÇÃO EM mM 
NaCl 118,41 
KCl 4,69 

KH2PO4 1,17 
MgSO4 1,17 
CaCl2 2,51 

Dextrose anidra 11,65 
NaHCO3 26,24 
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Figura 4 – Esquema ilustrativo do sistema de perfusão por pressão constante do 
coração isolado (modificado de Murça, 2008).  
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3.2.2.3 Preparação do coração isolado 

Os animais foram heparinizados com 400 U.I. de heparina, i.p., e 10 minutos 

após, sacrificados por decapitação. Em seguida, procedeu-se a toracotomia. As 

cartilagens condrocostais foram abertas em ambos os lados e o esterno rebatido 

para cima. Uma vez que a cavidade torácica foi exposta, seccionou-se 

sucessivamente a veia cava inferior, a veia cava superior, as artérias aorta e 

pulmonar, a traquéia, o esôfago bem como parte dos pulmões, retirando-se, assim, o 

coração em bloco. Depois de retirado, o coração foi colocado em uma placa de Petri 

contendo solução nutridora oxigenada a temperatura de aproximadamente 4 ºC. O 

resfriamento tem por objetivo diminuir o metabolismo do miocárdio e o consumo de 

O2 nos instantes anteriores à canulação do coração. Logo em seguida, os restos de 

tecido pulmonar e vascular, da traquéia e do esôfago que acompanhavam o coração 

foram removidos (Ferreira et al., 2001). 

 

3.2.2.4 Canulação 
A aorta ascendente foi seccionada na altura de sua primeira ramificação 

(tronco braquicefálico) e seu coto foi fixado com linha na ponta da cânula de aço 

inoxidável “25” acoplada ao sistema de perfusão, visando sempre a integridade da 

válvula aórtica. Em seguida, os restos de tecidos ainda aderidos ao coração foram 

cuidadosamente removidos. O tempo gasto do sacrifício até a montagem da 

preparação foi o menor possível (aproximadamente 3 minutos). Foram aguardados 

20 minutos para a estabilização da preparação.  

 

3.2.2.5 Registros 

Os seguintes registros foram realizados: 

 

A. Força de Contração 

 Para o registro da força contrátil, um pequeno gancho de aço inox foi fixado 

ao ápice do ventrículo esquerdo e conectado ao transdutor de força por meio de 

uma linha passada através de uma roldana. Uma tensão de aproximadamente 1,0 ± 

0,2 g foi aplicada ao coração (tensão diastólica), a qual foi mantida durante todo o 

período de estabilização.  

 

B. Atividade Elétrica  
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A atividade elétrica foi registrada através de um eletrocardiógrafo digital com 

fios colocados diretamente na superfície do átrio direito e ventrículo esquerdo.  

 

C. Fluxo Coronariano 

A medida do fluxo coronariano (mL/min) foi determinada a cada 5 minutos 

durante todo o experimento, coletando-se o perfusato durante 1 minuto e definindo o 

volume em mililitros, com auxílio de uma proveta graduada. 

 

A aquisição dos sinais foi realizada por um sistema de conversão análogo-

digital. Os sinais foram enviados a um amplificador (Biopac System, Santa Bárbara, 

USA) e em seguida registrados em um computador contendo um software de 

aquisição de dados (Acknowledge).  

 

3.2.2.6 Procedimento experimental para a isquemia e reperfusão 

Foi utilizada a técnica de isquemia local através da oclusão da artéria 

coronária esquerda (ACE). Com o auxílio de um porta-agulha, um fio de sutura foi 

passado ao redor da artéria. No momento da oclusão, um pedaço de palito de 

madeira foi colocado sobre a ACE e amarrado, pressionando o palito contra a 

artéria. A queda imediata do fluxo coronariano confirmou o sucesso da oclusão. A 

isquemia foi mantida durante 15 minutos e a reperfusão foi realizada cortando-se o 

fio que pressiona o palito contra a artéria (Lubbe et al., 1978). O tempo de duração 

das arritmias foi cronometrado.  

Para quantificar as isquemias de reperfusão foi atribuído um escore 

correspondente ao tempo em que o coração permaneceu arrítmico (Tabela 2), de 

acordo com Bernauer & Ernenputsch (1988). Quando o escore foi igual a 12, as 

arritmias foram consideradas irreversíveis (30 minutos). A esse sistema dá-se o 

nome de Índice de Severidade das Arritmias (ISA). 
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Tabela 2 – Relação entre o tempo de duração das arritmias e o escore. 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
3.2.2.7 Protocolo experimental 

Os corações foram perfundidos por um período inicial de 20 minutos com 

solução KR (estabilização). Em seguida, os corações foram perfundidos com 

solução KR contendo: (1) CGEN-856S (0,008 nmo/L); (2) CGEN-856S (0,04 nmol/L); 

(3) CGEN-856S (0,2nmol/L) e (4) Ang-(1-7) (0,2nmol/L). O grupo controle foi 

perfundido com solução KR durante todo o experimento. O grupo Ang-(1-7) 

(0,2nmol/L) foi utilizado para comparar os efeitos do novo agonista do Mas, com a 

Ang-(1-7).  

Após o período basal a ACE foi ligada, como mencionado anteriormente. A 

ligadura foi liberada após 15 minutos e a reperfusão foi mantida por 30 minutos 

(Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 5 – Diagrama esquematizando o protocolo experimental do coração isolado.  

 
 

DURAÇÃO DAS ARRITMIAS (MIN) ESCORE (ISA) 
Até 3 2 
3 a 6 4 

6 a 10 6 
10 a 15 8 
15 a 20 10 
20 a 25 11 
25 a 30 12 (Irreversíveis) 

 Tempo (min)  

 

Estabilização 
(Solução KR) 

 40 0  55  85  20 

 

Basal 
(Solução KR+Peptideo) 

 
Isquemia 

(Sol. KR + Peptideo) 

 

Reperfusão 
(Solução KR+Peptideo) 
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3.2.3 Avaliação do efeito do agonistas do Mas, CGEN-856S, sobre o 

remodelamento cardíaco induzido pelo Isoproterenol em ratos 
 
3.2.3.1 Procedimentos para implantação de mini-bomba osmótica  
 Ratos Wistar foram anestesiados com tribromoetanol 2,5%, via i.p. (1 mL/ 100 

g). Uma mini-bomba osmótica (ALZET® 2001), contendo o peptídeo CGEN-856S ou 

salina, foi implantada subcutaneamente na região interescapular dos animais. Em 

seguida, foi realizada uma incisão na região interescapular. Com auxílio de uma 

pinça hemostática, o tecido subcutâneo foi separado, criando-se uma “bolsa”, onde a 

mini-bomba osmótica foi implantada. A pele foi suturada e, após a recuperação da 

anestesia, os ratos foram submetidos ao protocolo para indução da hipertrofia 

cardíaca.  

O Losartan foi utilizado como controle positivo, sendo administrado por 

gavagem na dose de 1 mg/Kg. O volume final utilizado na gavagem e na injeção 

subcutânea foi de 0,5 mL e 0,1 mL, respectivamente.  

 

3.2.3.2 Indução da hipertrofia cardíaca  
 A hipertrofia cardíaca foi induzida através de injeções diárias de Isoproterenol 

(ISO; 2 mg/Kg) diluído em azeite, via subcutânea, durante 7 dias. O grupo controle 

recebeu injeções diárias de veículo (azeite, 0,1 mL/ 100 g), via subcutânea, durante 

o mesmo período.  A tabela 3 apresenta a descrição dos tratamentos utilizados em 

cada grupo experimental. 

Após o período de 7 dias, os animais foram sacrificados por decapitação. O 

tórax foi aberto e o coração imediatamente removido. Os átrios e ventrículo direito 

foram dissecados do ventrículo esquerdo e descartados. O peso molhado do 

ventrículo esquerdo foi registrado, normalizado para o peso corporal e expresso 

como índice de massa ventricular (mg/g). O ventrículo esquerdo foi dividido e 

submetido a análise morfométrica e confocal.  
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Tabela 3 – Grupos experimentais utilizados na avaliação do efeito dos agonistas do 
Mas na hipertrofia cardíaca induzida pelo Isoproterenol.  
 

 
 

3.2.3.4 Análise histológica 

A análise morfométrica dos cardiomiócitos foi utilizada para a avaliação da 

hipertrofia cardíaca, através da medida do diâmetro dos miócitos cardíacos.  

Os ventrículos esquerdos foram mantidos em fixador paraformaldeído 4% por 

48 horas em temperatura ambiente. Posteriormente, os tecidos foram desidratados 

através de lavagem seqüencial com etanol 70%, etanol 80%, etanol 90% e etanol 

100%, e incluídos em parafina (Paraplast® X-tra Tissue Embedding Medium, Mc 

Cormick Scientific). Cortes transversais de 6 µm foram feitos, iniciando da área de 

base do ventrículo esquerdo com intervalos de 40 µm. Em seguida, os cortes foram 

corados com hematoxilina-eosina para mofometria celular. O diâmetro dos 

cardiomiócitos foi avaliado em cortes de tecidos (3 a 4 para cada animal) utilizando 

um micrômetro ocular calibrado com um micrômetro de estágio adaptado a um 

microscópio de luz (BX 60, Olympus) ampliado em 100X e analisado com um 

software de imagem Pro Express. Foram utilizados para análise apenas 

cardiomiócitos cortados longitudinalmente com núcleo e limites celulares visíveis. O 

diâmetro de cada cardiomiócito foi medido através da região correspondente ao 

núcleo. Foram analisados de oitenta a cem cardiomiócitos por animal. 

 
3.2.3.5 Imunofluorenscência e microscopia confocal 

Imunofluorescência e microscopia confocal quantitativa foram usadas para 

investigar a distribuição e quantificação de colágenos do tipo I, III e fibronectina 

presentes no ventrículo esquerdo.  

GRUPO DESCRIÇÃO 
1 Controle (injeções de azeite; água por gavagem) 

2 ISO (injeções de ISO; água por gavagem) 

3 CGEN-856S (injeções de azeite; CGEN-856S 1 µg/h por mini-boma) 

4 ISO+CGEN-856S (injeções de ISO; CGEN-856S 1 µg/h por mini-bomba ) 

5 Losartan (injeções de azeite; Losartan, 1mg/Kg, por gavagem) 

6 ISO+Losartan (injeções de ISO; Losartan, 1mg/kg, por gavagem) 
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Os corações foram incluídos em Tissue Tek (OCT compound, Miles, USA), 

imediatamente congelados em nitrogênio líquido e estocados a –80 ºC. Cortes com 

espessura de 7µm foram obtidos em criostato a –20 ºC. As lâminas foram montadas 

em cortes fixados com etanol por 10 minutos e secos em temperatura ambiente. Os 

cortes foram rehidratados com PBS por 10 minutos e em seguida incubados em 

solução bloqueadora (1% BSA e 0,1% Tween 20 em PBS) em temperatura ambiente 

por 30 minutos. Os cortes foram incubados overnight a 4 ºC com um dos seguintes 

anticorpos primários: rabbit anti-human collagen type I (5,5 µg/mL; 1:100, Rockland), 

rabbit antihuman collagen type III (5,0 µg/mL; 1:100; Rockland) ou rabbit anti-human 

fibronectin (2,75 µg/mL, 1:200;  Rockland). Após 4-5 enxagues em PBS, foram 

adicionados por 1 hora, em ambiente escuro e em temperatura ambiente:  Alexa 

fluor 488 donkey anti-rabbit IgG conjugated (1:200, Molecular Probes) e DRAQ5 

(1:1000, Biostatus). Após as lavagens em PBS, os cortes foram preparados em 

glicerol 25% - PBS 75% e analisados em microscópio confocal (Zeiss 510Meta). A 

configuração confocal ideal foi determinada no início de cada sessão de imagem e 

mantida constante durante a análise de todas as amostras. Para a análise 

quantitativa de colágenos I, III e fibronectina, utilizamos o programa Image Tool 2.0 

para mensurar a intensidade da fluorescência em imagens randomizadamente 

selecionadas. As imagens foram analisadas em escala de cinza de 0 a 255. A 

intensidade da fluorescência foi mensurada como a média da área e os valores 

foram registrados como unidades arbitrárias (escala de cinza, %).  

 

3.2.4 Avaliação do efeito da administração aguda do agonista do Mas, CGEN-
856S, sobre a pressão arterial e frequência cardíaca em ratos normotensos e 
hipertensos 
 

3.2.4.1 Procedimentos para implantação de cânula na artéria e veia femoral 
 Ratos Wistars e SHRs foram anestesiados com tribromoetanol 2,5%, via intra-

peritonial (1 mL/100g). Para a canulação da artéria femoral, foram utilizadas cânulas 

confeccionadas a partir da conexão de 15 cm de polietileno PE50 à 4 cm de 

polietileno PE10, preenchida com solução fisiológica (NaCl 0.9%) e heparina (100 

U.I/ 0,1mL).  

 Após o posicionamento do animal em decúbito dorsal sobre a mesa cirúrgica, 

foi realizada tricotomia da região inguinal direita do animal. Uma pequena incisão na 
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pele foi realizada, o feixe vásculo-nervoso femoral foi localizado e a artéria femoral 

cuidadosamente isolada. A cânula foi introduzida na aorta abdominal através da 

artéria femoral, sendo utilizada para obtenção do registro dos parâmetros 

cardiovasculares. Uma segunda cânula, confeccionada a partir da conexão de 15 cm 

de polietileno PE50 à 2 cm de polietileno PE10, preenchida com solução fisiológica 

(NaCl 0.9%), foi introduzida na veia femoral para a administração do peptídeo. Após 

a canulação, os cateteres foram fixados e exteriorizados subcutaneamente, em 

direção ao dorso do animal, na região cervical. As incisões foram suturadas 

cuidadosamente e os animais foram colocados em caixas individuais, com livre 

acesso à água e ração.  

 

3.2.4.2 Registro das variáveis cardiovasculares em animais conscientes  
 Vinte e quatro horas após o procedimento de implantação de cânulas foi 

realizado o registro da pressão arterial média (PAM) e FC nos animais acordados. A 

pressão arterial pulsátil (PAP) foi registrada por um sinal enviado a um transdutor 

conectado à cânula inserida na aorta abdominal pela artéria femoral, através do 

sistema de aquisição de dados (Biopac System, modelo MP150). As oscilações de 

pressão captadas foram amplificadas e convertidas através de placa de conversão 

analógico/digital em sinais que alimentam a placa de aquisição de dados. Através do 

software de leitura da placa, Acqknowledge v.3.5.7 (Biopac System), a PAP foi 

registrada continuamente com uma freqüência de amostragem de 2000-4000 Hz. Os 

valores de PAM e FC foram calculados a partir de pulsos de PA e registrados pelo 

sistema.  

 Assim, no momento do experimento, a cânula arterial foi conectada ao 

transdutor de pressão para início do registro. Após o período de uma hora de 

estabilização dos parâmetros cardiovasculares, doses crescentes do peptídeo 

CGEN-856S (0,3, 3, 30 e 300 ng/Kg/min, 30 minutos cada dose), ou salina no 

volume de 10µL/min foram infundidas via intra-venosa, através de uma bomba de 

infusão (Harvard Apparatus, Inc, USA). Após a infusão do peptídeo ou salina, os 

parâmetros cardiovasculares foram monitorados por um período adicional de 60 

minutos, chamado de pós-infusão. A figura 6 ilustra o protocolo experimental 

utilizado. 
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Figura 6 – Ilustração do protocolo experimental - Administração aguda do agonista 
do receptor Mas, CGEN-856S, sobre a PAM e FC.  
 
 

3.2.5 Avaliação dos efeitos da administração crônica do CGEN-856S em ratos 
Wistar e SHRs 
 
3.2.5.1 Procedimentos para implantação de mini-bomba osmótica 

Uma mini-bomba osmótica (ALZET® 2004), contendo o CGEN-856S na dose 

de 18 µg/Kg/h ou salina estéril (NaCl 0,9%), foi implantada subcutaneamente na 

região interescapular de ratos Wistar e SHRs. Os procedimentos para a implantação 

das mini-bombas osmóticas estão descritos anteriormente, no item 3.2.3.1.  

 
3.2.5.2 Procedimentos para implantação de cânula na artéria femoral 
 Após 27 dias de tratamento, os animais foram anestesiados com 

tribromoetanol 2,5%, via intra-peritonial (1 mL/100g) e submetidos ao procedimento 

cirúrgico para implantação de cânula na artéria femoral, como detalhado no item 

3.2.4.1. 

A PAM e FC foram registradas 24 horas após a implantação da cânula, nos 

animais conscientes. Os parâmetros foram registrados continuamente durante 30 

minutos.  

3.2.5.3 Avaliação dos efeitos da administração crônica do CGEN-856S sobre o 
remodelamento cardíaco e renal em ratos hipertensos  
 

3.2.5.4 Análise histológica 
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Após o registro dos parâmetros (PAM e FC), os animais foram sacrificados 

por overdose de anestésico (xilazina e ketamina). Imediatamente, o tórax foi aberto 

e o coração removido. O peso molhado do tecido cardíaco foi registrado, 

normalizado para o peso corporal e expresso como índice de massa ventricular 

(mg/g).  

Em seguida, o coração e rim foram processados para posterior análise 

histológica. Os tecidos foram mantidos em fixador paraformaldeído 4% por 48 horas 

em temperatura ambiente. Posteriormente, os tecidos foram desidratados através de 

lavagem sequencial com etanol 70%, etanol 80%, etanol 90% e etanol 100%, e 

incluídos em parafina (Paraplast® X-tra Tissue Embedding Medium, Mc Cormick 

Scientific). Cortes transversais de 5 µm foram feitos iniciando da área de base do 

ventrículo esquerdo com intervalos de 40 µm. Em seguida os cortes foram corados 

com Sirius-Red para avaliação da deposição de fibrose.  

A área de deposição de MEC cardíaca e renal foi medida como porcentagem 

de área analisada. Foi utilizado um microscópio Olympus BX 41 para a captação das 

imagens. A quantificação da extensão da área de deposição de MEC foi realizada 

através de um software de imagem, “Image J”. Uma média de 5 imagens foram 

avaliadas para cada animal.  

Cortes adicionais dos tecidos em questão foram corados com hematoxilina-

eosina para mofometria celular. O diâmetro dos cardiomiócitos foi avaliado em 

cortes de tecidos (3 a 4 para cada animal) utilizando o microscópio de luz Olympus 

BX 41 ampliado em 40X. As imagens foram analisadas através do software de 

imagem “Image J”. Foram utilizados para análise apenas cardiomiócitos cortados 

longitudinalmente com núcleo e limites celulares visíveis. O diâmetro de cada 

cardiomiócito foi medido através da região correspondente ao núcleo. Foram 

analisados cerca de oitenta a cem cardiomiócitos por animal. 

 

3.2.6 Avaliação do efeito do novo agonista do Mas, CGEN-856S, sobre a 
insuficiência cardíaca induzida pelo infarto do miocárdio em ratos 
3.2.6.1 Procedimentos para a indução do infarto do miocárdio 

Ratos Wistar foram anestesiados com 10% de ketamina e 2% de xilazina (0,1 

mL/100g, i.p.), colocados na mesa cirúrgica na posição supina, traqueostomizados, 

intubados e ventilados através de um respirador para pequenos roedores (Harvard 

Apparatus, INC, USA), em ar ambiente. Eletrodos subdérmicos foram posicionados 
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para determinação do eletrocardiograma. Em seguida, foi realizada a toracotomia à 

esquerda, no quarto ou quinto espaço intercostal. Para expor o coração, foi utilizado 

um afastador, o qual manteve as costelas separadas. Após a incisão do pericárdio, o 

coração foi rapidamente removido da cavidade torácica e levemente rodado para a 

esquerda para permitir o acesso à artéria descendente anterior esquerda. Um fio de 

sutura foi passado ao redor da artéria e amarrado, causando a oclusão do vaso. Os 

animais sham-operados foram submetidos ao mesmo procedimento, porém a artéria 

coronária não foi ocluída. Após os procedimentos, foi registrado o ECG para 

confirmação da isquemia miocárdica, através da visualização da elevação do 

intervalo ST e aumento da amplitude da onda R.  

 

3.2.6.2 Implantação de bomba osmótica 
 Imediatamente após a confirmação da isquemia miocárdica, uma bomba 

osmótica (ALZET® 2002), contendo o peptídeo CGEN-856-S na dose de 3,6 

µg/Kg/h ou salina estéril, foi implantada na região dorsal dos animais, como descrito 

no ítem 3.2.3.1. O Captopril, administrado por gavagem (1 mg/Kg/dia), foi utilizado 

como padrão-ouro. O tratamento teve a duração de 14 dias.  

 

3.2.6.3 Procedimentos para avaliação da função cardíaca 

Após 14 dias de tratamento, os animais foram sacrificados por decapitação. O 

sistema de Langendorff foi utilizado para avaliação da função cardíaca basal, como 

descrito anteriormente no ítem 3.2.2.3 a 3.2.2.5.  

 

3.2.6.4 Quantificação do infarto agudo do miocárdio 
 Ao final da perfusão, o ventrículo esquerdo foi mantido em Bouin 4% por 24 

horas. Os tecidos foram desidratados por lavagens sequenciais com etanol 70%, 

etanol 80%, etanol 90% e etanol 100% e incluídos em parafina. Secções 

transversais de 6µm foram cortadas iniciando-se da área de base do ventrículo 

esquerdo com intervalos de 40µm. Os cortes foram corados com tricromo de Gomori 

para morfometria celular. As imagens foram capturadas através de uma 

microcâmera JVC TK-1270/RGB. O software KS300 foi utilizado para a quantificação 

da área de infarto, usando a função de segmentação de imagem. Os dados foram 

expressos como porcentagem de área infartada (Ferreira et al, 2007).  
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3.2.7 Avaliação da afinidade de ligação do CGEN-856S aos receptores da 

angiotensina II, AT1 e AT2.  
Os efeitos cardiovasculares induzidos pelo CGEN-856S poderiam ser 

justificados por sua ligação ao receptor AT1, agindo como um antagonista deste 

receptor, ou por sua ligação ao receptor AT2, agindo como um agonista deste 

receptor. Com a finalidade de investigar esta questão foram realizados, pela 

Euroscreen (Bélgica), os ensaios para avaliação da afinidade de ligação do CGEN-

856S aos receptores AT1 e AT2.  

A afinidade de ligação do CGEN-856S aos receptores AT1 e AT2 foi testado 

através de ensaio de competição radioligante para AT1 (FAST-015B) e AT2 (FAST-

016B) humanos. Foram utilizadas oito concentrações do peptídeo: 03, 0,1, 0,3, 1, 3, 

10, 30, 100 nmol/L, em duplicata. Os ensaios foram realizados pelo laboratório 

Euroscreen (Bélgica).  

Membranas de células CHO-K1-AT1 foram descongeladas e diluídas a 0,5 

µg/poço em tampão (50 mmol/L Tris-HCl pH 7,4; 5 mmol/L MgCl2; Saponine 10 

µg/mL; 0,1% Bacitracina). O ligante (Sar1, lle8) Ang II (Phoenix, 002-21) e o 

radioligante [125I]-(Sar1, lle8) Ang II (Perkin Elmer, NEX 248) foram diluídos em 

tampão. Os seguintes reagentes foram adicionados sucessivamente nos poços em 

placas de 96 poços: 50 µL de CGEN-856S em concentracões crescentes, 25µL do 

radioligante (na concentracão final de 0,03 nmol/L) e 25µL de extratos de 

membrana. As amostras foram incubadas por 60 min a 25°C e filtradas (tampão de 

lavagem 50 mmol/L Tris-HCl pH 7,4; 5 mmol/L MgCl2; 0,05% BSA por 2h em 

temperatura ambiente). Após a lavagem dos filtros 6 vezes com 0,5 mL de tampão 

gelado, 50 µL de Microscint 20 (Packard) foram adicionados e as amostras foram 

incubadas por 15 min em skaker e posteriormente contadas em um TopCountTM por 

1 min/poço.  

Membranas de células CHO-K1-AT2 foram descongeladas e diluídas a 2,5 

µg/poço em tampão (25 mmol/L Hepes pH 7,4; 5 mmol/L MgCl2; Saponine 10 µg/mL; 

0,5% BSA protease). O ligante Ang II e o radioligante [125I]-(Sar1, lle8) Ang II (Perkin 

Elmer, NEX 248) foram diluídos em tampão. Os seguintes reagentes foram 

adicionados sucessivamente nos poços em placas de 96 poços: 50 µL de CGEN-

856S em concentracões crescentes, 25µL do radioligante (na concentracão final de 

0,1 nmol/L) e 25µL de extratos de membrana. As amostras foram incubadas por 60 
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min a 25°C e filtradas (tampão de lavagem 25 mmol/L Hepes pH 7,4; 5 mmol/L 

MgCl2; 0,5% BSA por 2h em temperatura ambiente). Após a lavagem dos filtros 6 

vezes com 0,5 mL de tampão gelado, 50 µL de Microscint 20 (Packard) foram 

adicionados e as amostras foram incubadas por 15 min em skaker e posteriormente 

contadas em um TopCountTM por 1 min/poço.  

Em cada dia de experimento, e previamente ao teste do composto, os 

agonistas foram testados em várias concentrações, em duplicata (n=2) para 

obtermos uma curva dose-resposta e um EC50 estimado. Os valores de referência 

obtidos foram comparados aos valores históricos obtidos do mesmo receptor e 

foram usados para validar o experimento.  
 

3.2.8 Avaliação da capacidade de ligação do CGEN-856S em células CHO 
transfectadas com o Mas 

Com a finalidade de investigar a especificidade de ligação do CGEN-856S ao 

receptor Mas, utilizamos o método descrito por Pinheiro e colaboradores (2004). 
A Ang-(1-7) fluorescente [FAM-Ang-(1-7)] a 10-8 mol/L foi incubada em seis 

poços por 60 minutos a 4°C em 1,5 mL de meio livre de soro (DMEM), suplementado 

com 0,2% de BSA, 0,005% de bacitracina, 0,1 mol/L de PMSF e 0,5 mol/L de 

ortofenantrolina com células CHO transfectdas com o Mas, na presença ou ausência 

de Ang-(1-7) (10-7 mol/L e 10-6 mol/L) ou CGEN-856S (10-7 mol/L e 10-6 mol/L). Após 

duas lavagens com DMEM gelado, as lâminas foram montadas para avaliação em 

microscopia confocal. A ligação não-específica foi determinada na presença de 10-5 

mol/L de Ang-(1-7). A fluorescência relativa foi mensurada em um microscópio 

confocal (Zeiss LSM 510 META laser scanning, excitação a 488 nm com o laser de 

íon argônio, objetiva 63X) (Pinheiro et al., 2004). 

 

3.2.9 Determinação do efeito do CGEN-856S sobre a atividade da ECA 
Para investigar a interferência do CGEN-856S sobre a atividade da ECA 

plasmatica, realizamos o seguinte experimento.  

A atividade da ECA foi determinada pelo método fluorimétrico utilizando a Hip-

His-Leu como substrato, como descrito previamente (Santos et al., 1985). Duplicatas 

de plasma de rato (10 µL) foram incubadas com 440 µL de Hip-His-Leu a 1 mmol/L 

em 0,4 M de tampão borato, pH 8,3, contendo 0,9 mol/L de NaCl por 15 minutos a 

37°C. Ang-(1–7) ou CGEN-856S foram adicionados nas concentrações finais de 10−9 



 49 

a 10−5 mol/L. O Captopril (10−9 a 10−5 mol/L) foi utilizado como controle positivo. As 

soluções de peptídeo e captopril foram misturadas ao substrato imediatamente antes 

da adição do plasma. A reação foi interrompida através da adição de 1,2 mL de 

NaOH a 0,34 mol/L. Foi adicionado 100 µL de ortoftaldeído (20 mg/mL, em metanol) 

e, após 10 minutos em temperatura ambiente, 200 µL de HCl a 3 M foi adicionado. 

Após centrifugação a 800Xg por 5 minutos, a fluorescência da solução sobrenadante 

foi medida (365 nm de excitação e 495 nm de emissão). Uma curva padrão de 0,5 a 

20 nmol de His-Leu/tubo foi preparada em cada ensaio. A atividade da enzima foi 

calculada como nmol de His-Leu/min/mL. 

 

 

3.2.10 Análise estatística 
 Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média (EPM). Para 

a comparação das médias entre os grupos foi utilizada a análise de variância 

simples (One-way ANOVA) seguida do teste de Newman-Keuls, ou o test t de 

Student. Foi também utilizada a análise de variância de duas variáveis (Two-way 

ANOVA) seguida do teste de Bonferroni. O nível de significância aceito foi de 

P<0,05.   
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4.0 RESULTADOS 
 
4.1 Efeito dos peptídeos CGEN em aorta isolada de ratos Wistar, camundongos 
FVB/N e Knockout para o receptor Mas 

 
4.1.1 Participação do endotélio na resposta relaxante induzida pelos peptídeos 
CGEN em aorta de ratos Wistar 
 A figura 7 (A-D) mostra o efeito relaxante concentração-dependente induzido 

pelos peptídeos CGEN-856, CGEN-856S, CGEN-857 e CGEN-857V em anéis de aorta 

de ratos Wistar contendo endotélio funcional, pré-contraídos com FE. 

 Em anéis de aorta desprovidos de endotélio funcional, o efeito relaxante dos 

peptídeos CGEN-856, CGEN-856S, CGEN-857 e CGEN-857V foi abolido (Figura 7 A-D, 

respectivamente).  
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Figura 7 – Efeito induzido pelos peptídeos CGEN-856 (A), CGEN-856S (B), CGEN-857 
(C) e CGEN-857V (D) em anéis de aorta de ratos Wistar, contendo (E+) ou não (E-) 
endotélio funcional. *p<0,05 vs E- (Two-Way ANOVA seguido do pós-teste de 
Bonferroni).  
 

 

4.1.2 Efeito da inibição da produção de óxido nítrico na resposta relaxante 
induzida pelo CGEN-856S em aorta de ratos Wistar 

A figura 8 mostra o efeito do L-NAME sobre a resposta relaxante induzida pelo 

peptídeo CGEN-856S em anéis de aorta de ratos Wistar contendo endotélio funcional. 

Após a inibição da produção do NO, o efeito relaxante do peptídeo CGEN-856S 

foi abolido (Figura 8). 
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Figura 8 – Efeito induzido pelo peptídeo CGEN-856S em anéis de aorta de ratos Wistar 
contendo endotélio funcional, na presença ou ausência de L-NAME. *p<0,05 vs 
Controle (Two-Way ANOVA seguido do pós-teste de Bonferroni). 
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4.1.3 Efeito do bloqueio do receptor Mas sobre a resposta relaxante induzida pelo 
CGEN-856S em aorta de ratos Wistar 

Com a finalidade de investigar a participação do receptor Mas na resposta 

relaxante induzida pelo CGEN-856S, foram construídas curvas concentração-resposta 

cumulativas com este peptídeo em anéis de aorta de ratos Wistar na presença ou 

ausência do antagonista do receptor Mas, A-779.  

Como mostrado na figura 9, o efeito vasorelaxante induzido pelo CGEN-856S foi 

inibido na presença do A-779.   
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Figura 9 – Efeito induzido pelo CGEN-856S em anéis de aorta de ratos Wistar contendo 
endotélio funcional, na presença ou ausência do A-779. *p<0,05 vs Controle (Two-Way 
ANOVA seguido do pós-teste de Bonferroni). 
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4.1.4 Efeito do CGEN-856S em aorta de camundongos Knockout para o receptor 
Mas 

Com a finalidade de confirmar a participação do receptor Mas na resposta 

vasodilatadora do CGEN-856S, avaliamos o efeito deste peptídeo em anéis de aorta de 

camundongos KO-Mas e seu controle WT.  

 O efeito vasorelaxante induzido pelo CGEN-856S foi abolido em anéis de aorta de 

camundongos KO Mas quando comparado com o grupo controle (Mas+/+) (Figura 10). 
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Figura 10 – Efeito induzido pelo peptídeo CGEN-856S em anéis de aorta de 
camundongos Mas+/+ e Mas-/-, contendo endotélio funcional. *p<0,05 vs Mas+/+ (Two-
Way ANOVA seguido do pós-teste de Bonferroni). 



 56

4.1.5 Efeito do CGEN-856S e da angiotensina (1-7) em aorta de ratos Wistar 
Com o objetivo de comparar o efeito vasodilatador do novo agonista do Mas, o 

CGEN-856S, com o efeito vasodilatador da Ang-(1-7), foram construídas curvas 

concentração-resposta cumulativas com esses peptídeos em anéis de aorta de ratos 

Wistar contendo endotélio funcional, numa mesma preparação. 

 Como mostra a figura 11, o CGEN-856S induziu um padrão vasorelaxante 

semelhante ao observado com a Ang-(1-7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 11 – Efeito relaxante induzido pelos peptídeos CGEN-856S e Ang-(1-7) em anéis de 
aorta de ratos Wistar contendo endotélio funcional (Two-Way ANOVA seguido do pós-teste de 
Bonferroni). 
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4.2 Efeito do novo agonista do Mas, CGEN-856S, sobre a função cardíaca e sobre 
as arritmias de reperfusão em corações isolados de ratos 
 
4.2.1 Efeito do CGEN-856S sobre as arritmias de reperfusão em corações isolados 
de ratos   

 A incidência de arritmias de perfusão ocorreu em 100% dos corações isolados 

após a reperfusão. Entretanto, essas arritmias, extra-sístoles e, taquicardia e/ou 

fibrilação ventricular, apresentaram variações quanto a sua duração. 

Inicialmente avaliamos o efeito do CGEN-856S sobre as arritmias de reperfusão 

na concentração de 0,2 nM, a qual foi previamente descrita como sendo anti-

arritmogênica para a Ang-(1-7) (Ferreira et al., 2001). Nessa concentração, o CGEN-

856S não alterou significativamente a duração e incidência das arritmias de reperfusão 

(ISA= 6,3 ± 1,1 para o grupo controle vs 10,2 ± 1,6 para o grupo CGEN-856S; Figura 12 

A). Entretanto, em uma menor concentração, 0,04 nM, o CGEN-856S diminuiu 

significativamente a duração das arritmias (ISA= 6,3 ± 1,1 para o grupo controle vs 2,0 

± 0,002 para o grupo CGEN-856S; Figura 12 A) e aboliu a incidência das arritmias 

irreversíveis (Figura 12 B). Em uma concentração ainda menor, 0,008 nM, o CGEN-

856S não apresentou efeito sobre as arritmias de reperfusão (Figura 12 A e B). 

A Ang-(1-7) (0,2 nM), utilizada como padrão-ouro, reduziu significativamente a 

incidência e duração das arritmias de reperfusão (Figura 13). O ISA do grupo controle e 

do grupo da Ang-(1-7) foi de 6,3 ± 1,4 e 2,3 ± 0,3, respectivamente, sendo 

significativamente diferentes (Figura 13 A).  
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Figura 12 – Avaliação do ISA (A) e incidência das arritmias irreversíveis (> 30 minutos) 
(B) em corações isolados de ratos submetidos a oclusão da ACE. Os corações foram 
perfundidos com solução KR (controle) ou KR contendo CGEN-856S nas 
concentrações 0,008nM, 0,04nM e 0,2nM. Números acima das barras indicam a 
incidência de arritmias irreversíveis. *p<0,05 vs controle (Teste t de Student). 
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Figura 13 – Avaliação do ISA (A) e incidência de arritmias irreversíveis (> 30 minutos) 
(B) em corações isolados de ratos submetidos a oclusão da ACE. Os corações foram 
perfundidos com solução KR (controle) ou KR contendo Ang-(1-7) (0,2nM). Números 
acima das barras indicam a incidência de arritmias irreversíveis. *p<0,05 vs controle 
(Teste t de Student).  
 

 
4.2.2 Efeito CGEN-856S sobre a função cardíaca em corações isolados de ratos 

 O peptídeo CGEN-856S, em sua concentração anti-arritmogênica, produziu 

efeitos adicionais sobre a função cardíaca de corações isolados. CGEN-856S 

aumentou significativamente a tensão sistólica pós-isquêmica quando comparado com 

o grupo controle (Figura 14 A) e induziu um leve aumento, porém significativo, da -dT/dt 

pós-isquêmica (Figura 15 B). Além disso, foi observado que o CGEN-856S (0,04 

nmol/L) preveniu o aumento da tensão diastólica observado em corações perfundidos 

com solução KR durante o período de reperfusão (Figura 14 B). Nenhum efeito 

significativo foi observado na +dT/dt (Figura 15 A), na FC (Figura 16) ou no fluxo 

coronariano (Figura 17). 
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Figura 14 – Tensão sistólica (A) e diastólica (B) em corações isolados perfundidos com 
solução KR (controle) ou KR contendo CGEN-856S (0,008nM, 0,04nM e 0,2nM) e 
submetidos a oclusão da ACE. Valores coletados a cada 5 minutos durante todo o 
experimento. *p<0,05 (Two-Way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).           
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Figura 15 – +DT/dt e –DT/dt em corações isolados perfundidos com solução KR 
(controle) ou KR contendo CGEN-856S (0,008nM, 0,04nM e 0,2nM) e submetidos a 
oclusão da ACE. Valores coletados a cada 5 minutos durante todo o experimento (Two-
Way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).       
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Figura 16 – Freqüência cardíaca em corações isolados perfundidos com solução KR 
(controle) ou KR contendo CGEN-856S (0,008nM, 0,04nM e 0,2nM) e submetidos a 
oclusão da ACE. Valores coletados a cada 5 minutos durante todo o experimento (Two-
Way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).       
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Figura 17 – Fluxo coronariano de corações isolados perfundidos com solução KR 
(controle) ou KR contendo CGEN-856S (0,008nM, 0,04nM e 0,2nM) e submetidos a 
oclusão da ACE. Os valores representam porcentagens aos 35 minutos do basal, 5 
minutos de oclusão e 5 minutos de reperfusão, considerando o período basal como 
100% (One-Way ANOVA seguido pelo pós-teste de Newman-Keuls).  
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4.3 Efeito do CGEN-856S sobre o remodelamento cardíaco induzido pelo 
Isoproterenol em ratos 
 
4.3.1 Efeito do CGEN-856S sobre a hipertrofia cardíaca induzida pelo 
Isoproterenol em ratos 

O Isoproterenol, administrado durante 7 dias, aumentou significativamente a 

massa muscular do VE quando comparado com o tratamento com azeite (Figura 18 e 

19). A administração de CGEN-856S reduziu significativamente a massa ventricular 

esquerda de ratos tratados com azeite quando comparado com o grupo azeite+salina 

(Figura 18). Nenhuma alteração significativa foi observada no tratamento com 

ISO+CGEN-856S comparado ao ISO+salina (Figura 18) e no tratamento com 

ISO+Losartan comparado ao ISO+salina (Figura 19).  

O Isoproterenol induziu um aumento significativo do diâmetro dos cardiomiócitos 

quando comparado com o tratamento com azeite (Figuras 20 e 21). O tratamento com o 

CGEN-856S atenuou significativamente este aumento (Figura 20). Como esperado, o 

tratamento com ISO+Losartan reduziu significativamente o diâmetro dos cardiomiócitos 

em relação ao grupo ISO+salina (Figura 21).   
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Figura 18 – Quantificação da massa do VE de ratos portadores ou não de insuficiência 
cardíaca tratados com CGEN-856S ou salina. Ratos Wistar receberam injeções diárias 
de Isoproterenol (2 mg/Kg, s.c.) ou veículo (azeite, 0,1 mL, s.c) por 7 dias. CGEN-856S 
(1 μg/h) ou salina foram administrados através de mini-bomba osmótica durante o 
mesmo período. Os dados estão expressos como média ± EPM. * p<0,05; α p<0,05 vs 
azeite+salina;  # p<0,05 vs azeite+CGEN-856S (One-Way ANOVA seguido pelo pós-
teste de Bonferroni). 
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Figura 19 – Quantificação da massa do VE de ratos portadores ou não de insuficiência 
cardíaca tratados com CGEN-856S ou salina. Ratos Wistar receberam injeções diárias 
de Isoproterenol (2 mg/Kg, s.c.) ou veículo (azeite, 0,1 mL, s.c.) por 7 dias. CGEN-856S 
(1 μg/h) ou salina foram administrados através de mini-bomba osmótica durante o 
mesmo período. Os dados estão expressos como média ± EPM. α p<0,05 vs 
azeite+salina;  # p<0,05 vs azeite+Losartan (One-Way ANOVA seguido pelo pós-teste 
de Bonferroni).  



 65

 

0

5

10

15

Azeite ISO

 Salina     CGEN-856S     Salina      CGEN-856S

α
#

*
Se

cç
ão

 T
ra

ns
ve

rs
al

 ( μ
m

)

 
Figura 20 – Quantificação do diâmetro dos cardiomiócitos de ratos portadores ou não 
de insuficiência cardíaca tratados com CGEN-856S ou salina. *p<0,05; α p<0,05 vs 
azeite+salina; # p<0,05 vs azeite+CGEN-856S (One-Way ANOVA seguido pelo pós-
teste de Bonferroni).  
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Figura 21 – Quantificação do diâmetro dos cardiomiócitos de ratos portadores ou não 
de insuficiência cardíaca tratados com Losartan ou salina. *p<0,05; α p<0,05 vs 
azeite+salina; # p<0,05 vs azeite+Losartan (One-Way ANOVA seguido pelo pós-teste 
de Bonferroni).  
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4.3.2 Efeito do CGEN-856S sobre o aumento da expressão de proteínas da matriz 
extracelular induzido pelo isoproterenol em corações de ratos 

O Isoproterenol, administrado por 7 dias, induziu um aumento significativo da 

deposição de colágeno I, III e fibronectina no VE dos animais (Figura 22 e 23). O 

tratamento com o CGEN-856S reduziu significativamente a expressão de colágeno I 

(30,6 ± 3,0 vs 60,6 ± 5,5 para o ISO+salina), colágeno III (45,3 ± 2,9 vs 63,5 ± 4,8 para 

o ISO+salina) e fibronectina (29,9 ± 4,5 vs 55,3 ± 5,8 para o ISO+salina) no VE de ratos 

tratados com Isoproterenol (Figura 22).  

O tratamento com Losartan reduziu significativamente a expressão de colágeno I 

(35,9 ± 4,4 vs 52,5 ± 5,1 para o ISO+salina), colágeno III (48,2 ± 3,8 vs 70,2 ± 4,4 para 

o ISO+salina) e fibronectina (21,2 ± 3,1 vs 53,2 ± 5,6 para o ISO+salina) no VE de ratos 

tratados com Isoproterenol (Figura 23).  
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Figura 22 – Quantificação da expressão de proteínas da matriz extracelular do VE de 
ratos portadores de insuficiência cardíaca tratados com CGEN-856S. Microfotografia 
confocal (A) e quantificação das proteínas de matriz extracelular (B). *p<0,05 vs 
ISO+salina (Teste t de student).  
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Figura 23 – Quantificação da expressão de proteínas da matriz extracelular do VE de 
ratos portadores de insuficiência cardíaca tratados com Losartan. Microfotografia 
confocal (A) e quantificação das proteínas de matriz extracelular (B). *p<0,05 vs 
ISO+salina (Teste t de student).  
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4.4 Avaliação do efeito da administração aguda do agonista do Mas, CGEN-856S, 
sobre a pressão arterial e frequência cardíaca em ratos Wistar e SHRs  

A administração aguda de CGEN-856S (0,3 a 300ng/Kg/min) em ratos Wistar 

conscientes produziu uma diminuição significativa da pressão arterial média (PAM), de 

maneira dose-dependente (Figura 24). Durante a infusão de CGEN-856S, a redução da 

PAM na maior dose utilizada (300 ng/Kg/min) foi de -6,2 ± 2,3 mmHg. 

Interessantemente, pós a interrupção da infusão do peptídeo, a PAM continuou a 

diminuir, atingindo a redução máxima (∆: -8,1 ± 1,6 mmHg) (Figura 24). Os valores 

basais da PAM dos animais foram: 97,6 ± 6,3 mmHg para o grupo controle e 97,4 ± 6.3 

mmHg para o grupo CGEN-856S.  

CGEN-856S não alterou significativamente a FC de ratos Wistar (Figura 25). Os 

valores basais da FC desses animais foram: 370,6 ± 4,9 bpm para o grupo controle e 

376,1 ± 7,7 bpm para o grupo CGEN-856S.   
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Figura 24 – Variação da PAM de ratos Wistar conscientes durante e 60 minutos após a 
infusão de doses crescentes de CGEN-856S ou salina. As barras representam valores 
obtidos a cada 10 min de infusão. *p<0,05 CGEN-856S vs Salina (Two-Way ANOVA 
seguido pelo teste de Bonferroni).  
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Figura 25 – Variação da FC de ratos Wistar conscientes durante e 60 minutos após a 
infusão de doses crescentes de CGEN-856S ou salina. As barras representam valores 
obtidos a cada 10 min de infusão. *p<0,05 CGEN-856S vs Salina (Two-Way ANOVA 
seguido pelo teste de Bonferroni).   
 

 

A infusão de CGEN-856S em SHRs conscientes produziu uma diminuição 

significativa da PAM, de maneira dose-dependente (Figura 26). Contudo, a magnitude 

da alteração da PAM induzida pelo CGEN-856S foi consideravelmente maior nos 

animais hipertensos quando comparados aos animais normotensos. A redução da PAM 

foi significante a partir da dose de 3 ng/Kg/min (∆: -5,9 ± 2,3 mmHg) (Figura 26). A 

queda máxima da PAM durante a infusão do CGEN-856S foi observada na maior dose 

(300 ng/Kg/min; ∆: -9,7 ± 3,7 mmHg). Semelhantemente ao efeito observado em ratos 

Wistar, a pressão arterial continuou a reduzir no período de pós-infusão, atingindo a 

queda máxima aos 60 minutos (∆: -16,6 ± 2,3 mmHg). A infusão de salina não alterou a 

PAM (Figura 26). Os valores basais da PAM dos animais foram: 141,0 ± 3,9 mmHg para 

o grupo controle e 147,3 ± 1,2 mmHg para o grupo CGEN-856S. 

Uma pequena e transitória, porém significativa, redução da FC foi induzida pelo 

CGEN-856S em SHRs (Figura 27). Os valores basais da FC nestes animais foram: 

335,0 ± 21,4 bpm para o grupo controle e 399,1 ± 15,18 bpm para o grupo CGEN-856S.  
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Figura 26 – Variação da PAM de SHRs conscientes durante e 60 minutos após a 
infusão de doses crescentes de CGEN-856S ou salina. As barras representam valores 
obtidos a cada 10 min de infusão. *p<0,05 CGEN-856S vs Salina (Two-Way ANOVA 
seguido pelo teste de Bonferroni). 
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Figura 27 – Variação da FC de SHRs conscientes durante e 60 minutos após a infusão 
de doses crescentes de CGEN-856S ou salina. As barras representam valores obtidos 
a cada 10 min de infusão. *p<0,05 CGEN-856S vs Salina (Two-Way ANOVA seguido 
pelo teste de Bonferroni). 
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4.5 Avaliação dos efeitos da administração crônica do CGEN-856S em ratos 
Wistar e SHRs 
 
4.5.1 Efeito do tratamento crônico com CGEN-856S sobre a pressão arterial e 
freqüência cardíaca de ratos normotensos e hipertensos 

Ratos Wistar submetidos ao tratamento crônico (28 dias) com o CGEN-856S 

apresentaram valores de pressão arterial média e frequência cardíaca semelhantes aos 

animais Wistar controle (Figura 28).  

Entretanto, o tratamento com o CGEN-856S reduziu significativamente a pressão 

arterial dos animais SHRs (PAM=150,5 ± 4,9 mmHg para o grupo CGEN-856S vs 169,2 

± 3,3 mmHg para o grupo controle), além de reduzir significativamente a freqüência 

cardíaca (FC= 293,3 ± 7,7 bpm para o grupo CGEN-856S vs 333,9 ± 9,7 bpm para o 

grupo controle), como mostrado na figura 29.  
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Figura 28 – Valores de pressão arterial média e frequência cardíaca de ratos Wistar 
tratados com CGEN-856S (18 μg/Kg/h) ou salina durante 28 dias. Os parâmetros foram 
medidos nos animais conscientes (Teste t de student).  
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Figura 29 – Valores de pressão arterial média e frequência cardíaca de SHRs tratados 
com CGEN-856S (18 μg/Kg/h) ou salina durante 28 dias. Os parâmetros foram medidos 
nos animais conscientes *p<0,05 vs Salina (Teste t de student).  
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4.5.2 Efeito do tratamento crônico com CGEN-856S sobre o remodelamento 
cardíaco e renal de ratos normotensos e hipertensos 

Como esperado, os SHRs apresentaram um aumento significativo da massa 

muscular cardíaca quando comparados aos animais Wistar (Figura 30). O tratamento 

crônico com o CGEN-856S atenuou significativamente este aumento de massa 

cardíaca, como mostrado na figura 30. Nenhuma alteração significativa foi observada 

nos animais Wistar tratados com o peptídeo (Figura 30).  Apesar da redução do peso 

do coração induzido pelo CGEN-856S, medidas do diâmetro do cardiomiócitos 

mostraram valores semelhantes entre o grupo SHR+CGEN-856S e SHR+salina (Figura 

31).  

A análise da quantificação da deposição de matriz extracelular no coração e no 

rim dos animais hipertensos mostrou um aumento significativo da deposição de MEC 

nestes tecidos em relação ao grupo controle (Figura 32 e 33). De maneira interessante, 

o tratamento crônico com o CGEN-856S reduziu significativamente a deposição de 

MEC no tecido cardíaco e renal dos SHRs (Figura 32 e 33).   
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Figura 30 – Quantificação da massa muscular cardíaca de ratos Wistar ou SHRs 
tratados com CGEN-856S ou salina. CGEN-856S (18 μg/Kg/h) ou salina foram 
administrados através de mini-bomba osmótica, durante 28 dias (n=7-8). *p<0,05 vs 
SHR+salina; α p<0,05 (Teste t de student). 
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Figura 31 – Medida do diâmetro dos cardiomiócios de ratos Wistar ou SHRs tratados 
com CGEN-856S ou salina durante 28 dias. CGEN-856S (18 μg/Kg/h) ou salina foram 
administrados através de mini-bomba osmótica (n=4-7). α p<0,05 (Teste t de student). 
 
 

Salina CGEN-856S Salina CGEN-856S
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

*

Wistar SHR

α

M
at

riz
 e

xt
ra

ce
lu

la
r 

(%
 á

re
a)

 
Figura 32 – Quantificação da matriz extracelular no coração de ratos Wistar ou SHRs 
tratados com CGEN-856S ou salina durante 28 dias. CGEN-856S (18 μg/Kg/h) ou 
salina foram administrados através de mini-bomba osmótica (n=5). α p<0,05 (Teste t de 
student).  
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Figura 33 – Microfotografias representativas das lâminas de tecido renal coradas com 
Sirius-Red (aumento 10X) do grupo SHR tratado com salina (A) e SHR tratado com o 
CGEN-856S (B). Quantificação da matriz extracelular renal de ratos Wistar ou SHRs 
tratados com o CGEN-856S ou salina (C). CGEN-856S (18 μg/Kg/h) ou salina foram 
administrados através de mini-bomba osmótica durante 28 dias (n=5). *p<0,05 vs 
SHR+salina; α p<0,05 (Teste t de student).  
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4.6 Efeito do tratamento com CGEN-856S sobre a insuficiência cardíaca induzida 
pelo infarto agudo do miocárdio em ratos 
 
4.6.1 Efeito do tratamento com CGEN-856S sobre a função cardíaca de ratos 
submetidos ao infarto agudo do miocárdio 

Ratos Wistar submetidos ao infarto do miocárdio (IM) e tratados com veículo 

apresentaram redução significativa da tensão sistólica, +dT/dt e -dT/dt quando 

comparados aos animais sham-operados (Figuras 34 e 35, respectivamente).  

De maneira interessante, o tratamento com o CGEN-856S durante 14 dias 

atenuou significativamente a redução da tensão sistólica (10,8 ± 0,1 vs 6,2 ± 0,2 g para 

o IAM+veículo; Figura 34), +dT/dt (269,5 ± 2,5 vs 206,8 ± 1,8 g/s para o IM+salina; 

Figura 35) e -dT/dt (214,0 ± 2,3 vs 138,5 ± 4,1 g/s para o IM+salina; Figura 35) induzida 

pelo infarto do miocárdio.  

Nenhuma alteração significativa foi observada na tensão diastólica (Figura 34),  

fluxo coronariano e FC (Figura 36).  

 De maneira semelhante, o Captopril, utilizado como padrão-ouro, preservou a 

tensão sistólica e atenuou a redução da +dT/dt e –dT/dt quando comparado com o 

grupo IM+salina.  
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Figura 34 – Tensão sistólica e diastólica de corações isolados de ratos sham-operados 
ou infartados tratados com salina, Captopril (1 mg/Kg/dia) ou CGEN-856S (3,6 
μg/Kg/h). Os dados foram coletados a cada 5 minutos durante todo o experimento. α 
p<0,05 vs sham+veículo; *p<0,05 vs IM+salina (Two-Way ANOVA seguido pelo teste 
de Bonferroni).  
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Figura 35 – DT/dt positiva e negativa de corações isolados de ratos sham-operados ou 
infartados tratados com salina, Captopril (1 mg/Kg/dia) ou CGEN-856S (3,6 μg/Kg/h).  
Os dados foram coletados a cada 5 minutos durante todo o experimento. α p<0,05 vs 
sham+salina; *p<0,05 IM+CGEN-856S e IM+Captopril vs IM+salina; #p<0,05 
IM+CGEN-856S e IM+Captopril vs sham (Two-Way ANOVA seguido pelo teste de 
Bonferroni).  
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Figura 36 – Frequência cardíaca e fluxo coronariano de corações isolados de ratos 
sham-operados ou infartados tratados com salina, Captopril (1 mg/Kg/dia) ou CGEN-
856S (3,6 μg/Kg/h). Os dados foram coletados a cada 5 minutos durante todo o 
experimento (Two-Way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).  
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4.6.2 Efeito do tratamento com CGEN-856S sobre a área de infarto em corações 
de ratos submetidos ao infarto agudo do miocárdio 

A área de infarto cardíaco foi significativamente maior nos animais infartados 

tratados com salina quando comparados aos animais sham (23,7 ± 1,9 vs 0,7 ± 0,3 % 

para o sham) (Figura 37). O tratamento com o CGEN-856S diminuiu significativamente 

a área de infarto (15,7 ± 3,2 vs 23,7 ± 1,9 % para o IM+salina) (Figura 37). Ratos 

infartados tratados com Captopril não apresentaram diferença significativa na área de 

infarto quando comparados com o grupo IM+salina (18,01 ± 3.6 vs 23,7 ± 1,9 % para o 

IM+salina; Figura 37).  
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Figura 37 – Quantificação da área de infarto (%) em corações de ratos sham-operados 
ou infartados tratados com salina, Captopril (1 mg/Kg/dia) ou CGEN-856S (3,6 μg/Kg/h).  
α p<0,05 vs Sham; *p<0,05 vs IM+salina (One-Way ANOVA seguido pelo teste de 
Newman-Keuls).  
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4.7 Avaliação da especificidade de ligação do CGEN-856S nos receptores da 
angiotensina II, AT1 e AT2 

Os efeitos cardiovasculares do CGEN-856S observados até o momento, 

poderiam ser justificados pela ligação deste composto ao receptor AT1 (agindo como 

um antagonista deste receptor) ou por sua ligação ao receptor AT2 (agindo como um 

agonista deste receptor).  

Entretanto, a avaliação da afinidade de ligação do CGEN-856S aos receptores 

AT1 e AT2 revelou que, não houve evidência para uma ligação significante do CGEN-

856S ao receptor AT1 (Figura 38). Além disso, a afinidade de ligação do CGEN-856S ao 

receptor AT2 se mostrou 1000 vezes menor quando comparada à afinidade da Ang II 

(IC50=4.957,2 nM vs 4,1 nM para a Ang II) (Figura 39).  
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Figura 38 – Inibição competitiva da ligação do radioligante 125I [Sar1,lle8] Ang II ao 
receptor AT1 pela Ang II ou CGEN-856S. N= 2, em duplicata.  
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Figura 39 – Inibição competitiva da ligação do radioligante 125I [Sar1,lle8] Ang II ao 
receptor AT2 pela Ang II ou CGEN-856S. N= 2, em duplicata.  
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4.8 Avaliação da capacidade de ligação do CGEN-856S em células CHO 
transfectadas com o Mas 

Com o propósito de investigar a capacidade de ligação do CGEN-856S ao 

receptor da Ang-(1-7), Mas, realizamos o ensaio descrito por Pinheiro e colaboradores  

(2004). 

O CGEN-856S deslocou significativamente a ligação da Ang-(1-7) fluorescente 

em células CHO transfectadas com o Mas (Figura 40 A e B). A extensão do 

deslocamento foi similar ao observado para a Ang-(1-7) (Figura 40 B). Imagens de 

microscopia confocal mostrando a ligação da FAM-Ang-(1-7) em células CHO 

transfectadas com o Mas estão representadas na figura 41.  
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Figura 40 – Deslocamento da ligação da FAM-Ang-(1-7) em células CHO transfectadas 
com o Mas (A, B). Fluorescência relativa capturada em microscopia confocal (A) e 
porcentagem de deslocamento da FAM-Ang-(1-7) pelo CGEN-856S e Ang-(1-7) (B). 
*P<0,05 vs ligação total; # P<0,05 vs Ang-(1-7) 10-6 M ; α P<0,05 vs CGEN-856S 10-6 M 
(One-Way ANOVA seguido do teste de Bonferroni).  
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Figura 41 – Microfotografia confocal da ligação da FAM-Ang-(1-7) em células CHO 
transfectadas com o Mas. Ligação total da FAM-Ang-(1-7) a 10-8 M (A); Ligação não-
específica (B); Deslocamento da FAM-Ang-(1-7) pela Ang-(1-7), como controle positivo 
(C,D); Deslocamento da FAM-Ang-(1-7) pelo CGEN-856S (E,F).  
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4.9 Análise do efeito do CGEN-856S sobre a atividade da ECA plasmática 
 Para investigar se os efeitos do CGEN-856S ocorriam devido à interferência com 

a atividade da ECA, determinamos o efeito deste peptídeo sobre a atividade da ECA 

plasmática.  

O CGEN-856S não inibiu a atividade da ECA nas concentrações de 10-9 a 10-5 

M, em contraste com a inibição induzida pela Ang-(1-7) (~60% de inibição a 10-5 M, 

IC50=2,58x10-6 M). Nas mesmas condições do ensaio, o Captopril, um conhecido 

inibidor da ECA, aboliu significativamente a atividade desta enzima a 10-5 M 

(IC50=2,51x10-8 M). Os resultados estão apresentados na figura 42.  
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Figura 42 – Determinação do efeito do CGEN-856S sobre a atividade da ECA 
plasmática. Concentrações finais de 10-9 a 10-5 M foram utilizadas para cada peptídeo. 
O Captopril foi utilizado como controle positivo (10-9 a 10-5 M). N=3 por grupo, em 
duplicata.  
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5 DISCUSSÃO  

 Neste estudo avaliamos os efeitos cardiovasculares de um novo peptídeo 

agonista do Mas. A identificação deste composto ocorreu através da utilização de 

uma plataforma biológica computacional descrita por Shemesh et al. (2008).  

O método desenvolvido pela empresa de biotecnologia Compugen Ltd 

permitiu a descoberta de novos ligantes de GPCRs inseridos no proteoma humano, 

inclusive ligantes potenciais para o receptor da Ang-(1-7), Mas. A identificação dos 

novos peptídeos foi baseada nos seguintes passos computacionais: 1) Criação de 

um conjunto de dados para a identificação de sítios proteolíticos; 2) Criação de um 

conjunto de dados para a predição do peptidoma humano; 3) Avaliação da 

probabilidade de cada peptídeo ser um ligante de GPCRs (Kliger et al., 2008; 

Shemesh et al., 2008).  

Desta forma, os dímeros CGEN-856 e CGEN-857 foram descobertos e suas 

formas monômeras CGEN-856S e CGEN-857V foram criadas, através da 

substituição da cisteína pela serina e valina, respectivamente. Um estudo preliminar 

mostrou que tanto as formas monômeras quanto dímeras dos compostos CGEN 

estimularam o influxo de cálcio em células CHO transfectadas com o Mas, sugerindo 

serem ligantes deste receptor (Shemesh et al., 2008).  

Por terem sido desenvolvidos e indicados como agonistas do Mas há 

relativamente pouco tempo (Klieger et al., 2008; Shemesh et al., 2008), poucos 

experimentos com os peptídeos CGEN foram realizados até o momento.  

 Os principais achados do presente estudo foram: 1) O peptídeo CGEN-856S 

produziu efeito vasorelaxante em aorta de ratos; 2) O efeito vasodilatador induzido 

pelo CGEN-856S foi dependente do endotélio, da produção de NO e mediado pelo 

receptor Mas; 3) CGEN-856S reduziu as arritmias de reperfusão em corações 

isolados de rato; 4) CGEN-856S reduziu a hipertrofia e fibrose cardíacas induzidas 

pelo isoproterenol; 5) A administração aguda e crônica do CGEN-856S reduziu a PA 

em ratos hipertensos; 6) O tratamento crônico com o CGEN-856S também reduziu a 

fibrose renal em ratos hipertensos; 7) O tratamento com o CGEN-856S melhorou a 

função cardíaca de ratos infartados.  

Em nossa primeira sequência de experimentos, encontramos que os quatro 

peptídeos CGEN produziram efeito relaxante concentração-dependente em anéis de 

aorta de rato e camundongo. O composto CGEN-856S, particularmente, induziu um 

efeito vasodilatador importante e de maneira similar à resposta da Ang-(1-7). A 
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vasodilatação induzida por este composto foi dependente da presença de endotélio 

funcional e abolida pelo tratamento com o inibidor da NOS, o L-NAME. Estas 

características conferem ao CGEN-856S uma semelhança com aquelas descritas 

para a Ang-(1-7) (Le Tran et al., 1997; Santos et al., 2003; Sampaio et al., 2007) e 

para o agonista não peptídico do Mas, o AVE 0991 (Lemos et al., 2005; Santos & 

Ferreira, 2006).  

O bloqueio da atividade da NOS pelo L-NAME sugere a participação do NO 

derivado do endotélio na resposta vasodilatadora induzida pelo novo agonista do 

Mas, CGEN-856S. De fato, várias linhas de evidência relacionam o receptor Mas à 

geração de NO na vasculatura e em outros tecidos (Pinheiro et al., 2004; Da Costa 

et al., 2007; Sampaio et al., 2007; Dias-Peixoto et al., 2008). O estudo de Pinheiro e 

colaboradores (2004) foi o primeiro a relatar uma interação entre o Mas e a liberação 

de NO. Tanto a Ang-(1-7) quanto o agonista não peptídico do receptor da Ang-(1-7), 

AVE 0991, induziram um aumento na produção de NO em células CHO 

transfectadas com o Mas (Pinheiro et al., 2004). Este efeito foi bloqueado pelo A-779 

mas não pelos antagonistas do receptor AT1 ou AT2 (Pinheiro et al., 2004). Além 

disso, Da Costa e colaboradores (2007) demonstraram que a liberação de NO no 

corpo cavernoso de ratos foi potencializado pela Ang-(1-7). Este aumento da 

liberação de  NO foi completamente inibido em camundongos KO-Mas (Da Costa et 

al., 2007). O tratamento com Ang-(1-7) também aumentou a produção de NO em 

cardiomiócitos ventriculares de camundongos, efeito que foi abolido pelo pré-

tratamento com A-779 e em camundongos KO-Mas (Dias-Peixoto et al., 2008). 

Estas evidências mostram fortemente uma interação entre a ativação do Mas e a 

produção de NO, como também observado no presente estudo.  

A Ang-(1-7), através da ativação do Mas, libera NO em cultura de células 

endoteliais humanas por uma via de sinalização da cascata da PI3K/AKt Ca+2-

independente (Sampaio et al., 2007). Se a PI3K/AKt é um componente chave da 

cascata de sinalização estimulada pelo CGEN-856S, permanece para ser 

investigado. Entretanto, as vias de sinalização intracelulares envolvidas nos efeitos 

da Ang-(1-7) podem diferir daquelas ativadas pelo composto CGEN-856S, 

provavelmente devido a uma interação diferente com o receptor. De fato, diferentes 

ligantes podem ativar vias de sinalização distintas ao estimular um mesmo receptor, 

termo conhecido como biased agonism (Schulte et al., 2007; Violin et al., 2007).  
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Apesar dessas possíveis diferenças, nossos dados, comparando o efeito da 

Ang-(1-7) e do CGEN-856S em anéis de aorta de rato numa mesma preparação, 

mostraram um padrão de relaxamento similar entre esses dois peptídeos. Além 

disso, a infusão aguda de CGEN-856S em SHR produziu um efeito anti-hipertensivo 

equivalente ao observado para a Ang-(1-7) (Santos et al., 2009), o que será melhor 

discutido posteriormente.  

O efeito vasodilatador induzido pelo peptídeo CGEN-856S foi abolido na 

presença de A-779 e em anéis de aorta de camundongos KO-Mas. Esses dados 

sugerem que, assim como o efeito da Ang-(1-7), a vasodilatação induzida pelo 

CGEN-856S é dependente da interação com o receptor específico da Ang-(1-7). 

Outro dado que corrobora esta hipótese é a capacidade do CGEN-856S deslocar a 

ligação da FAM-Ang-(1-7) em células CHO transfectadas com o Mas, indicando que 

este peptídeo compete pelo mesmo sítio de ligação da Ang-(1-7). Mais uma vez, o 

resultado obtido com o CGEN-856S foi comparável ao resultado obtido com o AVE 

0991, o qual deslocou a ligação da Ang-(1-7) em cultura de células CHO 

transfectadas com o Mas (Pinheiro et al., 2004).  

A partir dos resultados desta avaliação preliminar, selecionamos o peptídeo 

CGEN-856S para ser melhor investigado quanto a seus efeitos cardiovasculares in 

vitro e in vivo.  

Um importante efeito produzido pela estimulação do Mas, claramente descrito 

na literatura, é o efeito anti-arritmogênico induzido pela Ang-(1-7) (Ferreira et al., 

2001). Portanto, foi nosso objetivo avaliar o efeito do novo agonista do Mas nas 

arritmias cardíacas, através do modelo experimental de isquemia e reperfusão.  

Nossos dados mostram o efeito anti-arritmogênico induzido pelo CGEN-856S 

na concentração de 0,04 nmol/L em corações isolados de rato. Este efeito foi 

seguido de melhora da função cardíaca, observada pela preservação da tensão 

sistólica e diastólica durante a reperfusão, sem alterações na FC. Nossos achados 

estão de acordo com trabalhos que mostram o envolvimento do eixo ECA2/Ang-(1-

7)/Mas na manutenção ou preservação da função cardíaca pós-isquêmica 

(Brosnihan et al., 1996; Ferreira et al., 2001; Ferreira et al., 2002; Santos et al., 

2004; Castro et al., 2006; Ferreira et al., 2007).  

A Ang-(1-7), em baixa concentração (0,2 nmol/L), apresentou efeito anti-

arritmogênico (Ferreira et al., 2001) e melhorou a função miocárdica pós-isquêmica 

(Ferreira et al., 2002), através de mecanismo dependente do receptor Mas. Castro e 
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colaboradores (2006) demonstraram que corações isolados de camundongos WT 

tratados com A-779 e camundongos KO-Mas apresentaram diminuição da tensão 

sistólica, +dT/dt e -dT/dt após isquemia global e reperfusão. A importância do Mas 

na manutenção da função cardíaca também foi mostrada através do ecocardiograma 

em animais KO-Mas, o qual revelou uma diminuição da fração de encurtamento, da 

espessura da parede posterior e do septo interventricular na sístole e diástole, entre 

outras alterações (Santos et al., 2006). Desta forma, a cardioproteção induzida pelo 

CGEN-856S (0,04 nmol/L) vai de encontro aos efeitos mediados pelo Mas, indicando 

seu importante papel na presevação da função cardíaca.  

A ausência de efeito do CGEN-856S sobre as arritmias de reperfusão na 

concentração de 0,2 nmol/L foi similar aos dados prévios observados com a Ang-(1-

7). Neves e colaboradores (1997) relataram que a Ang-(1-7) a 27 nmol/L produziu 

um aumento significativo nas arritmias de reperfusão em corações isolados de rato. 

Entretanto, Ferreira e colaboradores (2001) mostraram que, na concentração de 0,2 

nmol/L, a Ang-(1-7) apresenta um efeito anti-arritmogênico, o qual foi reproduzido no 

presente estudo. Assim, a Ang-(1-7) apresenta uma clara tendência a uma curva 

dose-resposta em forma de sino ou a um efeito bifásico (De Mello, 2009; Ferreira et 

al., 2010). Estes dados apóiam os achados do presente estudo, o qual mostra o 

efeito bifásico e dependente da concentração do CGEN-856S nas arritmias de 

reperfusão.  

Uma vez conhecida a ação vasodilatadora do CGEN-856S em anéis de aorta, 

avaliamos o efeito deste peptídeo sobre as variáveis cardiovasculares basais em 

animais normotensos e hipertensos. Nossos resultados mostram que a 

administração aguda (curva dose-resposta) e crônica (28 dias) do CGEN-856S 

produz efeito anti-hipertensivo em SHRs. Estes dados estão de acordo com estudos 

em andamento em nosso laboratório, utilizando a Ang-(1-7) em animais hipertensos 

(Santos et al., 2009; Anexo C) e com relatos prévios (Benter et al., 2006; Giani et al., 

2009), sugerindo que a estimulação do Mas pode ser uma estratégia para o 

tratamento da hipertensão arterial.  

Entretanto, o efeito da Ang-(1-7) sobre a pressão arterial parece depender 

diretamente de alguns fatores, tais como o tipo de administração (aguda versus 

crônica), o modelo experimental utilizado e a pressão arterial basal do animal.  

Neste sentido, diversos estudos relatam ausência de efeito da Ang-(1-7) 

sobre a pressão arterial de animais normotensos. Strawn e colaboradores (1999) 
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mostraram que a infusão crônica de Ang-(1-7) não alterou a pressão arterial 

sistólica, diastólica e a FC em ratos normotensos. Por outro lado, a Ang-(1-7) 

apresenta potente efeito na distribuição do fluxo sanguíneo e hemodinâmica 

sistêmica em ratos normotensos. A infusão de Ang-(1-7) em doses baixas (110 

fmol/min) em ratos normotensos produz importantes alterações no fluxo sanguíneo 

regional, diminuindo a resistência periférica vascular em diferentes territórios 

(mesentério, cérebro, pele e rins) (Sampaio et al., 2003). Apesar destes efeitos, 

nenhuma alteração na pressão arterial foi observada (Sampaio et al., 2003). 

Considera-se que o aumento concomitante do débito cardíaco poderia mascarar a 

diminuição na resistência periférica total (RPT) produzida pela Ang-(1-7), impedindo 

que alterações na pressão sanguínea sejam observadas.  

Medidas de telemetria mostraram que animais TGR(A1-7)3292, um modelo 

de rato transgênico que expressa uma proteína de fusão produtora de Ang-(1-7), 

apresentam pressão arterial similar aos seus controles Sprague Dawley (SD) 

(Santos et al., 2004). A avaliação da distribuição do fluxo sanguíneo regional nestes 

animais revelou aumentos importantes da condutância  vascular nos rins, pulmões, 

adrenal, fígado, cérebro, testículos e tecido adiposo marrom (Botelho et al., 2007). 

Estes animais também apresentaram aumento do débito cardíaco em relação aos 

seus controles (Botelho et al., 2007), o que, mais uma vez, poderia explicar a 

ausência de efeito substancial na pressão arterial em resposta à Ang-(1-7).  

Ao contrário das observações em animais normotensos, a estimulação do 

Mas através da Ang-(1-7) produziu redução da pressão arterial em animais 

hipertensos. Benter e colaboradores (1995) relataram uma diminuição da pressão 

arterial no segundo dia de tratamento com Ang-(1-7) em SHRs. Em outro estudo, a 

administração de Ang-(1-7) por um período acima de 7 dias reduziu a pressão 

arterial de SHRs nos dias 4 e 5 de tratamento (Widdop et al., 1999). Recentemente, 

Santos e colaboradores (2009) mostraram que a infusão de Ang-(1-7) (0,003-

3nmol/Kg/min) em ratos hipertensos induziu uma redução dose-dependente da 

pressão arterial. De modo semelhante, Benter e colaboradores (2006) relataram que 

a Ang-(1-7) atenuou o desenvolvimento da hipertensão e a lesão de órgãos-alvo em 

SHRs com disfunção endotelial induzida pelo tratamento com L-NAME. Santiago e 

colaboradores (2010) também mostraram que ratos TGR(A1-7)3292, após 

hipertensão induzida pelo modelo de DOCA-sal, apresentam atenuação da elevação 

da pressão arterial.  



 94 

Outras evidências da importante função do Mas na homeostase 

cardiovascular foram apresentadas recentemente. A deleção genética do Mas em 

camundongos FVB/N produziu um aumento significativo da pressão arterial 

associado à disfunção endotelial (Xu et al., 2008). Além disso, um aumento da 

resistência vascular em diversos órgãos e uma importante disfunção endotelial 

também foram observados em camundongos C57BL/6 Mas-/- (Botelho-Santos et al., 

2008; Rabelo et al., 2008).  

Desta forma, estes e o presente estudo confirmam que a estimulação do Mas, 

através do CGEN-856S ou de outros agonistas, pode ser uma estratégia para o 

tratamento da hipertensão arterial. Entretanto, devido à complexidade das alterações 

hemodinâmicas induzidas pela ativação do Mas em ratos normotensos e 

hipertensos,  faz-se necessário um maior esclarecimento dos aspectos envolvidos 

na regulação da pressão arterial através deste receptor.  

Apenas uma redução transitória e dose-independente da FC foi observada 

através da infusão do CGEN-856S em SHRs. Estes resultados estão de acordo com 

estudos prévios que relatam um efeito bradicárdico da Ang-(1-7). Castro e 

colaboradores (2008) demonstraram que ratos TGR(A1-7)3292 apresentam menor 

FC comparados aos seus controles. Além disso, a infusão de Ang-(1-7) durante 7 

dias induziu um pequeno, porém significativo, efeito bradicárdico em ratos Wistar 

(Braga et al., 2002). Entretanto, o papel do receptor Mas sobre a FC permanece 

controverso, uma vez que alguns estudos relatam ausência de ação no ritmo 

cardíaco (Strawn et al., 1999) ou até mesmo um aumento da FC (Ferreira et al. 

2004; Castro et al., 2008). Diferenças entre as espécies de animais e a duração do 

tratamento podem contribuir para estes achados discrepantes. O mecanismo do 

efeito seletivo do CGEN-856S sobre a FC em SHRs permanece para ser 

investigado.  

Em nosso estudo, o efeito anti-hipertensivo induzido pelo CGEN-856S poderia 

ser justificado pela interferência deste peptídeo sobre a atividade da ECA ou poderia 

ser mediado pelos receptores da Ang II. Neste último caso, agindo como um 

antagonista do receptor AT1 ou como um agonista do receptor AT2. Para investigar 

esta hipótese, realizamos os ensaios de afinidade de ligação do CGEN-856S aos 

receptores da Ang II e determinamos o efeito do CGEN-856S sobre a atividade da 

ECA.  
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Nossos resultados mostraram que o CGEN-856S não inibiu a atividade da 

ECA e não apresentou afinidade pelo receptor AT1. A baixa afinidade desse 

peptídeo pelo receptor AT2 (1000 vezes menor que a afinidade da Ang II), 

juntamente com relatos da ausência de efeito de puros agonistas do AT2 na pressão 

arterial em SHR acordados (Gelosa et al., 2009), sugere fortemente a ausência de 

envolvimento do receptor AT2 nos efeitos cardiovasculares induzidos pelo CGEN-

856S. 

 Dados da literatura demonstraram que o eixo ECA2/Ang-(1-7)/Mas é um 

componente essencial na cardioproteção ao remodelamento cardíaco (Santos et al., 

2004; Nadu et al., 2008; Ferreira et al., 2010). Neste estudo investigamos o efeito 

dos novos agonistas do Mas sobre a hipertrofia cardíaca e o aumento da deposição 

de proteínas da matriz extracelular induzidos pela estimulação β-adrenérgica. 

Nossos dados mostraram que a hipertrofia dos cardiomiócitos induzida pelo 

isoproterenol foi significativamente menor nos animais tratados com CGEN-856S. 

Além disso, a deposição de proteínas da matriz extracelular foi reduzida pelo 

tratamento com o peptídeo. O aumento da deposição de colágenos da matriz 

extracelular no coração, como observado em diversas patologias hipertensivas, 

como cardiomiopatia isquêmica e hipertrófica, leva ao acúmulo de tecido fibroso, 

comprometendo a função cardíaca (Schnee & Hsueh, 2000). 

A participação da Ang-(1-7) e do seu receptor na proteção ao remodelamento 

cardíaco foi relatada previamente em diferentes estudos (Santos et al., 2004; Iwata 

et al., 2005; Ferreira et al., 2007; Mercure et al., 2008; Ferreira et al., 2010). Gava 

(2006) demonstraram que animais KO-Mas apresentaram expressão aumentada de 

colágeno do tipo I, III e fibronectina, sugerindo que a interação Ang-(1-7)/Mas pode 

promover importantes efeitos anti-fibróticos no coração. Ratos transgênicos com 

níveis plasmáticos aumentados de Ang-(1-7), os TGR(A1-7)3292, apresentaram 

atenuação da hipertrofia cardíaca induzida pelo isoproterenol (Santos et al., 2004). 

Além da Ang-(1-7), o agonista não peptídico do Mas, AVE 0991, também preveniu a 

hipertrofia e fibrose cardíacas induzidas pelo Isoproterenol, seguido por uma 

melhora da função cardíaca (Ferreira et al., 2007).  

Até o momento, os mecanismos responsáveis pelos efeitos benéficos da 

estimulação do Mas no coração não estão completamente esclarecidos. Sabemos 

que fatores secundários, tais como prostanóides e NO (Muthalif et al.,1998), são 

responsáveis por importantes efeitos da Ang-(1-7), como vasodilatação, efeitos 
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hipotensores, antiarritmogênicos e potenciação do efeito da bradicinina (Paula et al., 

1995; Almeida et al., 2000; Ferreira et al., 2001). Assim, o NO e as prostaglandinas 

podem ser os mediadores anti-fibróticos em resposta à ativação do Mas pelo CGEN-

856S.  

Outro mecanismo que pode participar do efeito anti-fibrótico induzido pela 

Ang-(1-7) é através da regulação da atividade e/ou expressão de metaloproteinases 

de matriz e de seus inibidores. O tratamento com inibidores de ECA e antagonistas 

do receptor AT1 diminuíram a fibrose cardíaca, efeito que foi associado ao aumento 

dos níveis plasmáticos de Ang-(1-7) (Chappell et al., 1998) e um aumento dos níveis 

de metaloproteinases (Laviades et al., 1998), indicando uma relação entre os níveis 

de Ang-(1-7) e a atividade ou expressão de metaloproteinases de matriz.  

Nosso estudo mostrou que o tratamento crônico com o CGEN-856S por 28 

dias preveniu o aumento da fibrose cardíaca e renal em SHRs, o que contribui para 

um menor comprometimento funcional destes órgãos. Efeito semelhante foi 

observado por Grobe e colaboradores (2006 e 2007), que mostraram que a infusão 

de Ang-(1-7) durante 4 semanas preveniu a fibrose cardíaca em dois modelos de 

hipertensão, um induzido pela infusão crônica de Ang II (Grobe et al., 2007) e outro 

em modelo DOCA-sal (Grobe et al., 2006). Entretanto, o efeito anti-hipertrófico da 

Ang-(1-7) foi observado apenas no modelo tratado com Ang II, o que sugere uma 

diferença no mecanismo cardioprotetor da Ang-(1-7) nos processos fibróticos e 

hipertróficos (Grobe et al., 2007).  

A hipertrofia cardíaca pode resultar da resposta a um número de estímulos, 

incluindo hormônios, citocinas e stress biomecânico. Todos estes resultam em 

aumento da sinalização da MAPK nos cardiomiócitos e, através da ativação da 

cascata de cinases, levam à fosforilação de cinases terminais, tal como ERK, p38 e 

JNK cinases (Heineke & Molkentin, 2006). Estas, por sua vez, regulam a expressão 

de genes dos cardiomiócitos através da fosforilação seletiva do fator de transcrição. 

Mercure e colaboradores (2008) demonstraram que a Ang-(1-7) modula algumas (c-

Src e p-38 MAPK) mas não todas (ERK1/2) as vias de sinalização de crescimento no 

coração em resposta à hipertensão, evidenciando um efeito direto da Ang-(1-7) nos 

cardiomiócitos. Iwata e colaboradores (2005) relataram que a Ang-(1-7) se acopla a 

fibroblastos cardíacos de ratos adultos e regula negativamente a síntese de 

colágeno. Este mecanismo foi avaliado pela incorporação da prolina [3H] e 

expressão de mRNA de fatores de crescimento em fibroblastos.  
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Desta forma, a prevenção da hipertrofia cardíaca e da deposição de colágeno 

observada em animais tratados com o CGEN-856S poderia ser uma consequência 

da ação direta desse agonista do Mas no coração. Entretanto, é interessante notar 

que um provável efeito indireto do CGEN-856S sobre o remodelamento cardíaco 

não pode ser descartado, uma vez que esses peptídeos promoveram um efeito 

vasodilatador in vitro e uma redução significativa da pressão arterial in vivo, como 

melhor discutido a seguir.  

As possíveis vias de sinalização envolvidas nas respostas ao CGEN-856S é 

um tópico para futuras investigações. Apesar do presente estudo ser 

fenomenológico, nossos dados demonstram de forma clara o envolvimento do NO 

na resposta ao CGEN-856S, e a especificidade deste novo composto ao receptor 

Mas. Estes achados vão de encontro a diversos estudos que investigam os 

possíveis mecanismos envolvidos na resposta à ativação do Mas.  

 O papel cardioprotetor do agonista do Mas, CGEN-856S, também foi 

claramente observado no modelo de insuficiência cardíaca induzida pela oclusão da 

artéria coronária esquerda. O tratamento com o novo agonista preservou a função 

cardíaca pós-isquêmica, como observado pela atenuação da diminuição da tensão 

sistólica e da velocidade de relaxamento e contração miocárdica. Este resultado está 

de acordo com nossos dados apresentados anteriormente, os quais mostraram a 

ação cardioprotetora do CGEN-856S nos efeitos deletérios da isquemia e reperfusão 

em corações isolados de rato.  

Achados prévios também demonstraram que o tratamento com o AVE 0991 

durante 7 dias, melhorou significativamente a função miocárdica e diminuiu a área 

infartada induzida pela oclusão da artéria coronária esquerda em ratos (Ferreira et 

al., 2007). Semelhantemente, a infusão de Ang-(1-7) (24 µg/Kg/h) durante 8 

semanas, em ratos submetidos ao infarto do miocárdio, melhorou a função endotelial 

aórtica, a perfusão coronariana e preservou a função cardíaca (Loot et al., 2002).  

Um dos possíveis mecanismos para os efeitos benéficos do CGEN-856S 

sobre a função cardíaca após o infarto baseia-se em experimentos, mostrando que 

este peptídeo, assim como outros agonistas do Mas, atenuam as arritmias de 

reperfusão e melhoram a função cardíaca pós-isquêmica em corações isolados de 

ratos (Ferreira et al., 2001; Benter et al., 2006). Além disso, o tratamento com 

CGEN-856S produziu vasodilatação, sugerindo seu efeito benéfico na vasculatura 

coronariana e, consequentemente, na perfusão do miocárdio. Outro achado do 
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presente estudo que também corrobora a melhora da função miocárdica induzida 

pelo CGEN-856S após o infarto, é seu efeito anti-fibrótico, discutido anteriormente, o 

qual contribui para a preservação da função cardíaca.  

A redução da área de infarto em ratos tratados com o CGEN-856S explica em 

parte os efeitos funcionais benéficos encontrados no coração desses animais. Outra 

explicação para a melhora da função cardíaca está relacionada à maior viabilidade 

do miocárdio. Como a pressão arterial destes animais não foi mensurada, não 

podemos eliminar a participação de alterações nesse parâmetro, levando aos efeitos 

benéficos observados na função cardíaca após o infarto. O fato de que a 

administração aguda e crônica do CGEN-856S reduziu significativamente a PAM de 

ratos normotensos e hipertensos, como discutido anteriormente, favorece essa 

possibilidade. A figura 43 ilustra os principais efeitos induzidos pelo peptídeo CGEN-

856S encontrados neste estudo.  

Sumarizando, o presente estudo explora os aspectos fisiológicos 

cardiovasculares e o potencial terapêutico de um novo peptídeo agonista do receptor 

Mas. Nossos resultados se assemelham aos dados previamente relatados com a 

Ang-(1-7) e AVE 0991, reforçando a crescente evidência de um importante papel do 

Mas na função cardiovascular. O desenvolvimento deste novo agonista do Mas 

representa um passo importante para a exploração das ações deste receptor e para 

a validação de seu potencial como alvo terapêutico em patologias cardiovasculares.  
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Figura 43 - Ilustração esquemática dos principais efeitos induzidos pelo CGEN-856S 
no coração e vasos de roedores.  
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6 SUMÁRIO E CONCLUSÃO 

 
• O novo agonista do Mas, CGEN-856S, induziu efeito vasodilatador 

dependente da produção de óxido nítrico endotelial tanto na aorta de 

camundongo quanto na aorta de rato.  

 
• O efeito relaxante do CGEN-856S foi mediado pela estimulação do receptor 

Mas, tanto na aorta de camundongo quanto na aorta de rato. 

 

• O peptídeo CGEN-856 induziu efeito anti-arritmogênico e melhorou a função 

cardíaca pós-isquêmica em corações isolados de rato. 

 

• Ratos tratados com CGEN-856S apresentaram redução da hipertrofia 

cardíaca e da deposição de proteínas de matriz extracelular induzidas pelo 

Isoproterenol.  

 

• Ratos espontaneamente hipertensos apresentaram redução da pressão 

arterial média durante e após a administração aguda do CGEN-856S. 

 
• O tratamento crônico com CGEN-856S reduziu a pressão arterial e a fibrose 

cardíaca e renal de ratos espontaneamente hipertensos.  
 

• O tratamento com CGEN-856S por 14 dias melhorou a função cardíaca de 

ratos submetidos ao infarto do miocárdio.  
 

• CGEN-856S apresentou baixa afinidade de ligação aos receptores da 

angiotensina II, AT1 e AT2.  
 

• CGEN-856S competiu pelo mesmo sítio de ligação da Ang-(1-7) em células 

CHO transfectadas com o Mas.  

 
Estes resultados reforçam a crescente evidência de um importante papel do Mas 

na função cardiovascular. A descoberta do CGEN-856S como um novo agonista do 

Mas representa um passo importante para a exploração das ações deste receptor e 
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para a validação de seu potencial como alvo terapêutico em patologias 

cardiovasculares.  
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Vascular Relaxation, Antihypertensive Effect, and
Cardioprotection of a Novel Peptide Agonist of the

Mas Receptor
Silvia Quintão Savergnini, Merav Beiman, Roberto Queiroga Lautner, Vanice de Paula-Carvalho,
Kyan Allahdadi, Dalton Caires Pessoa, Fabiana Pereira Costa-Fraga, Rodrigo Araújo Fraga-Silva,

Gady Cojocaru, Yossi Cohen, Michael Bader, Alvair Pinto de Almeida,
Galit Rotman, Robson Augusto Souza Santos

Abstract—Mas stimulation with angiotensin (Ang)-(1-7) produces cardioprotective effects and vasorelaxation. Using a
computational discovery platform for predicting novel naturally occurring peptides that may activate G protein–coupled
receptors, we discovered a novel Mas agonist peptide, CGEN-856S. An endothelium- and NO-dependent vasodilating
effect was observed for CGEN-856S in thoracic aorta rings of rats (maximal value for the relaxant effect:
39.99�5.034%), which was similar to that produced by Ang-(1-7) (10�10 to 10�6 mol/L). In addition, the vasodilator
activity of this peptide depended on a functional Mas receptor, because it was abolished in aorta rings of Mas-knockout
mice. CGEN-856S appears to bind the Mas receptor at the same binding domain as Ang-(1-7), as suggested by the
blocking of its vasorelaxant effect with the Ang-(1-7) analogue D-Ala7-Ang-(1-7), and by its competitive inhibition of
Ang-(1-7) binding to Mas-transfected cells. The effect of CGEN-856S on reperfusion arrhythmias and cardiac function
was studied on ischemia reperfusion of isolated rat hearts. We found that picomolar concentration of CGEN-856S (0.04
nmol/L) had an antiarrhythmogenic effect, as demonstrated by a reduction in the incidence and duration of reperfusion
arrhythmias. Furthermore, acute infusion of CGEN-856S produced a shallow dose-dependent decrease in mean arterial
pressure of conscious spontaneously hypertensive rats. The maximum change during infusion was observed at the
highest dose. Strikingly, blood pressure continued to drop in the postinfusion period. The results presented here indicate
that the novel Mas agonist, CGEN-856S, might have a therapeutic value, because it induces vasorelaxing,
antihypertensive, and cardioprotective effects. (Hypertension. 2010;56:112-120.)

Key Words: Mas1 � angiotensin (1-7) � hypertension � reperfusion arrhythmias

Angiotensin-(1-7) (Ang-[1-7]) is a biologically active
component of the renin-angiotensin system (RAS).1–3

The identification of angiotensin-converting enzyme (ACE) 2
in 2000,4 and years later of Mas as a receptor for Ang-(1-7),5

allowed researchers to build up a new concept of the RAS. In
this novel concept, the result of the limited proteolysis
processing starting with the hydrolysis of angiotensinogen by
renin can be divided in 2 major functional arms, one repre-
sented by ACE/angiotensin II (Ang II)/Ang II type 1 (AT1)
receptors and the other composed of ACE2/Ang-(1-7)/Mas.1

These 2 arms have some similar effects in the brain.6,7

However, in the periphery most of the actions of the ACE2/
Ang-(1-7)/Mas oppose many of the deleterious effects elic-
ited by Ang II acting on AT1 receptors.1,8,9

Genetic ablation of Mas leads to impairment of many
cardiovascular and metabolic functions supporting the con-

cept that the ACE2/Ang-(1-7)/Mas axis has an important
physiological and physiopathological role.10 Effects de-
scribed for Ang-(1-7) acting through Mas include vasodila-
tion, antiarrhythmogenesis, antifibrogenesis, antitrombogen-
esis, facilitation of erectile function, and improvement of
glicidic and lipidic metabolism.1,8,10,11

The growing evidence supporting the beneficial effects of
the Mas/Ang-(1-7) pathway prompted us to search for novel
peptide ligands for Mas. This was achieved using a compu-
tational biology discovery platform, which we developed
recently, that uses machine learning algorithms designed to
predict novel G protein–coupled receptor (GPCR) peptide
ligands cleaved from secreted proteins (extracted from the
Swiss-Prot protein database) by convertase proteolysis, as
described previously.12,13 The ligands identified might, there-
fore, exist endogenously because of naturally occurring
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proteolysis. The predicted peptide ligands were synthesized
and screened for activation of 152 GPCRs by calcium flux
and cAMP assays.12 Two novel peptides, designated CGEN-
856 and CGEN-857, displayed high specificity for the Mas
receptor, eliciting calcium influx in Chinese hamster ovary
(CHO) cells overexpressing Mas. Both peptides did not show
activation of AT1 or Ang II type 2 (AT2),12 Ang II receptors
that are known to be weakly activated by Ang-(1-7). In this
study we report on the vasodilating, cardioprotective, and
antihypertensive activities of a derivative of one of these
peptides, CGEN-856S.

Methods
Animals
Male Wistar rats and spontaneously hypertensive rats (SHRs) weigh-
ing 240 to 300 g were obtained from the animal facility of the
Biological Sciences Institute, Federal University of Minas Gerais.
Mas-knockout FVB/N (Mas�/�) mice and FVB/N (Mas�/�) mice
were obtained from the transgenic animal facilities of the Laboratory
of Hypertension, Federal University of Minas Gerais. All of the
experimental protocols were performed in accordance with the
guidelines for the human use of laboratory animals of our institute
and approved by local authorities.

Discovery of Novel Mas Agonistic Peptides
Novel Mas-agonistic peptides were discovered using a new compu-
tational discovery platform aimed at discovering novel GPCR
ligands encrypted in the human proteome.12 Predicted peptides were
screened for activation of 152 selected GPCRs using calcium flux
assays, as described previously.12 Two peptides, P61 and P33, were
shown to induce calcium flux in Mas-transfected CHO cells.12 These
peptides, designated CGEN-856 and CGEN-857 (amino acid sequence
FLGYCIYLNRKRRGDPAFKRRLRD and SMCHRWSRAVLF-
PAAHRP, respectively), have no significant homology to angioten-
sins, to known GPCR ligands, or to each other.12 Both peptides
contain a cysteine, and, thus, 3 forms of each peptide were synthe-
sized, a monomer where the sulfhydryl moiety of the cysteine was
protected with the acetamidomethyl group to avoid dimerization and
a monomer in which the cysteine was substituted with serine or
valine to create the monomeric forms CGEN-856S and CGEN-
857V, respectively. In addition, a dimer via S-S bond was synthe-
sized to create the dimeric forms CGEN-856D and CGEN-857D.
The monomeric peptides and their dimeric forms elicited calcium
flux in CHO cells cotransfected with the Mas receptor and G�16
(Reference 12 and data not shown). The monomeric and dimeric
forms of CGEN-856 and CGEN-857 also elicited vasodilative
properties in an aortic ring assay (data not shown).

Further evaluation of the forms that seemed most active indicated
additional Mas-agonistic activities in several experimental models.
In this study, we describe the vasodilating, cardioprotective, and
antihypertensive activities of one peptide, CGEN-856S.

Rat and Mouse Aortic Ring Preparation
and Mounting
Rat and mouse aortic ring preparations and mounting are described in
the online Data Supplement, available at http://hyper.ahajournals.org.

Isolated Heart Preparation
Wistar rats were decapitated 10 to 15 minutes after IP injection of
400 IU of heparin. The thorax was opened, and the heart was
carefully dissected and perfused with Krebs-Ringer solution (KRS)
containing (in millimoles per liter): NaCl 118.4, KCl 4.7, KH2PO4
1.2, MgSO4 � 7H2O 1.2, CaCl2 � 2H2O 2.5, glucose 11.7, and
NaHCO3 26.5. The perfusion fluid was maintained at 37�1°C, with
a pressure of 65 mm Hg and constant oxygenation (5% CO2-95%
O2). A force transducer was attached through a heart clip to the apex
of the ventricles to record the contractile force (tension, grams) on a

computer, by a data-acquisition system (Biopac System). A diastolic
tension of 1.0�0.2 g was applied to the hearts. Electric activity was
recorded with an ECG (Nihon Kohden) with the aid of 2 cotton
wicks placed directly on the surface of the right atrium and left
ventricle. Coronary flow was measured every 5 minutes by collect-
ing and determining the volume of heart effluent during a 1-minute
interval.

The hearts were perfused for an initial 15-minute period with
KRS. After this period, the hearts were perfused for an additional 20
minutes (equilibration period) with KRS (control; n�14) or KRS
containing CGEN-856S (0.008 nmol/L; n�6), CGEN-856S (0.04
nmol/L; n�6), or CGEN-856S (0.2 nmol/L; n�6). To compare the
effect of CGEN-856S with Ang-(1-7) on reperfusion arrhythmias,
hearts were perfused with Ang-(1-7) (0.2 nmol/L; n�6) in the same
setup condition. After the equilibration period, the left anterior
descending coronary artery was ligated by the method described by
Lubbe et al14 beneath the left auricular appendage together with the
adjacent veins. The ligature was released after 15 minutes, and
reperfusion with KRS (in the absence or presence of various doses of
CGEN-856S or Ang-[1-7], as described above) was performed for an
additional 30 minutes. Cardiac arrhythmias were defined as the
presence of ventricular tachycardia and/or ventricular fibrillation
after the ligature of the coronary artery was released. To obtain a
quantitative measurement, the arrhythmias were graded arbitrarily by
their duration as follows: the occurrence of cardiac arrhythmias for
0 to 3 minutes was assigned the factor 2; 3 to 6 minutes was assigned
the factor 4; 6 to 10 minutes was assigned the factor 6; 10 to 15
minutes was assigned the factor 8; 15 to 20 minutes was assigned the
factor 10; 20 to 25 minutes was assigned the factor 11; and 25 to 30
minutes was assigned the factor 12. A value of 0 to 12 was, thus,
obtained in each experiment and is denoted as arrhythmia severity
index (ASI).15 An arrhythmia with a 30-minute duration was
considered irreversible.

Acute Blood Pressure Measurement
Experiments were performed in 12- to 14-week–old male Wistar rats
and SHRs. Twenty-four hours before the experiments, polyethylene
catheters were implanted into the abdominal aorta for mean arterial
pressure (MAP) and heart rate (HR) measurements and in the
femoral vein for intravenous infusions. Different doses of CGEN-
856S (0.3, 3.0, 30.0 and 300.0 ng/kg per minute; n�7 and 8 for SHR
and Wistar rats, respectively) or saline (n�8 for both groups) were
infused (30 minutes for each dose). After the drug infusion, blood
pressure and HR were monitored for an additional 60-minute period.

ACE Activity Assay
Measurement of ACE activity is described in the online Data
Supplement.

Radioligand Binding Competition Assay at Human
AT1 and AT2 Receptors
Radioligand binding competition assay at human AT1 and AT2
receptors is described in the online Data Supplement.

Fluorescent Binding on Mas-Transfected Cells
Binding of CGEN-856S in Mas-transfected cells was performed
using a method described previously.16,17 CHO cells were stably
transfected with rat Mas cDNA driven by a cytomegalovirus pro-
moter and selected by neomycin.5,18 Fluorescent Ang-(1-7) (at 10�8

mol/L) was incubated in 6-well plates for 60 minutes at 4°C in 1.5
mL of serum-free medium (DMEM) supplemented with 0.2% BSA,
0.005% bacitracin, 0.1 mol/L of PMSF, and 0.5 mol/L of ortho-
phenanthrolene with Mas-transfected CHO cells in the presence or
absence of Ang-(1-7) or CGEN-856S (both at 10�7 and 10�6

mol/L). After 2 washes with ice-cold serum-free DMEM, the slides
were mounted for evaluation by confocal microscopy. Nonspecific
binding was determined in the presence of 10�5 mol/L of Ang-(1-7).
Relative fluorescence measurements were performed on a Zeiss
LSM 510 META laser scanning confocal microscope excited at 488
nm with an argon-ion laser (oil-immersion objective lens: �63).
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Statistical Analysis
Data are reported as mean�SEM. Statistical analysis was performed
by the 1-way ANOVA followed by the Newman-Keuls test or by
2-way ANOVA followed by the Bonferroni test. The vasodilator
effects were expressed as the percentage decrease of the maximal
contraction induced by phenylephrine. Experimental values were
considered statistically significant when P�0.05.

Results
CGEN-856S Induced NO- and Mas-Dependant
Vasorelaxation in Isolated Aortic Rings
CGEN-856S produced a concentration-dependent vasodilator
effect in endothelium-containing aortic rings precontracted
with phenylephrine, which was abolished in endothelium-
denuded vessels (Figure 1A). Maximal value for the relaxant
effect of CGEN-856S in vessels with endothelium was
39.990�5.034%. In the presence of the NO synthase inhibitor
NG-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), the vasodilator
effect of CGEN-856S was also abolished, indicating the
participation of NO in this effect (Figure 1B).

To further ascertain whether the vasorelaxation produced
in aortic rings by CGEN-856S was because of a specific
effect on the Mas receptor, we initially used the Ang-(1-7)/
Mas antagonist D-Ala7-Ang-(1-7), named A-779. As shown in

Figure 2A, the vasorelaxation produced by CGEN-856S was
inhibited by the Ang-(1-7) antagonist. We next used thoracic
aortic rings taken from Mas-knockout FVB/N (Mas�/�) and
Mas�/� FVB/N mice. As shown in Figure 2B, CGEN-856S
induced vasorelaxation in aortic rings from Mas�/� mice,
whereas this effect was absent in aortic rings from Mas�/�

mice.
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Figure 1. Vasodilator effect of CGEN-856S. A, Aortic rings from
Wistar rats containing (control) or lacking functional endothelium.
B, Aortic rings from Wistar rats in the absence or presence of
L-NAME (100 �mol/L). Each point represents the mean�SEM gen-
erated from 5 to 6 separated experiments; *P�0.05 (2-way ANOVA
followed by Bonferroni test).
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lowed by Bonferroni test).
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As shown in Figure 2C, the vasorelaxation produced by
CGEN-856S resembled that produced by Ang-(1-7); however,
the EC50 for Ang-(1-7) was lower (EC50�1.89�10�8�0.22
mol/L for Ang-(1-7) versus 3.4�10�7�0.22 mol/L for CGEN-
856S), whereas the maximal value for the relaxant effect was
higher for CGEN-856S (24.40% for Ang-[1-7] versus 54.62%
for CGEN-856S).

CGEN-856S Decreased Ischemia/Reperfusion
Arrhythmias in Isolated Hearts
The antiarrhythmogenic effect of CGEN-856S was evaluated
in isolated rat hearts. We initially tested CGEN-856S at a
concentration (0.2 nmol/L), which has been described previ-
ously as antiarrhythmogenic for Ang-(1-7).19 At this concen-
tration, CGEN-856S produced no significant effect in the
duration and incidence of reperfusion arrhythmias (ASI:
10.17�1.64 versus 6.28�1.11 for the control group;
P�0.068). However, at a lower concentration, 0.04 nmol/L,
CGEN-856S decreased the duration of arrhythmias (ASI:
2.000�0.002 versus 6.280�1.110 for the control group;
Figure 3A) and abolished the occurrence of irreversible
arrhythmias (Figure 3B), as observed for Ang-(1-7) at 0.2
nmol/L (Figure S1, in the online Data Supplement). At a
lower concentration, 0.008 nmol/L, the peptide had no effect
on the arrhythmias (Figure 3A and 3B).

CGEN-856S produced additional effects in the isolated
hearts at its effective antiarrhythmic concentration. It in-
creased the postischemic systolic tension in comparison with
the KRS perfused hearts and showed a slight increase in the
coronary flow at 5 minutes of reperfusion (Figure 4A and 4E,
respectively). CGEN-856S also prevented the increase of
diastolic tension observed in untreated hearts during the
reperfusion period (Figure 4B). A slight but significant effect
on postischemic �dT/dt was also observed (189.00�1.72
versus 164.50�3.50 g/s, for the control group; Figure 4D).
No significant effect was observed on the �dT/dt (Figure 4C)
and baseline or postischemic HR (Figure 4F).

CGEN-856S Decreased MAP in SHRs
In keeping with its vasorelaxing effect on rat aortic rings,
acute infusion of CGEN-856S in conscious SHRs produced a
dose-dependent decrease in MAP (Figure 5A). The reduction
in MAP started to be significant at a dose of 3 ng/kg per
minute (maximum change: �5.9�2.3 mm Hg; Figure 5A).
The maximum change in MAP during infusion was observed
at the highest dose (300 ng/kg per minute; �: �9.7�
3.7 mm Hg). Strikingly, the blood pressure continued to drop
in the postinfusion period. The maximum change was ob-
served at the end of the observation period (60 minutes
postinfusion; �: �16.6�2.3 mm Hg). Vehicle infusion in
SHRs did not alter MAP (Figure 5A). A small and transient
but significant reduction in HR was induced by CGEN-856S
in SHRs (Figure S2A). However, no clear dose-related effect
was observed for the HR changes.

CGEN-856S also produced a decrease in the MAP of
normotensive Wistar rats (Figure 5B); however, the magni-
tude of the MAP change was considerably smaller than in
SHRs. During CGEN-856S infusion in Wistar rats the change
in MAP observed at the highest dose (300 ng/kg per minute)
was �6.2�2.3 mm Hg. The maximum reduction in MAP
was also observed in the postinfusion period (�:
�8.1�1.6 mm Hg). In Wistar rats there was no significant
effect of CGEN-856S on HR (Figure S2B).

To address whether the effect of CGEN-856S could be
because of interference with ACE activity or binding to Ang
II receptors, we next tested the effect of the peptide on rat
ACE activity and on the binding of Ang II to AT1 and AT2

receptors. CGEN-856S did not inhibit rat ACE activity at
concentrations �10�5 mol/L, in contrast to the inhibition
observed for Ang-(1-7) (�60% inhibition at 10�5 mol/L;
IC50�2.58�10�6 mol/L; Figure S3). In the same assay
conditions, captopril, a known ACE inhibitor, essentially
abolished ACE activity at 10�5 mol/L (IC50�2.51�10�8

mol/L; Figure S3). As observed for ACE activity, no evi-
dence was obtained for significant binding of CGEN-856S to
the AT1 receptor (Figure S4A), whereas it displayed a
1000-fold lower affinity for the AT2 receptor than Ang II
(IC50�4957.2 versus 4.1 nmol/L for Ang II; Figure S4B). In
contrast, CGEN-856S efficiently displaced the binding of
fluorescent Ang-(1-7) to CHO Mas-transfected cells to a
similar extent to that observed for Ang-(1-7) (Figure 6).

Discussion
In this study we tested the vascular and cardiac effects of a
novel Mas agonist peptide, CGEN-856S, identified using a
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Figure 3. Effect of CGEN-856S on ischemia/reperfusion arrhyth-
mias in isolated hearts. Arrhythmias were produced by
15-minute occlusion of the left anterior descending coronary
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were perfused with KRS in the absence or presence of CGEN-
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(	30 minutes) during the reperfusion period. *P�0.05 vs control
group (1-way ANOVA followed by Newman-Keuls test).
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computational biology discovery platform.12 The amino acid
sequence of CGEN-856S is unrelated to that of angiotensins.
The data obtained for this peptide clearly validate this in
silico strategy for identifying GPCR ligands. Furthermore,
the results obtained with this novel Mas agonist peptide
resembled those reported previously with Ang-(1-7)1,8,19–21

and another putative small molecule Mas agonist, AVE
0991,22 reinforcing the growing evidence for an important
role of Mas in cardiovascular function.

CGEN-856S produced a vasodilating effect in thoracic
aortic rings of mice and rats that resembled that produced by
Ang-(1-7). The vasorelaxation produced by CGEN-856S was
absent in endothelium-denuded vessels and was abolished by

treatment with the NO synthase inhibitor L-NAME. These
characteristics of the vasorelaxation induced by CGEN-856S
are similar to those described for Ang-(1-7) and indicate the
involvement of endothelium-derived NO in the response.
Indeed, several lines of evidence linked Mas to the generation
of NO in the vasculature and other tissues.21,23,24 As shown
previously for Ang-(1-7), the vasodilating effect of CGEN-
856S was mediated by Mas, as demonstrated by its abolish-
ment in Mas-knockout aortic rings and inhibition by the
Ang-(1-7) antagonist A-779. It should be noted that similar
vasodilating effects were observed also for the monomeric
form of CGEN-857 and for the dimeric forms of CGEN-856
and CGEN-857 (data not shown).
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Ang-(1-7) and CGEN-856S appear to bind the Mas recep-
tor at the same binding domains, as suggested by the
observation that the vasorelaxant effect of CGEN-856S can
be blocked with the Ang-(1-7) analogue D-Ala7-Ang-(1-7),
A-779, and by the effective displacement of the fluorescent
Ang-(1-7) binding to CHO Mas-transfected cells.

As observed before for Ang-(1-7) and AVE 0991,25,26 the
vasodilating effect of the CGEN-856S peptide in rat aortic
rings was endothelium dependent and involved NO produc-
tion, as evidenced by the blockade of endothelial NO syn-
thase with L-NAME. However, unlike Ang-(1-7), CGEN-
856S showed induction of calcium flux in Mas-transfected
cells.12 It has been described previously that Ang-(1-7),
through activation of the Mas receptor, releases NO from
cultured human aortic endothelial cells by the Ca��-
independent signaling cascade phosphatidylinositol 3-kinase/
AKt.21 Whether the phosphatidylinositol 3-kinase/AKt path-
way is also a key component of the signaling cascades
stimulated by CGEN-856S remains to be clarified. The initial
events triggering the intracellular pathways involved in the
effect of Ang-(1-7) may differ from those triggered by
CGEN-856S because of a different interaction with the

receptor (biased agonism).27,28 Despite these possible differ-
ences, our data comparing Ang-(1-7) with CGEN-856S in
aortic rings showed a similar pattern of relaxation for the 2
peptides. Similarly, acute infusion of CGEN-856S in SHRs
produced an antihypertensive effect equivalent to that ob-
served with Ang-(1-7).29

We also examined the antiarrhythmogenic effect of
CGEN-856S in an ischemia/reperfusion model of isolated
hearts. As shown before for Ang-(1-7),19 a low concentration
of CGEN-856S (0.04 nmol/L) reduced the incidence and
duration of cardiac arrhythmias in isolated rat hearts. In
addition, as reported previously for Ang-(1-7),30 CGEN-
856S, at its effective antiarrhythmic concentration, improved
myocardial function by increasing the postischemic systolic
tension and coronary flow after reperfusion, without changing
HR. The absence of effect of CGEN-856S at a higher
concentration on the reperfusion arrhythmias is similar to
previous reports concerning Ang-(1-7). Neves et al31 previ-
ously reported that Ang-(1-7) at 27 nmol/L produced a
significant enhancement of reperfusion arrhythmias in iso-
lated rat hearts. However, Ferreira et al19 and our current data
(Figure S1) showed that, at a lower concentration of 0.2
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nmol/L, Ang-(1-7) presents an antiarrhythmogenic effect.
Ang-(1-7) thus displays a clear tendency for a bell-shaped
dose-response curve or biphasic effect.32,33 Taken together,
these findings suggest that the effect of Mas agonists on
reperfusion arrhythmias in vitro is biphasic and concentration
dependent. On the other hand, no evidence for a proarrhyt-
mogenic effect of CGEN-856S (this study) or Ang-(1-7) was
obtained in vivo.3,34

We have also observed an antihypertensive effect of
CGEN-856S in SHRs. This observation is in accordance with
ongoing studies in our laboratory using Ang-(1-7)29 and with
previous reports by others, suggesting that Mas stimulation
could be a strategy to treat hypertension.35 Indeed, we have
shown recently that genetic deletion of Mas in FVB/N mice
produced a significant increase in blood pressure associated
with endothelium dysfunction.36 An increase of vascular
resistance in many organs37 and a marked endothelium
dysfunction38 was also observed in Mas�/� C57BL/6 mice.

The absence of an increase of blood pressure in this strain
may be related to an impairment of heart function.39 Infusion
of CGEN-856S did not change HR in normotensive rats,
whereas in SHRs only transient and dose-independent slight
changes in HR were observed. The mechanism(s) of this
selective effect in SHRs remain to be clarified.

One may argue that the antihypertensive effect of CGEN-
856S could be because of interference with ACE activity or
could be mediated by an Ang II receptor, acting as an AT1

receptor antagonist or AT2 receptor agonist. However, our
results show that CGEN-856S did not inhibit ACE activity
and did not significantly bind the AT1 receptor. The very low
affinity of this peptide for the AT2 receptor (1000-fold lower
than Ang II), together with the lack of effect of pure AT2

agonists on the blood pressure of awake SHRs,40 strongly
suggest the absence of AT2 receptor involvement in the
cardiovascular action of CGEN-856S.

One important point that should be considered is related to
the similarities and differences among CGEN-856S, Ang-(1-
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7), and AVE 0991.16,22 These 3 Mas agonists display different
properties and applications. The peptide CGEN-856S (amino
acid sequence: FLGYSIYLNRKRRGDPAFKRRLRD) is ap-
parently more stable than Ang-(1-7) and has no ACE inhib-
itory activity. Because of its hydrophobicity, AVE 0991
could cross the blood-brain barrier producing central effects.
Because some central effects of Ang-(1-7) are opposite to
those evoked peripherally, the possibility that some periph-
eral effects of AVE 0991 could be masked by its central
actions should be evaluated. On the other hand, Ang-(1-7) is
endogenous and has quite well-characterized Mas-dependent
actions.

In summary, in the current study we have identified a novel
Mas agonist peptide, CGEN-856S, and further validated our
bioinformatic platform for identifying novel GPCR ligands.
Importantly, we present considerable evidence for antihyper-
tensive and cardioprotective effects for CGEN-856S.

Perspectives
The RAS is a key target for treating cardiovascular and renal
diseases. The current therapy to block the activity of the RAS
includes ACE inhibitors, AT1 receptors antagonists, and
direct renin inhibitors. The accumulating evidence that stim-
ulation of the ACE2/Ang-(1-7)/Mas axis produces cardiopro-
tection and antihypertensive effects8,19,35,39 raises the possi-
bility of development of a next generation of RAS-related
drugs aimed to increase the activity of this axis.34,41 The
results presented here, using CGEN-856S, in addition to
reinforcing the concept that Mas stimulation produces bene-
ficial cardiovascular effects, illustrates the potential of this
novel therapeutic strategy for treating cardiovascular
diseases.
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METHODS 
 
Rat Aortic Rings Preparation and Mounting 

 
Rings (3-4 mm) from the descending thoracic aorta, free of adipose and 

connective tissue, were set up in gassed (5% CO2-95% O2) Krebs-Henseleit 
solution (mmol/L): NaCl 110.8, KCl 5.9, NaHCO3 25.0, MgSO4 1.07, CaCl2 2.49, 
NaH2PO4 2.33 and glucose 11.51, at 37°C, under a tension of 1.0 g, for 1 hour to 
equilibrate. The presence of functional endothelium was assessed by the ability of 
Acetylcholine (1 µmol/L) to induce more than 70% relaxation of vessels pre-
contracted with phenylephrine (0.1 µmol/L). When necessary, the endothelium was 
removed by rubbing the intimal surface with a wooden stick. Mechanical activity, 
recorded isometrically by a force transducer, was fed to an amplifier-recorder 
(Powerlab 4/20, ADInstruments, Inc.) and to a personal computer equipped with an 
analogue-to-digital converter board (AD16JR; World Precision Instruments, Inc.), 
using CVMS data acquisition/recording software (World Precision Instruments, 
Inc.). 

The vasorelaxant activity of the peptide was measured in rat vessels with or 
without functional endothelium pre-contracted to the same tension level 
(approximately 1.5 g of tension) induced by submaximal concentration of 
phenylephrine (10-7 mol/L). CGEN-856S was added in increasing cumulative 
concentrations (0.0001 to 1 μmol/L) once the response to phenylephrine had 
stabilized. The effect of the Ang-(1-7)/Mas antagonist, A-779, was tested by adding 
this compound at 10-6 mol/L, 3 minutes prior to the addition of cumulative 
concentration of CGEN-856S. In order to verify the participation of endothelium-
derived NO in the relaxant effect of peptides, experiments were performed in the 
presence of 100 μmol/L L-NAME (Nω-nitro-L-arginine methyl ester), a nitric oxide 
synthase (NOS) inhibitor. In these experiments, vessels were pre-contracted with 
0.03 μmol/L of phenylephrine, to achieve the same tension level as the others. L-
NAME was added to the bath 20 min prior to the addition of phenylephrine. As a 
control for all the above-mentioned protocols, another vessel segment from each 
rat was simultaneously monitored for effects of the peptide alone. 

The vasorelaxant activity of the peptides CGEN-856S and Ang-(1-7) were 
compared in isolated aortic rings with functional endothelium, pre-contracted to the 
same tension level (approximately 1.5 g of tension) induced by submaximal 
concentration of phenylephrine (10-7 mol/L). CGEN-856S or Ang-(1-7) was added 
in increasing cumulative concentrations (0.0001 to 1 μmol/L) once the response to 
phenylephrine stabilized. 

 
Mouse Aortic Rings Preparation and Mounting 

Rings (2-3 mm) from the descending thoracic aorta of Mas+/+ and Mas -/- 
mice, free of adipose and connective tissue, were set up in gassed (5% CO2-95% 
O2) Krebs-Henseleit solution, at 37°C, under a tension of 0.5 g, for 1 hour to 
equilibrate. The presence of functional endothelium was assessed by the ability of 
acetylcholine (10 µmol/L) to induce more than 70% relaxation of vessels pre-
contracted with phenylephrine (0.1 µmol/L). CGEN-856S was added in increasing 
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cumulative concentrations (0.0001 to 1 μmol/L) once the response to 0.1 μmol/L 
phenylephrine had stabilized. Mechanical activity, recorded isometrically by a force 
transducer, was fed to an amplifier-recorder (Powerlab 4/20, ADInstruments, Inc.) 
and to a personal computer equipped with an analogue-to-digital converter board 
(AD16JR; World Precision Instruments, Inc.), using CVMS data 
acquisition/recording software (World Precision Instruments, Inc.). 
 
Angiotensin-converting Enzyme (ACE) activity assay 

 
Plasma ACE activity was measured by a fluorometric method utilizing Hip-

His-Leu as substrate as described previously.1 Duplicate aliquots of a pool of rat 
plasma (10 μL) were incubated with 440 μL of 1 mmol/L Hip-His-Leu in 0.4 mol/L 
sodium borate buffer, pH 8.3, containing 0.9 mol/L NaCl for 15 min at 37°C. The 
reaction was stopped by the addition of 1.2 mL 0.34 mol/L NaOH, 100 μL of 
orthophthaldehyde (20 mg/mL in methanol) was added and after 10 min at room 
temperature, 200 μL of 3 N HCl was added. After centrifugation at 800 × g for 5 
min, fluorescence of the supernatant solution (365 nm excitation and 495 nm 
emission) was measured against water. Blanks were prepared by inverting the 
order of addition of rat plasma and NaOH. A standard curve of 0.5 to 20 nmol His-
Leu/ tube was prepared for each assay. Enzyme activity was calculated as nmol 
His-Leu/ min/ mL. The specificity of the assay was demonstrated by 98% inhibition 
with 5 μmol/L enalaprilat. To test for ACE inhibitory activity of Ang-(1-7) and 
CGEN-856S, final concentrations ranging from 10−9 to 10−5 mol/L were used for 
each peptide. Captopril was used as a positive control (10−9 to 10−5 mol/L). In all 
assays the peptide solutions were mixed with the substrate solution immediately 
before addition of the rat plasma. 

 
Radioligand Binding Competition Assay at Human AT1 and AT2 receptors. 
  

CGEN-856S was tested in competitive radioligand binding assays at the 
human AT1 and AT2 Ang II receptors, at eight concentrations: 0.03, 0.1, 0.3, 1, 3, 
10, 30 and 100 μmol/L, in duplicate. The assays were performed at Euroscreen 
(Belgium).  

Recombinant chinese hamster ovary (CHO)-K1-AT1 membranes were 
thawed on ice and diluted at 0.5 μg/well in assay buffer (50 mmol/L Tris-HCl pH 
7.4, 5 mmol/L MgCl2, Saponine 10μg/mL, 0.1% Bacitracin). The ligand (Sar1, lle8) 
Angiotensin II, and the radioligand [125I]-(Sar1, lle8) Angiotensin II were diluted in 
assay buffer. The following reagents were successively added in the wells of a 96 
well plate: 50 μL of test compound at increasing concentrations, 25μL of 
radioligand (at a final concentration of 0.03 nmol/L) and 25μL of membrane 
extracts. The samples were incubated 60 min at 25°C and filtered over filter plate 
(presoaked in washing buffer 50 mmol/L Tris-HCl pH 7.4, 5 mmol/L MgCl2, 0.05% 
BSA for 2h at RT) with a Filtermate Harvester (Perkin Elmer). After wash of the 
filters 6 times with 0.5 mL of ice-cold washing buffer, 50 μL of Microscint 20 
(Packard) were added and the samples were incubated 15 min on an orbital 
shaker and then counted with a TopCountTM for 1 min/well. 
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Recombinant CHO-K1-AT2 membranes thawed on ice and diluted at 2.5 
μg/well in assay buffer (25 mmol/L Hepes pH 7.4, 5 mmol/L MgCl2, Saponine 
10μg/mL, 0.5% BSA protease). The ligand, Angiotensin II and the radioligand: 
[125I]-(Sar1, lle8) Angiotensin II were diluted in assay buffer. The following reagents 
were successively added in the wells of a 96 well plate: 50μL of test compound at 
increasing concentrations, 25μL of radioligand (at a final concentration of 0.1 
nmol/L) and 25μL of membrane extracts. The samples were incubated 60 min at 
25°C and filtered over filter plate (presoaked in washing buffer 25 mmol/L Hepes 
pH 7.4, 5 mmol/L MgCl2, 0.5% PEI for 2h at RT) with a Filtermate Harvester 
(Perkin Elmer). After wash of the filters 6 times with 0.5 mL of ice-cold washing 
buffer, 50μL of Microscint 20 (Packard) were added and the samples were 
incubated 15 min on an orbital shaker and then counted with a TopCountTM for 1 
min/well.  
 On each day of experimentation and prior to the testing of compounds, 
reference agonist was tested at several concentrations in duplicate (n=2) to obtain 
a dose-response curve and an estimated EC50. Reference values thus obtained 
for the test were compared to historical values obtained from the same receptor 
and used to validate the experimental session.  
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SUPPLEMENTAL FIGURE 1 
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Figure S1 - Effect of Ang-(1-7) on ischemia/ reperfusion arrhythmias in isolated 
hearts. Arrhythmias were produced by 15 minutes occlusion of the LAD in isolated 
rat hearts, followed by reperfusion. The hearts were perfused with KRS in the 
absence or presence of Ang-(1-7) (0.2 nmol/L). (A) Averaged ASI (arrhythmia 
severity index). (B) Percentage of irreversible reperfusion arrhythmias. Numbers 
above the bars indicate the incidence of irreversible arrhythmias (>30 min) during 
the reperfusion period. *P<0.05 vs control group (Student’s t test). 
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SUPPLEMENTAL FIGURE 2 
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Figure S2 - Changes in heart rate (HR) produced by acute infusion of graded 
doses of CGEN-856S (0.3, 3, 30 and 300 ng/Kg/min) in conscious SHR (A) and in 
concious Wistar rats (B). Bars represent values obtained every 10 min of infusion. 
*P<0.05 SHR+CGEN-856S vs SHR+Saline group (Two-Way ANOVA followed by 
Bonferroni test).  
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SUPPLEMENTAL FIGURE 3 
 
                                                     

 

 
 
 
Figure S3 - Effect of CGEN-856S and Ang-(1-7) on plasma ACE activity. Final 
concentrations ranging from 10−9 to 10−5 mol/L were used for each peptide. 
Captopril was used as a positive control (10−9 to 10−5 mol/L). Each point represents 
the mean ± SEM generated from 3 separate experiments. 
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SUPPLEMENTAL FIGURE 4 
 
 
 
A  

 
 
B 

 
 
 
Figure S4 - Binding assays on the Ang II receptors AT1 and AT2. Competitive 
inhibition of AT1 binding of the radioligand 125I [Sar-1,lle-8] Ang II by Ang II or 
CGEN-856S (A). Competitive inhibition of AT2 binding of the radioligand 125I [Sar-
1,lle-8] Ang II by Ang II or CGEN-856S (B). 
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Vascular Relaxation, Antihypertensive Effect, and
Cardioprotection of a Novel Peptide Agonist of the

Mas Receptor
Silvia Quintão Savergnini, Merav Beiman, Roberto Queiroga Lautner, Vanice de Paula-Carvalho,
Kyan Allahdadi, Dalton Caires Pessoa, Fabiana Pereira Costa-Fraga, Rodrigo Araújo Fraga-Silva,

Gady Cojocaru, Yossi Cohen, Michael Bader, Alvair Pinto de Almeida,
Galit Rotman, Robson Augusto Souza Santos

Abstract—Mas stimulation with angiotensin (Ang)-(1-7) produces cardioprotective effects and vasorelaxation. Using a
computational discovery platform for predicting novel naturally occurring peptides that may activate G protein–coupled
receptors, we discovered a novel Mas agonist peptide, CGEN-856S. An endothelium- and NO-dependent vasodilating
effect was observed for CGEN-856S in thoracic aorta rings of rats (maximal value for the relaxant effect:
39.99�5.034%), which was similar to that produced by Ang-(1-7) (10�10 to 10�6 mol/L). In addition, the vasodilator
activity of this peptide depended on a functional Mas receptor, because it was abolished in aorta rings of Mas-knockout
mice. CGEN-856S appears to bind the Mas receptor at the same binding domain as Ang-(1-7), as suggested by the
blocking of its vasorelaxant effect with the Ang-(1-7) analogue D-Ala7-Ang-(1-7), and by its competitive inhibition of
Ang-(1-7) binding to Mas-transfected cells. The effect of CGEN-856S on reperfusion arrhythmias and cardiac function
was studied on ischemia reperfusion of isolated rat hearts. We found that picomolar concentration of CGEN-856S (0.04
nmol/L) had an antiarrhythmogenic effect, as demonstrated by a reduction in the incidence and duration of reperfusion
arrhythmias. Furthermore, acute infusion of CGEN-856S produced a shallow dose-dependent decrease in mean arterial
pressure of conscious spontaneously hypertensive rats. The maximum change during infusion was observed at the
highest dose. Strikingly, blood pressure continued to drop in the postinfusion period. The results presented here indicate
that the novel Mas agonist, CGEN-856S, might have a therapeutic value, because it induces vasorelaxing,
antihypertensive, and cardioprotective effects. (Hypertension. 2010;56:112-120.)

Key Words: Mas1 � angiotensin (1-7) � hypertension � reperfusion arrhythmias

Angiotensin-(1-7) (Ang-[1-7]) is a biologically active
component of the renin-angiotensin system (RAS).1–3

The identification of angiotensin-converting enzyme (ACE) 2
in 2000,4 and years later of Mas as a receptor for Ang-(1-7),5

allowed researchers to build up a new concept of the RAS. In
this novel concept, the result of the limited proteolysis
processing starting with the hydrolysis of angiotensinogen by
renin can be divided in 2 major functional arms, one repre-
sented by ACE/angiotensin II (Ang II)/Ang II type 1 (AT1)
receptors and the other composed of ACE2/Ang-(1-7)/Mas.1

These 2 arms have some similar effects in the brain.6,7

However, in the periphery most of the actions of the ACE2/
Ang-(1-7)/Mas oppose many of the deleterious effects elic-
ited by Ang II acting on AT1 receptors.1,8,9

Genetic ablation of Mas leads to impairment of many
cardiovascular and metabolic functions supporting the con-

cept that the ACE2/Ang-(1-7)/Mas axis has an important
physiological and physiopathological role.10 Effects de-
scribed for Ang-(1-7) acting through Mas include vasodila-
tion, antiarrhythmogenesis, antifibrogenesis, antitrombogen-
esis, facilitation of erectile function, and improvement of
glicidic and lipidic metabolism.1,8,10,11

The growing evidence supporting the beneficial effects of
the Mas/Ang-(1-7) pathway prompted us to search for novel
peptide ligands for Mas. This was achieved using a compu-
tational biology discovery platform, which we developed
recently, that uses machine learning algorithms designed to
predict novel G protein–coupled receptor (GPCR) peptide
ligands cleaved from secreted proteins (extracted from the
Swiss-Prot protein database) by convertase proteolysis, as
described previously.12,13 The ligands identified might, there-
fore, exist endogenously because of naturally occurring
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proteolysis. The predicted peptide ligands were synthesized
and screened for activation of 152 GPCRs by calcium flux
and cAMP assays.12 Two novel peptides, designated CGEN-
856 and CGEN-857, displayed high specificity for the Mas
receptor, eliciting calcium influx in Chinese hamster ovary
(CHO) cells overexpressing Mas. Both peptides did not show
activation of AT1 or Ang II type 2 (AT2),12 Ang II receptors
that are known to be weakly activated by Ang-(1-7). In this
study we report on the vasodilating, cardioprotective, and
antihypertensive activities of a derivative of one of these
peptides, CGEN-856S.

Methods
Animals
Male Wistar rats and spontaneously hypertensive rats (SHRs) weigh-
ing 240 to 300 g were obtained from the animal facility of the
Biological Sciences Institute, Federal University of Minas Gerais.
Mas-knockout FVB/N (Mas�/�) mice and FVB/N (Mas�/�) mice
were obtained from the transgenic animal facilities of the Laboratory
of Hypertension, Federal University of Minas Gerais. All of the
experimental protocols were performed in accordance with the
guidelines for the human use of laboratory animals of our institute
and approved by local authorities.

Discovery of Novel Mas Agonistic Peptides
Novel Mas-agonistic peptides were discovered using a new compu-
tational discovery platform aimed at discovering novel GPCR
ligands encrypted in the human proteome.12 Predicted peptides were
screened for activation of 152 selected GPCRs using calcium flux
assays, as described previously.12 Two peptides, P61 and P33, were
shown to induce calcium flux in Mas-transfected CHO cells.12 These
peptides, designated CGEN-856 and CGEN-857 (amino acid sequence
FLGYCIYLNRKRRGDPAFKRRLRD and SMCHRWSRAVLF-
PAAHRP, respectively), have no significant homology to angioten-
sins, to known GPCR ligands, or to each other.12 Both peptides
contain a cysteine, and, thus, 3 forms of each peptide were synthe-
sized, a monomer where the sulfhydryl moiety of the cysteine was
protected with the acetamidomethyl group to avoid dimerization and
a monomer in which the cysteine was substituted with serine or
valine to create the monomeric forms CGEN-856S and CGEN-
857V, respectively. In addition, a dimer via S-S bond was synthe-
sized to create the dimeric forms CGEN-856D and CGEN-857D.
The monomeric peptides and their dimeric forms elicited calcium
flux in CHO cells cotransfected with the Mas receptor and G�16
(Reference 12 and data not shown). The monomeric and dimeric
forms of CGEN-856 and CGEN-857 also elicited vasodilative
properties in an aortic ring assay (data not shown).

Further evaluation of the forms that seemed most active indicated
additional Mas-agonistic activities in several experimental models.
In this study, we describe the vasodilating, cardioprotective, and
antihypertensive activities of one peptide, CGEN-856S.

Rat and Mouse Aortic Ring Preparation
and Mounting
Rat and mouse aortic ring preparations and mounting are described in
the online Data Supplement, available at http://hyper.ahajournals.org.

Isolated Heart Preparation
Wistar rats were decapitated 10 to 15 minutes after IP injection of
400 IU of heparin. The thorax was opened, and the heart was
carefully dissected and perfused with Krebs-Ringer solution (KRS)
containing (in millimoles per liter): NaCl 118.4, KCl 4.7, KH2PO4
1.2, MgSO4 � 7H2O 1.2, CaCl2 � 2H2O 2.5, glucose 11.7, and
NaHCO3 26.5. The perfusion fluid was maintained at 37�1°C, with
a pressure of 65 mm Hg and constant oxygenation (5% CO2-95%
O2). A force transducer was attached through a heart clip to the apex
of the ventricles to record the contractile force (tension, grams) on a

computer, by a data-acquisition system (Biopac System). A diastolic
tension of 1.0�0.2 g was applied to the hearts. Electric activity was
recorded with an ECG (Nihon Kohden) with the aid of 2 cotton
wicks placed directly on the surface of the right atrium and left
ventricle. Coronary flow was measured every 5 minutes by collect-
ing and determining the volume of heart effluent during a 1-minute
interval.

The hearts were perfused for an initial 15-minute period with
KRS. After this period, the hearts were perfused for an additional 20
minutes (equilibration period) with KRS (control; n�14) or KRS
containing CGEN-856S (0.008 nmol/L; n�6), CGEN-856S (0.04
nmol/L; n�6), or CGEN-856S (0.2 nmol/L; n�6). To compare the
effect of CGEN-856S with Ang-(1-7) on reperfusion arrhythmias,
hearts were perfused with Ang-(1-7) (0.2 nmol/L; n�6) in the same
setup condition. After the equilibration period, the left anterior
descending coronary artery was ligated by the method described by
Lubbe et al14 beneath the left auricular appendage together with the
adjacent veins. The ligature was released after 15 minutes, and
reperfusion with KRS (in the absence or presence of various doses of
CGEN-856S or Ang-[1-7], as described above) was performed for an
additional 30 minutes. Cardiac arrhythmias were defined as the
presence of ventricular tachycardia and/or ventricular fibrillation
after the ligature of the coronary artery was released. To obtain a
quantitative measurement, the arrhythmias were graded arbitrarily by
their duration as follows: the occurrence of cardiac arrhythmias for
0 to 3 minutes was assigned the factor 2; 3 to 6 minutes was assigned
the factor 4; 6 to 10 minutes was assigned the factor 6; 10 to 15
minutes was assigned the factor 8; 15 to 20 minutes was assigned the
factor 10; 20 to 25 minutes was assigned the factor 11; and 25 to 30
minutes was assigned the factor 12. A value of 0 to 12 was, thus,
obtained in each experiment and is denoted as arrhythmia severity
index (ASI).15 An arrhythmia with a 30-minute duration was
considered irreversible.

Acute Blood Pressure Measurement
Experiments were performed in 12- to 14-week–old male Wistar rats
and SHRs. Twenty-four hours before the experiments, polyethylene
catheters were implanted into the abdominal aorta for mean arterial
pressure (MAP) and heart rate (HR) measurements and in the
femoral vein for intravenous infusions. Different doses of CGEN-
856S (0.3, 3.0, 30.0 and 300.0 ng/kg per minute; n�7 and 8 for SHR
and Wistar rats, respectively) or saline (n�8 for both groups) were
infused (30 minutes for each dose). After the drug infusion, blood
pressure and HR were monitored for an additional 60-minute period.

ACE Activity Assay
Measurement of ACE activity is described in the online Data
Supplement.

Radioligand Binding Competition Assay at Human
AT1 and AT2 Receptors
Radioligand binding competition assay at human AT1 and AT2
receptors is described in the online Data Supplement.

Fluorescent Binding on Mas-Transfected Cells
Binding of CGEN-856S in Mas-transfected cells was performed
using a method described previously.16,17 CHO cells were stably
transfected with rat Mas cDNA driven by a cytomegalovirus pro-
moter and selected by neomycin.5,18 Fluorescent Ang-(1-7) (at 10�8

mol/L) was incubated in 6-well plates for 60 minutes at 4°C in 1.5
mL of serum-free medium (DMEM) supplemented with 0.2% BSA,
0.005% bacitracin, 0.1 mol/L of PMSF, and 0.5 mol/L of ortho-
phenanthrolene with Mas-transfected CHO cells in the presence or
absence of Ang-(1-7) or CGEN-856S (both at 10�7 and 10�6

mol/L). After 2 washes with ice-cold serum-free DMEM, the slides
were mounted for evaluation by confocal microscopy. Nonspecific
binding was determined in the presence of 10�5 mol/L of Ang-(1-7).
Relative fluorescence measurements were performed on a Zeiss
LSM 510 META laser scanning confocal microscope excited at 488
nm with an argon-ion laser (oil-immersion objective lens: �63).
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Statistical Analysis
Data are reported as mean�SEM. Statistical analysis was performed
by the 1-way ANOVA followed by the Newman-Keuls test or by
2-way ANOVA followed by the Bonferroni test. The vasodilator
effects were expressed as the percentage decrease of the maximal
contraction induced by phenylephrine. Experimental values were
considered statistically significant when P�0.05.

Results
CGEN-856S Induced NO- and Mas-Dependant
Vasorelaxation in Isolated Aortic Rings
CGEN-856S produced a concentration-dependent vasodilator
effect in endothelium-containing aortic rings precontracted
with phenylephrine, which was abolished in endothelium-
denuded vessels (Figure 1A). Maximal value for the relaxant
effect of CGEN-856S in vessels with endothelium was
39.990�5.034%. In the presence of the NO synthase inhibitor
NG-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), the vasodilator
effect of CGEN-856S was also abolished, indicating the
participation of NO in this effect (Figure 1B).

To further ascertain whether the vasorelaxation produced
in aortic rings by CGEN-856S was because of a specific
effect on the Mas receptor, we initially used the Ang-(1-7)/
Mas antagonist D-Ala7-Ang-(1-7), named A-779. As shown in

Figure 2A, the vasorelaxation produced by CGEN-856S was
inhibited by the Ang-(1-7) antagonist. We next used thoracic
aortic rings taken from Mas-knockout FVB/N (Mas�/�) and
Mas�/� FVB/N mice. As shown in Figure 2B, CGEN-856S
induced vasorelaxation in aortic rings from Mas�/� mice,
whereas this effect was absent in aortic rings from Mas�/�

mice.
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Figure 1. Vasodilator effect of CGEN-856S. A, Aortic rings from
Wistar rats containing (control) or lacking functional endothelium.
B, Aortic rings from Wistar rats in the absence or presence of
L-NAME (100 �mol/L). Each point represents the mean�SEM gen-
erated from 5 to 6 separated experiments; *P�0.05 (2-way ANOVA
followed by Bonferroni test).
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Figure 2. Vasodilator effect of CGEN-856S on inhibition or
absence of functional Mas. A, Inhibition of the vasodilator effect
of CGEN-856S in aorta rings of Wistar rats in the absence or
presence of the Ang-(1-7) antagonist A-779 (10�6 mol/L). B,
Vasodilator effect of CGEN-856S in aorta rings taken from
Mas�/� or Mas�/� mice. C, Vasodilator effect of CGEN-856S
and Ang-(1-7) in aorta rings of Wistar rats containing functional
endothelium. Each point represents the mean�SEM generated
from 4 to 10 separate experiments; *P�0.05 (2-way ANOVA fol-
lowed by Bonferroni test).

114 Hypertension July 2010

 by on June 12, 2011 hyper.ahajournals.orgDownloaded from 

http://hyper.ahajournals.org


As shown in Figure 2C, the vasorelaxation produced by
CGEN-856S resembled that produced by Ang-(1-7); however,
the EC50 for Ang-(1-7) was lower (EC50�1.89�10�8�0.22
mol/L for Ang-(1-7) versus 3.4�10�7�0.22 mol/L for CGEN-
856S), whereas the maximal value for the relaxant effect was
higher for CGEN-856S (24.40% for Ang-[1-7] versus 54.62%
for CGEN-856S).

CGEN-856S Decreased Ischemia/Reperfusion
Arrhythmias in Isolated Hearts
The antiarrhythmogenic effect of CGEN-856S was evaluated
in isolated rat hearts. We initially tested CGEN-856S at a
concentration (0.2 nmol/L), which has been described previ-
ously as antiarrhythmogenic for Ang-(1-7).19 At this concen-
tration, CGEN-856S produced no significant effect in the
duration and incidence of reperfusion arrhythmias (ASI:
10.17�1.64 versus 6.28�1.11 for the control group;
P�0.068). However, at a lower concentration, 0.04 nmol/L,
CGEN-856S decreased the duration of arrhythmias (ASI:
2.000�0.002 versus 6.280�1.110 for the control group;
Figure 3A) and abolished the occurrence of irreversible
arrhythmias (Figure 3B), as observed for Ang-(1-7) at 0.2
nmol/L (Figure S1, in the online Data Supplement). At a
lower concentration, 0.008 nmol/L, the peptide had no effect
on the arrhythmias (Figure 3A and 3B).

CGEN-856S produced additional effects in the isolated
hearts at its effective antiarrhythmic concentration. It in-
creased the postischemic systolic tension in comparison with
the KRS perfused hearts and showed a slight increase in the
coronary flow at 5 minutes of reperfusion (Figure 4A and 4E,
respectively). CGEN-856S also prevented the increase of
diastolic tension observed in untreated hearts during the
reperfusion period (Figure 4B). A slight but significant effect
on postischemic �dT/dt was also observed (189.00�1.72
versus 164.50�3.50 g/s, for the control group; Figure 4D).
No significant effect was observed on the �dT/dt (Figure 4C)
and baseline or postischemic HR (Figure 4F).

CGEN-856S Decreased MAP in SHRs
In keeping with its vasorelaxing effect on rat aortic rings,
acute infusion of CGEN-856S in conscious SHRs produced a
dose-dependent decrease in MAP (Figure 5A). The reduction
in MAP started to be significant at a dose of 3 ng/kg per
minute (maximum change: �5.9�2.3 mm Hg; Figure 5A).
The maximum change in MAP during infusion was observed
at the highest dose (300 ng/kg per minute; �: �9.7�
3.7 mm Hg). Strikingly, the blood pressure continued to drop
in the postinfusion period. The maximum change was ob-
served at the end of the observation period (60 minutes
postinfusion; �: �16.6�2.3 mm Hg). Vehicle infusion in
SHRs did not alter MAP (Figure 5A). A small and transient
but significant reduction in HR was induced by CGEN-856S
in SHRs (Figure S2A). However, no clear dose-related effect
was observed for the HR changes.

CGEN-856S also produced a decrease in the MAP of
normotensive Wistar rats (Figure 5B); however, the magni-
tude of the MAP change was considerably smaller than in
SHRs. During CGEN-856S infusion in Wistar rats the change
in MAP observed at the highest dose (300 ng/kg per minute)
was �6.2�2.3 mm Hg. The maximum reduction in MAP
was also observed in the postinfusion period (�:
�8.1�1.6 mm Hg). In Wistar rats there was no significant
effect of CGEN-856S on HR (Figure S2B).

To address whether the effect of CGEN-856S could be
because of interference with ACE activity or binding to Ang
II receptors, we next tested the effect of the peptide on rat
ACE activity and on the binding of Ang II to AT1 and AT2

receptors. CGEN-856S did not inhibit rat ACE activity at
concentrations �10�5 mol/L, in contrast to the inhibition
observed for Ang-(1-7) (�60% inhibition at 10�5 mol/L;
IC50�2.58�10�6 mol/L; Figure S3). In the same assay
conditions, captopril, a known ACE inhibitor, essentially
abolished ACE activity at 10�5 mol/L (IC50�2.51�10�8

mol/L; Figure S3). As observed for ACE activity, no evi-
dence was obtained for significant binding of CGEN-856S to
the AT1 receptor (Figure S4A), whereas it displayed a
1000-fold lower affinity for the AT2 receptor than Ang II
(IC50�4957.2 versus 4.1 nmol/L for Ang II; Figure S4B). In
contrast, CGEN-856S efficiently displaced the binding of
fluorescent Ang-(1-7) to CHO Mas-transfected cells to a
similar extent to that observed for Ang-(1-7) (Figure 6).

Discussion
In this study we tested the vascular and cardiac effects of a
novel Mas agonist peptide, CGEN-856S, identified using a
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Figure 3. Effect of CGEN-856S on ischemia/reperfusion arrhyth-
mias in isolated hearts. Arrhythmias were produced by
15-minute occlusion of the left anterior descending coronary
artery in isolated rat hearts, followed by reperfusion. The hearts
were perfused with KRS in the absence or presence of CGEN-
856S (at 0.008, 0.040, or 0.200 nmol/L). A, Averaged ASI. B,
Percentage of irreversible reperfusion arrhythmias. Numbers
above the bars indicate the incidence of irreversible arrhythmias
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group (1-way ANOVA followed by Newman-Keuls test).
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computational biology discovery platform.12 The amino acid
sequence of CGEN-856S is unrelated to that of angiotensins.
The data obtained for this peptide clearly validate this in
silico strategy for identifying GPCR ligands. Furthermore,
the results obtained with this novel Mas agonist peptide
resembled those reported previously with Ang-(1-7)1,8,19–21

and another putative small molecule Mas agonist, AVE
0991,22 reinforcing the growing evidence for an important
role of Mas in cardiovascular function.

CGEN-856S produced a vasodilating effect in thoracic
aortic rings of mice and rats that resembled that produced by
Ang-(1-7). The vasorelaxation produced by CGEN-856S was
absent in endothelium-denuded vessels and was abolished by

treatment with the NO synthase inhibitor L-NAME. These
characteristics of the vasorelaxation induced by CGEN-856S
are similar to those described for Ang-(1-7) and indicate the
involvement of endothelium-derived NO in the response.
Indeed, several lines of evidence linked Mas to the generation
of NO in the vasculature and other tissues.21,23,24 As shown
previously for Ang-(1-7), the vasodilating effect of CGEN-
856S was mediated by Mas, as demonstrated by its abolish-
ment in Mas-knockout aortic rings and inhibition by the
Ang-(1-7) antagonist A-779. It should be noted that similar
vasodilating effects were observed also for the monomeric
form of CGEN-857 and for the dimeric forms of CGEN-856
and CGEN-857 (data not shown).
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Ang-(1-7) and CGEN-856S appear to bind the Mas recep-
tor at the same binding domains, as suggested by the
observation that the vasorelaxant effect of CGEN-856S can
be blocked with the Ang-(1-7) analogue D-Ala7-Ang-(1-7),
A-779, and by the effective displacement of the fluorescent
Ang-(1-7) binding to CHO Mas-transfected cells.

As observed before for Ang-(1-7) and AVE 0991,25,26 the
vasodilating effect of the CGEN-856S peptide in rat aortic
rings was endothelium dependent and involved NO produc-
tion, as evidenced by the blockade of endothelial NO syn-
thase with L-NAME. However, unlike Ang-(1-7), CGEN-
856S showed induction of calcium flux in Mas-transfected
cells.12 It has been described previously that Ang-(1-7),
through activation of the Mas receptor, releases NO from
cultured human aortic endothelial cells by the Ca��-
independent signaling cascade phosphatidylinositol 3-kinase/
AKt.21 Whether the phosphatidylinositol 3-kinase/AKt path-
way is also a key component of the signaling cascades
stimulated by CGEN-856S remains to be clarified. The initial
events triggering the intracellular pathways involved in the
effect of Ang-(1-7) may differ from those triggered by
CGEN-856S because of a different interaction with the

receptor (biased agonism).27,28 Despite these possible differ-
ences, our data comparing Ang-(1-7) with CGEN-856S in
aortic rings showed a similar pattern of relaxation for the 2
peptides. Similarly, acute infusion of CGEN-856S in SHRs
produced an antihypertensive effect equivalent to that ob-
served with Ang-(1-7).29

We also examined the antiarrhythmogenic effect of
CGEN-856S in an ischemia/reperfusion model of isolated
hearts. As shown before for Ang-(1-7),19 a low concentration
of CGEN-856S (0.04 nmol/L) reduced the incidence and
duration of cardiac arrhythmias in isolated rat hearts. In
addition, as reported previously for Ang-(1-7),30 CGEN-
856S, at its effective antiarrhythmic concentration, improved
myocardial function by increasing the postischemic systolic
tension and coronary flow after reperfusion, without changing
HR. The absence of effect of CGEN-856S at a higher
concentration on the reperfusion arrhythmias is similar to
previous reports concerning Ang-(1-7). Neves et al31 previ-
ously reported that Ang-(1-7) at 27 nmol/L produced a
significant enhancement of reperfusion arrhythmias in iso-
lated rat hearts. However, Ferreira et al19 and our current data
(Figure S1) showed that, at a lower concentration of 0.2
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nmol/L, Ang-(1-7) presents an antiarrhythmogenic effect.
Ang-(1-7) thus displays a clear tendency for a bell-shaped
dose-response curve or biphasic effect.32,33 Taken together,
these findings suggest that the effect of Mas agonists on
reperfusion arrhythmias in vitro is biphasic and concentration
dependent. On the other hand, no evidence for a proarrhyt-
mogenic effect of CGEN-856S (this study) or Ang-(1-7) was
obtained in vivo.3,34

We have also observed an antihypertensive effect of
CGEN-856S in SHRs. This observation is in accordance with
ongoing studies in our laboratory using Ang-(1-7)29 and with
previous reports by others, suggesting that Mas stimulation
could be a strategy to treat hypertension.35 Indeed, we have
shown recently that genetic deletion of Mas in FVB/N mice
produced a significant increase in blood pressure associated
with endothelium dysfunction.36 An increase of vascular
resistance in many organs37 and a marked endothelium
dysfunction38 was also observed in Mas�/� C57BL/6 mice.

The absence of an increase of blood pressure in this strain
may be related to an impairment of heart function.39 Infusion
of CGEN-856S did not change HR in normotensive rats,
whereas in SHRs only transient and dose-independent slight
changes in HR were observed. The mechanism(s) of this
selective effect in SHRs remain to be clarified.

One may argue that the antihypertensive effect of CGEN-
856S could be because of interference with ACE activity or
could be mediated by an Ang II receptor, acting as an AT1

receptor antagonist or AT2 receptor agonist. However, our
results show that CGEN-856S did not inhibit ACE activity
and did not significantly bind the AT1 receptor. The very low
affinity of this peptide for the AT2 receptor (1000-fold lower
than Ang II), together with the lack of effect of pure AT2

agonists on the blood pressure of awake SHRs,40 strongly
suggest the absence of AT2 receptor involvement in the
cardiovascular action of CGEN-856S.

One important point that should be considered is related to
the similarities and differences among CGEN-856S, Ang-(1-
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7), and AVE 0991.16,22 These 3 Mas agonists display different
properties and applications. The peptide CGEN-856S (amino
acid sequence: FLGYSIYLNRKRRGDPAFKRRLRD) is ap-
parently more stable than Ang-(1-7) and has no ACE inhib-
itory activity. Because of its hydrophobicity, AVE 0991
could cross the blood-brain barrier producing central effects.
Because some central effects of Ang-(1-7) are opposite to
those evoked peripherally, the possibility that some periph-
eral effects of AVE 0991 could be masked by its central
actions should be evaluated. On the other hand, Ang-(1-7) is
endogenous and has quite well-characterized Mas-dependent
actions.

In summary, in the current study we have identified a novel
Mas agonist peptide, CGEN-856S, and further validated our
bioinformatic platform for identifying novel GPCR ligands.
Importantly, we present considerable evidence for antihyper-
tensive and cardioprotective effects for CGEN-856S.

Perspectives
The RAS is a key target for treating cardiovascular and renal
diseases. The current therapy to block the activity of the RAS
includes ACE inhibitors, AT1 receptors antagonists, and
direct renin inhibitors. The accumulating evidence that stim-
ulation of the ACE2/Ang-(1-7)/Mas axis produces cardiopro-
tection and antihypertensive effects8,19,35,39 raises the possi-
bility of development of a next generation of RAS-related
drugs aimed to increase the activity of this axis.34,41 The
results presented here, using CGEN-856S, in addition to
reinforcing the concept that Mas stimulation produces bene-
ficial cardiovascular effects, illustrates the potential of this
novel therapeutic strategy for treating cardiovascular
diseases.

Acknowledgments
We are grateful to José Roberto da Silva and Marilene Luzia de
Oliveira for their helpful technical assistance.

Sources of Funding
S.Q.S. was supported by a fellowship from Conselho Nacional de
Desenvolvimento Científico e Tecnológico, and R.Q.L. was
supported by a fellowship from Fundação de Amparo à Pesquisa
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METHODS 
 
Rat Aortic Rings Preparation and Mounting 

 
Rings (3-4 mm) from the descending thoracic aorta, free of adipose and 

connective tissue, were set up in gassed (5% CO2-95% O2) Krebs-Henseleit 
solution (mmol/L): NaCl 110.8, KCl 5.9, NaHCO3 25.0, MgSO4 1.07, CaCl2 2.49, 
NaH2PO4 2.33 and glucose 11.51, at 37°C, under a tension of 1.0 g, for 1 hour to 
equilibrate. The presence of functional endothelium was assessed by the ability of 
Acetylcholine (1 µmol/L) to induce more than 70% relaxation of vessels pre-
contracted with phenylephrine (0.1 µmol/L). When necessary, the endothelium was 
removed by rubbing the intimal surface with a wooden stick. Mechanical activity, 
recorded isometrically by a force transducer, was fed to an amplifier-recorder 
(Powerlab 4/20, ADInstruments, Inc.) and to a personal computer equipped with an 
analogue-to-digital converter board (AD16JR; World Precision Instruments, Inc.), 
using CVMS data acquisition/recording software (World Precision Instruments, 
Inc.). 

The vasorelaxant activity of the peptide was measured in rat vessels with or 
without functional endothelium pre-contracted to the same tension level 
(approximately 1.5 g of tension) induced by submaximal concentration of 
phenylephrine (10-7 mol/L). CGEN-856S was added in increasing cumulative 
concentrations (0.0001 to 1 μmol/L) once the response to phenylephrine had 
stabilized. The effect of the Ang-(1-7)/Mas antagonist, A-779, was tested by adding 
this compound at 10-6 mol/L, 3 minutes prior to the addition of cumulative 
concentration of CGEN-856S. In order to verify the participation of endothelium-
derived NO in the relaxant effect of peptides, experiments were performed in the 
presence of 100 μmol/L L-NAME (Nω-nitro-L-arginine methyl ester), a nitric oxide 
synthase (NOS) inhibitor. In these experiments, vessels were pre-contracted with 
0.03 μmol/L of phenylephrine, to achieve the same tension level as the others. L-
NAME was added to the bath 20 min prior to the addition of phenylephrine. As a 
control for all the above-mentioned protocols, another vessel segment from each 
rat was simultaneously monitored for effects of the peptide alone. 

The vasorelaxant activity of the peptides CGEN-856S and Ang-(1-7) were 
compared in isolated aortic rings with functional endothelium, pre-contracted to the 
same tension level (approximately 1.5 g of tension) induced by submaximal 
concentration of phenylephrine (10-7 mol/L). CGEN-856S or Ang-(1-7) was added 
in increasing cumulative concentrations (0.0001 to 1 μmol/L) once the response to 
phenylephrine stabilized. 

 
Mouse Aortic Rings Preparation and Mounting 

Rings (2-3 mm) from the descending thoracic aorta of Mas+/+ and Mas -/- 
mice, free of adipose and connective tissue, were set up in gassed (5% CO2-95% 
O2) Krebs-Henseleit solution, at 37°C, under a tension of 0.5 g, for 1 hour to 
equilibrate. The presence of functional endothelium was assessed by the ability of 
acetylcholine (10 µmol/L) to induce more than 70% relaxation of vessels pre-
contracted with phenylephrine (0.1 µmol/L). CGEN-856S was added in increasing 
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cumulative concentrations (0.0001 to 1 μmol/L) once the response to 0.1 μmol/L 
phenylephrine had stabilized. Mechanical activity, recorded isometrically by a force 
transducer, was fed to an amplifier-recorder (Powerlab 4/20, ADInstruments, Inc.) 
and to a personal computer equipped with an analogue-to-digital converter board 
(AD16JR; World Precision Instruments, Inc.), using CVMS data 
acquisition/recording software (World Precision Instruments, Inc.). 
 
Angiotensin-converting Enzyme (ACE) activity assay 

 
Plasma ACE activity was measured by a fluorometric method utilizing Hip-

His-Leu as substrate as described previously.1 Duplicate aliquots of a pool of rat 
plasma (10 μL) were incubated with 440 μL of 1 mmol/L Hip-His-Leu in 0.4 mol/L 
sodium borate buffer, pH 8.3, containing 0.9 mol/L NaCl for 15 min at 37°C. The 
reaction was stopped by the addition of 1.2 mL 0.34 mol/L NaOH, 100 μL of 
orthophthaldehyde (20 mg/mL in methanol) was added and after 10 min at room 
temperature, 200 μL of 3 N HCl was added. After centrifugation at 800 × g for 5 
min, fluorescence of the supernatant solution (365 nm excitation and 495 nm 
emission) was measured against water. Blanks were prepared by inverting the 
order of addition of rat plasma and NaOH. A standard curve of 0.5 to 20 nmol His-
Leu/ tube was prepared for each assay. Enzyme activity was calculated as nmol 
His-Leu/ min/ mL. The specificity of the assay was demonstrated by 98% inhibition 
with 5 μmol/L enalaprilat. To test for ACE inhibitory activity of Ang-(1-7) and 
CGEN-856S, final concentrations ranging from 10−9 to 10−5 mol/L were used for 
each peptide. Captopril was used as a positive control (10−9 to 10−5 mol/L). In all 
assays the peptide solutions were mixed with the substrate solution immediately 
before addition of the rat plasma. 

 
Radioligand Binding Competition Assay at Human AT1 and AT2 receptors. 
  

CGEN-856S was tested in competitive radioligand binding assays at the 
human AT1 and AT2 Ang II receptors, at eight concentrations: 0.03, 0.1, 0.3, 1, 3, 
10, 30 and 100 μmol/L, in duplicate. The assays were performed at Euroscreen 
(Belgium).  

Recombinant chinese hamster ovary (CHO)-K1-AT1 membranes were 
thawed on ice and diluted at 0.5 μg/well in assay buffer (50 mmol/L Tris-HCl pH 
7.4, 5 mmol/L MgCl2, Saponine 10μg/mL, 0.1% Bacitracin). The ligand (Sar1, lle8) 
Angiotensin II, and the radioligand [125I]-(Sar1, lle8) Angiotensin II were diluted in 
assay buffer. The following reagents were successively added in the wells of a 96 
well plate: 50 μL of test compound at increasing concentrations, 25μL of 
radioligand (at a final concentration of 0.03 nmol/L) and 25μL of membrane 
extracts. The samples were incubated 60 min at 25°C and filtered over filter plate 
(presoaked in washing buffer 50 mmol/L Tris-HCl pH 7.4, 5 mmol/L MgCl2, 0.05% 
BSA for 2h at RT) with a Filtermate Harvester (Perkin Elmer). After wash of the 
filters 6 times with 0.5 mL of ice-cold washing buffer, 50 μL of Microscint 20 
(Packard) were added and the samples were incubated 15 min on an orbital 
shaker and then counted with a TopCountTM for 1 min/well. 
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Recombinant CHO-K1-AT2 membranes thawed on ice and diluted at 2.5 
μg/well in assay buffer (25 mmol/L Hepes pH 7.4, 5 mmol/L MgCl2, Saponine 
10μg/mL, 0.5% BSA protease). The ligand, Angiotensin II and the radioligand: 
[125I]-(Sar1, lle8) Angiotensin II were diluted in assay buffer. The following reagents 
were successively added in the wells of a 96 well plate: 50μL of test compound at 
increasing concentrations, 25μL of radioligand (at a final concentration of 0.1 
nmol/L) and 25μL of membrane extracts. The samples were incubated 60 min at 
25°C and filtered over filter plate (presoaked in washing buffer 25 mmol/L Hepes 
pH 7.4, 5 mmol/L MgCl2, 0.5% PEI for 2h at RT) with a Filtermate Harvester 
(Perkin Elmer). After wash of the filters 6 times with 0.5 mL of ice-cold washing 
buffer, 50μL of Microscint 20 (Packard) were added and the samples were 
incubated 15 min on an orbital shaker and then counted with a TopCountTM for 1 
min/well.  
 On each day of experimentation and prior to the testing of compounds, 
reference agonist was tested at several concentrations in duplicate (n=2) to obtain 
a dose-response curve and an estimated EC50. Reference values thus obtained 
for the test were compared to historical values obtained from the same receptor 
and used to validate the experimental session.  
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SUPPLEMENTAL FIGURE 1 
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Figure S1 - Effect of Ang-(1-7) on ischemia/ reperfusion arrhythmias in isolated 
hearts. Arrhythmias were produced by 15 minutes occlusion of the LAD in isolated 
rat hearts, followed by reperfusion. The hearts were perfused with KRS in the 
absence or presence of Ang-(1-7) (0.2 nmol/L). (A) Averaged ASI (arrhythmia 
severity index). (B) Percentage of irreversible reperfusion arrhythmias. Numbers 
above the bars indicate the incidence of irreversible arrhythmias (>30 min) during 
the reperfusion period. *P<0.05 vs control group (Student’s t test). 
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SUPPLEMENTAL FIGURE 2 
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Figure S2 - Changes in heart rate (HR) produced by acute infusion of graded 
doses of CGEN-856S (0.3, 3, 30 and 300 ng/Kg/min) in conscious SHR (A) and in 
concious Wistar rats (B). Bars represent values obtained every 10 min of infusion. 
*P<0.05 SHR+CGEN-856S vs SHR+Saline group (Two-Way ANOVA followed by 
Bonferroni test).  
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SUPPLEMENTAL FIGURE 3 
 
                                                     

 

 
 
 
Figure S3 - Effect of CGEN-856S and Ang-(1-7) on plasma ACE activity. Final 
concentrations ranging from 10−9 to 10−5 mol/L were used for each peptide. 
Captopril was used as a positive control (10−9 to 10−5 mol/L). Each point represents 
the mean ± SEM generated from 3 separate experiments. 
 
 
 

-9 -8 -7 -6 -5
0

20

40

60

80

100

120

140
Captopril
Ang-(1-7)
CGEN-856S

Concentration (mol/L)

%
 o

f 
A

C
E

 A
ct

iv
it

y

 by on June 12, 2011 hyper.ahajournals.orgDownloaded from 

http://hyper.ahajournals.org


9 
 

SUPPLEMENTAL FIGURE 4 
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Figure S4 - Binding assays on the Ang II receptors AT1 and AT2. Competitive 
inhibition of AT1 binding of the radioligand 125I [Sar-1,lle-8] Ang II by Ang II or 
CGEN-856S (A). Competitive inhibition of AT2 binding of the radioligand 125I [Sar-
1,lle-8] Ang II by Ang II or CGEN-856S (B). 
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 Anexo C 
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Figura - Variação da pressão arterial média de ratos espontaneamente hipertensos (SHRs)
conscientes durante a infusão de doses crescentes de Angiotensina-(1-7) ou salina (0,3 a
300 ng/Kg/min). As barras representam valores obtidos a cada 10 min de infusão. *P<0,05
CGEN-856S vs Salina (Two-Way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).
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