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RESUMO 

O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos de uma suplementação crônica com 

ácido fólico sobre a função vascular (mecanismos contráteis e de relaxamento) de ratos 

espontaneamente hipertensos (SHR) e os possíveis mecanismos envolvidos. Os 

procedimentos foram aprovados pela Comissão de Ética em Experimentação Animal da 

UFPE. SHR machos com 4 meses de vida receberam ácido fólico na dose de 8mg/Kg, 

por dia, através de gavagem durante um período de 2 meses. Após o tratamento, estes 

animais foram submetidos a experimentos de reatividade vascular em anéis isolados de 

aorta e artérias mesentéricas de resistência (relaxamento à acetilcolina e ao 

nitroprussiato de sódio; contração à fenilefrina e noradrenalina), a experimentos de 

medida direta da pressão arterial e avaliação dos níveis plasmáticos de homocisteína. O 

relaxamento vascular dependente do endotélio mostrou-se aumentado em ambas às 

artérias dos animais tratados com ácido fólico quando comparado ao dos animais não-

tratados. Incubação com tempol e apocinina em anéis de aorta e mesentérica de 

resistência aumentou o relaxamento vascular à acetilcolina no grupo não-tratado. No 

entanto, não houve alteração desse relaxamento no grupo tratado. Quanto ao 

relaxamento vascular ao nitroprussiato de sódio, não houve diferença significativa entre 

os grupos. Uma diminuição da hiper-reatividade vascular à fenilefrina e noradrenalina 

foi observada no grupo tratado com ácido fólico quando comparado com o grupo não-

tratado. A pressão arterial e os níveis de homocisteína foram similares entre os grupos 

estudados. Dessa forma, estes resultados indicam que a suplementação crônica de ácido 

fólico foi capaz de melhorar a função vascular em SHR, ainda que a pressão arterial não 

tenha sido alterada. Nesse contexto, o nutriente parece aumentar a liberação de fatores 

vasorrelaxantes possivelmente por mecanismos que envolvem diminuição do estresse 

oxidativo. 

Palavras Chaves: Hipertensão arterial, disfunção endotelial, ratos espontaneamente 

hipertensos, ácido fólico. 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

Thus, the present work was designed to evaluate the effect of folic acid supplementation 

on vascular function (contractile and relaxation mechanisms) of spontaneously 

hypertensive rats and the possible mechanisms involved. The procedures were approved 

by the ethics committee in animal experimentation of UFPE. Male spontaneously 

hypertensive rats (SHR) at 4 months of age received supplementation with folic acid by 

2 months at a dose of 8mg/kg by oral gavage. The animals were subjected to 

experiments of arterial blood pressure measurement in conscious rats, vascular 

reactivity study and evaluation of homocysteine levels. The endothelium-dependent 

vascular relaxation was increased in resistance mesenteric and aorta arteries from folic 

acid treated animals compared to untreated animals. Incubation with tempol and 

apocynin in aortic rings and mesenteric resistance artery increased vascular relaxation to 

acetylcholine in the untreated group. However, there was no change in this relaxation in 

the treated group. The vascular relaxation to the sodium nitroprussiate, there was no 

significant difference between groups. A decrease of the vascular hyper-reactivity to 

norepinephrine and phenylephrine was observed in the group treated with folic acid as 

compared with the untreated group. Blood pressure and homocysteine levels were not 

significantly different between groups. The present study suggests that folic acid 

supplementation improve vascular function in SHR. From this perspective, folic acid 

appears to increase vasodilator factors release possibly through mechanisms involving 

oxidative stress reduced.  

Keywords: Arterial hypertension, endothelial dysfunction, spontaneously hypertensive 

rats, folic acid. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As doenças cardiovasculares (DCV) são consideradas a principal causa de 

morte no mundo. Segundo a Organização Mundial de Saúde, estima-se que em 2030 

mais de 23 milhões de pessoas morrerão por DCV (OMS, 2013). Dados do Ministério 

da Saúde mostram que as DCV são responsáveis por aproximadamente 30% das mortes 

por ano no Brasil (Brasil, 2011). Diversos fatores de riscos estão relacionados com o 

desenvolvimento destas condições clínicas, porém a hipertensão arterial sistêmica 

(HAS) é o principal fator envolvido, com o surgimento de infarto do miocárdio, 

acidente vascular encefálico e aterosclerose. (Egan & Zhao, 2013; Bonner et al., 2013; 

Hernanz et al., 2014). 

As causas e os mecanismos envolvidos na HAS não estão completamente 

esclarecidos. Sabe-se que a disfunção endotelial leva a um importante desequilíbrio na 

função vascular e é, portanto um grande contribuinte para o aumento nos níveis 

pressóricos (Yang et al., 2002; Yang, 2011; Radenkovic et al., 2013). É possível ainda 

inferir que o fator nutricional tenha participação importante no desenvolvimento da 

disfunção endotelial e da HAS (Belchior et al., 2012; Motiwala, 2012). Em 2013, um 

estudo demonstrou que a deficiência de vitamina B9 por 4 semanas acarretou em 

aumento do estresse oxidativo e da pressão sistólica em ratos espontaneamente 

hipertensos (SHR) (Pravenec et al., 2013). 

O papel das vitaminas nas DCV vem sendo foco de muitos estudos (Farbstein 

et al.; Liu et al., 2013; Valdéz-Ramos, 2015). Algumas delas, como as vitaminas C e E 

são consideradas verdadeiros antioxidantes. Franco et al. (2003) mostraram que tanto a 

vitamina C quanto a vitamina E foram capazes de melhorar a função endotelial de ratos 

Wistar devido à diminuição da produção de ânions superóxidos. Outras vitaminas, como 

a D e a K também proporcionam benefícios ao sistema cardiovascular (Gunta et al., 

2013; Mc Cabe et al., 2013; Martins et al., 2014;). No entanto, pouco se sabe a respeito 

dos benefícios das vitaminas do complexo B sobre esse sistema. Desta forma, estudos 

foram realizados para entender melhor a relação entre esse grupo de vitaminas, mais 
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especificamente o ácido fólico, também conhecido como vitamina B9 sobre a função 

vascular e cardíaca (Hara, 2011; Mahalle et al., 2013; Roe et al., 2013). 

Em 2007, um grupo de pesquisadores estudou o efeito do ácido fólico na 

função barorreflexa de SHR. A função barorreflexa foi significativamente aumentada 

após administração do ácido fólico (Xiu-Juan et al., 2007). Já em 2013, Roe et al. 

demonstraram que suplementação com ácido fólico por 4 semanas em ratos diabéticos 

foi capaz de restaurar a atividade da sintase de óxido nítrico (NOS) em cardiomiócitos e 

de melhorar a função cardíaca desses animais (Roe et al., 2013). 

O ácido fólico é bastante requisitado na redução dos níveis de homocisteína, 

aminoácido este que quando elevado no sangue está fortemente associado com um 

maior risco de desenvolvimento de DCV, devido a sua capacidade de gerar ânions 

superóxidos e favorecer ao aumento do estresse oxidativo (Kolling et al., 2011; 

Qipshidze et al., 2011; Cuevas et al., 2014). Além disso, o ácido fólico parece estar 

envolvido com a regulação da NOS, enzima fundamental para a produção do óxido 

nítrico (Antoniades et al., 2006). Também merecem destaque possíveis propriedades 

anticoagulantes desta vitamina, devido a sua capacidade em reduzir concentrações de 

fibrinogênio e de elevar concentrações de plasminogênio e antitrombina III (Mierzecki 

et al., 2012). Há ainda relatos de que o ácido fólico parece auxiliar na vasodilatação, 

fato este de extrema importância para se investigar a possibilidade desta vitamina em 

melhorar a função endotelial e colaborar com a redução de eventos ateroscleróticos 

(Chambers et al., 2000; Doshi et al., 2001). 

Para tal, a existência de um modelo de hipertensão essencial é fundamental 

neste processo de investigação. O SHR é uma linhagem de animais que cursa com 

alteração de todo o sistema cardiovascular. Estes animais apresentam quadro de 

hipertensão grave em torno dos 6 meses de vida, disfunção endotelial, prejuízo na 

função barorreflexa, aumento da atividade simpática e estresse oxidativo elevado 

(Tayebati et al., 2012). Nesse sentido, foi avaliado se os efeitos de uma suplementação 

crônica com ácido fólico poderiam estar envolvidos com a melhora da função 

cardiovascular nestes animais. 
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

A hipertensão arterial sistêmica (HAS) é definida como a elevação crônica da 

pressão arterial, com valores iguais ou maiores que 140 mmHg para a pressão sistólica e 

90 mmHg para pressão diastólica (Bolívar, 2013). Por ser uma comorbidade de alta 

prevalência que atinge milhões de pessoas em todo o mundo e por estar fortemente 

associada com um maior risco de desenvolver doenças cardiovasculares (DCVs), a 

hipertensão se tornou um importante problema de saúde pública (WHO, 2013).  

 Fatores genéticos e ambientais, como alimentação e estilo de vida estão 

envolvidos com a fisiopatologia da HAS. Alterações no sistema renina-angiotensina, na 

função endotelial, na atividade simpática, na resistência à insulina, na redução da 

excreção renal de sódio (Na
+
) e na produção de espécies reativas de oxigênio podem 

favorecer o desenvolvimento e/ou manutenção do estado hipertensivo (Sowers, 2004; 

Redon et al., 2009; Palatini et al., 2011; Leong et al., 2015). O aumento do cálcio (Ca
2+

) 

citossólico no músculo liso vascular provocado por alguns destes fatores resulta em 

maior vasoconstrição e consequente redução do lúmen do vaso (Vasdev et al., 2011) o 

que acarreta aumento da resistência vascular periférica. 

 Ademais, fatores nutricionais também apresentam papel importante no 

desenvolvimento da HAS. A deficiência de alguns nutrientes no organismo pode 

resultar em disfunção endotelial e aumento da atividade simpática, com maior 

quantidade de catecolaminas circulantes no sangue (Nutter et al., 1979; Pissaia et al., 

1980 Goodfelow et al., 1998; Franco et al., 2003). Devido a essas alterações no sistema 

vascular em decorrência da deficiência nutricional, suplementação com alguns 

nutrientes pode ser uma alternativa eficaz tanto para auxiliar na prevenção quanto no 

tratamento da hipertensão (Houston, 2014).  

Existem dois tipos de hipertensão: a hipertensão primária ou essencial e a 

hipertensão secundária. A primeira tem como característica não apresentar uma causa 

conhecida do aumento dos níveis pressóricos, enquanto a segunda, apresenta causa bem 

estabelecida, como as doenças renais e a gravidez (Risler et al., 2005). Mudanças no 

débito cardíaco e na resistência vascular periférica são os determinantes do aumento da 

pressão arterial. Nos estágios iniciais da hipertensão, o débito cardíaco pode apresentar 

maior predomínio, no entanto, posteriormente, o aumento da resistência vascular 



4 
 

periférica se torna o principal responsável pela manutenção dos níveis elevados de 

pressão arterial (Foëx & Sear, 2004). Isto ocorre principalmente devido ao 

remodelamento vascular (Lee & Griendling, 2008). 

 O remodelamento arterial surge como uma das primeiras alterações 

provocadas pela hipertensão, principalmente nas artérias de menor calibre, como as 

artérias de resistência (Schiffrin, 2012). Alterações estruturais e funcionais nos vasos 

são observadas neste processo. A redução das fibras elásticas e o aumento na deposição 

de colágeno e calcificação tornam as artérias menos flexíveis e mais rígidas. Além 

disso, a disfunção endotelial contribui para causar mais prejuízo na função vascular. 

Com isso, ocorre uma diminuição na síntese e liberação de óxido nítrico (•NO) pelas 

células endoteliais e um aumento de fatores vasoconstritores produzidos por estas 

células (Safar et al., 1998; Bauersachs & Widder, 2008; Aggarwal et al., 2013). O 

endotélio também começa a liberar citocinas pró-inflamatórias e fatores de crescimento, 

que levam à proliferação das células do músculo liso vascular e deposição de matriz 

extracelular (Risler et al., 2005; Lee & Griendling, 2008). Como resultado, a espessura 

da parede arterial aumenta e ocorre prejuízo no controle do tônus vascular, favorecendo 

a elevação da resistência vascular periférica e da pressão arterial (Oparil et al., 2003; 

van Varik et al., 2012). 

 Modelos experimentais de hipertensão são largamente utilizados para tentar 

compreender melhor as causas e os mecanismos envolvidos na hipertensão; os SHR são 

certamente o modelo mais utilizado neste tipo de estudo por refletir a hipertensão 

essencial que ocorre em humanos (Levy et al., 2009; Tayebati et al., 2012). Trata-se de 

uma linhagem que surgiu na década de 1960 após sucessivos acasalamentos e que 

desenvolve hipertensão por volta de quatro a seis semanas de vida, porém só em torno 

dos seis meses de vida a hipertensão encontra-se estabilizada (Okamoto et al., 1963; 

Dornas et al., 2011; Tayebati et al., 2012). Com uma pressão arterial média em torno de 

180 à 200 mmHg, os SHRs exibem alta atividade do sistema nervoso simpático. Além 

disso, esses animais cursam com remodelamento vascular e por isso apresentam artérias 

mais enrijecidas com menor diâmetro da luz dos vasos (Pintérová et al., 2011). Os 

SHRs também apresentam enorme dano da função endotelial, que é uma característica 

marcante nesse modelo, apresentando grande prejuízo no relaxamento vascular 

dependente do endotélio (Bernatova et al., 2009). A redução na biodisponibilidade do 

•NO é uma das principais causas da disfunção endotelial nestes animais, que ocorre 
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devido ao estresse oxidativo, decorrente da maior geração de espécies reativas de 

oxigênio (EROs) e/ou da redução nos sistemas endógenos de defesa antioxidante 

(Higashi et al., 2009; Bakker et al., 2014).  

 

2.1 O sistema vascular e sua contribuição para a resistência vascular periférica 

 O sistema vascular é composto pelas artérias, arteríolas, capilares, vênulas e 

veias. As grandes artérias agem como vasos elásticos de condução, as artérias menores 

regulam a distribuição do fluxo sanguíneo, a microcirculação determina em grande parte 

a resistência vascular e troca de fluidos, enquanto o sistema venoso assume um papel 

capacitivo e governa o retorno venoso para o coração. Com exceção dos capilares, três 

camadas compõem a parede destes vasos: a túnica íntima, a túnica média e a túnica 

adventícia (dela Paz et al., 2009). 

 A túnica íntima é a mais interna e mais fina camada da parede vascular. É 

formada por uma camada de células endoteliais, uma camada subendotelial contendo 

tecido conjuntivo e de uma membrana basal. A primeira está em contato direto com o 

sangue e tem um importante papel no controle do tônus vascular, através da liberação de 

fatores contráteis e de relaxamento. Além disso, coagulação sanguínea e proliferação 

celular também são controladas por essa camada. A membrana basal é constituída de 

colágeno, elastina, fibronectina, laminina e proteoglicanos, os quais compõem a matriz 

extracelular. Esta membrana basal está em íntimo contato com a lâmina elástica interna, 

a qual é formada por uma malha compacta de elastina. (Gonzalez et al., 2014; dela Paz 

et al., 2009). 

 A túnica média é constituída pelas células musculares lisas e de uma matriz 

extracelular que inclui lâminas de fibras elásticas, fibras colágenas e proteoglicanos. Em 

circunstâncias fisiológicas o papel principal das células musculares lisas é de gerar 

força. Normalmente, o músculo liso vascular, que constitui a maior parte da parede do 

vaso sanguíneo está num estado de ativação contínua, cuja força gerada é finamente 

regulada por uma variedade de fatores intrínsecos e extracelulares. As fibras elásticas 

permitem ao vaso a capacidade de se estirar e voltar ao seu tamanho original. Esta é a 

camada mais espessa presente nas artérias. Nas veias, a camada média se encontra mais 

desorganizada, sendo inclusive quase inexistente nas vênulas. Esta característica torna 

as veias mais finas e sensíveis quando comparadas com as artérias. Esta camada está 
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limitada exteriormente pela lâmina elástica externa e internamente pela lâmina elástica 

interna (Taylor et al., 2009).  

 A túnica adventícia é a mais externa. É formada por tecido conjuntivo, 

responsável por dar o suporte estrutural necessário ao vaso. Além do colágeno, também 

estão presentes os fibroblastos, fibras elásticas e terminações nervosas. Em vênulas e 

veias, esta camada compõe a maior parte do vaso, diferente das artérias e arteríolas em 

que ocupa a metade da parede do vaso (Majesky et al., 2012; Gonzalez et al., 2014). 

2.1.1 O endotélio vascular e suas alterações decorrentes do processo hipertensivo 

O endotélio vascular é considerado o maior órgão endócrino do corpo. 

Localizado entre a parede do vaso sanguíneo e a corrente sanguínea, esta camada 

constitui uma interface dinâmica entre o sangue e o resto do corpo (Endemann & 

Schiffrin, 2004). Ele regula o tônus, o crescimento e a apoptose das células musculares 

lisas, a agregação plaquetária e a adesão de leucócitos à parede vascular. Todas estas 

funções são realizadas graças às ações combinadas de vários fatores por ele liberados, 

como o óxido nítrico (•NO) (Furchgott & Zawadzki, 1980; Palmer et al., 1987), a 

prostaciclina (PGI2) (Moncada et al., 1977), o fator hiperpolarizante derivado do 

endotélio (EDHF) (Félétou & Vanhoutte, 1988; Taylor & Weston, 1988), a endotelina-1 

(ET-1) (Yanagisawa et al., 1988), o tromboxano A2 (TxA2) (Taddei & Vanhoutte, 

1993), os diversos fatores de crescimento (PDGF, fator de crescimento derivado de 

plaquetas; VEGF, fator de crescimento endotelial VEGF; fatores transformadores do 

crescimento, TGF, etc.), as moléculas de adesão leucocitária (VCAM-1, molécula de 

adesão de células vasculares; ICAM-1, molécula de adesão intercelular e selectinas E e 

P), dentre outros.  

Na presença de fatores de risco cardiovascular como o diabetes, a 

hiperlipidemia, o tabagismo e a hipertensão arterial, o equilíbrio hemodinâmico e/ ou 

humoral do endotélio se modifica, alterando o padrão fisiológico de produção dos 

diversos fatores endoteliais. Sob estas circunstâncias se produz um desequilíbrio entre 

os diferentes fatores endoteliais e estas células deixam de exercer um papel 

homeostático e passam a contribuir para as alterações cardiovasculares associadas a 

doenças com fatores de risco cardiovascular, como a diabetes mellitus, a aterosclerose e 

a hipertensão arterial. Este processo, chamado de disfunção endotelial, se caracteriza 

pela redução de fatores vasodilatadores e predominância da liberação de fatores 
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vasoconstritores, fatores de crescimento, tendência à agregação plaquetária, maior 

adesão de leucócitos e desenvolvimento de trombose (Mombouli & Vanhoutte, 1999). 

Inúmeros estudos, tanto em humanos como em animais experimentais, têm 

demonstrado a existência de disfunção endotelial na hipertensão. Existe uma ampla 

discussão sobre se a disfunção endotelial precede a hipertensão ou se é consequência do 

estado hipertensivo. Ainda hoje não se sabe ao certo quem seria causa ou consequência, 

mas sabe-se que existe de fato uma importante interrelação entre os dois fatores 

(Dharmashankar & Widlansky, 2010; Helbing et al., 2014; Bernatova, 2014). Estudo 

recente publicado por Ramos-Alves et al (2012), mostrou que em prole de ratas 

diabéticas com três meses de vida já existia presença de disfunção endotelial 

representada por um prejuízo no vasorrelaxamento dependente do endotélio à 

acetilcolina em artérias mesentéricas de resistência, no entanto, esse prejuízo vascular 

não era acompanhado de hipertensão arterial (Ramos-Alves et al., 2012).  

A redução na biodisponibilidade de óxido nítrico é uma importante 

característica da disfunção endotelial na hipertensão. Isso pode ser decorrente 

principalmente devido a redução das defesas antioxidantes e uma maior liberação de 

espécies reativas de oxigênio, bem como por alteração na atividade da eNOS que 

culminam com formação de estresse oxidativo (Davel et al., 2011). O prejuízo no 

relaxamento dependente do endotélio, que caracteriza a disfunção endotelial, pode 

variar de acordo com o leito vascular, sendo este um importante fator na determinação 

da disfunção endotelial envolvida com a hipertensão. A redução do óxido nítrico é 

principalmente uma característica da disfunção endotelial de artérias maiores, como as 

de condutância, enquanto que em artérias menores, como as mesentéricas de resistência, 

a disfunção endotelial tem como característica marcante, uma importante redução do 

fator hiperpolarizante dependente do endotélio (Sunano & Sekiguchi, 2003). Um estudo 

de Dal-Ros et al (2008), demonstrou que hipertensão induzida por angiotensina II 

esteve associada com prejuízo no relaxamento mediado por EDHF em artérias 

mesentéricas de resistência de ratos Wistar (Dal-Ros et al., 2008). 

A redução na produção e liberação de fatores vasodilatadores derivados do 

endotélio na condição de hipertensão é resultado principalmente de um aumento do 

estresse oxidativo e as principais fontes envolvidas com a liberação aumentada das 
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espécies reativas de oxigênio no processo hipertensivo são as mitocôndrias e a enzima 

NADPH oxidase (Dharmashankar & Widlansky, 2010).  

A NADPH oxidase apresenta tanto expressão quanto atividade aumentada nos 

SHRs, sendo esta enzima uma peça chave no desenvolvimento da disfunção endotelial e 

hipertensão arterial desses animais. Inibidores desta enzima, como a apocinina, são 

capazes de reduzir o estresse oxidativo e melhorar o estado hipertensivo dos SHRs 

(Unger & Patil, 2009). Um estudo realizado por Unger & Patil (2009) mostrou que 

administração crônica de apocinina foi capaz de prevenir o desenvolvimento de 

disfunção endotelial e hipertensão devido inibição na produção exagerada das EROs 

bem como pelo aumento na biodisponibilidade de •NO em um modelo animal de 

resistência a insulina que exibe disfunção endotelial e hipertensão (Unger & Patil., 

2009). Com estresse oxidativo aumentado, a produção de ânions superóxidos pode 

também levar ao desacoplamento da enzima eNOS e consequentemente a geração de 

mais EROs (Maia et al., 2014).  

Ademais, produtos do metabolismo das ciclooxigenases são grandes 

responsáveis pela ativação dessas fontes geradoras de EROs. Aortas de SHRs 

apresentam expressão aumentada de COX-2, sendo esse um dos grandes contribuintes 

para a lesão vascular nesse modelo (Hernanz et al., 2012). Inibidores das 

ciclooxigenases podem diminuir o estresse oxidativo e melhorar com isso a disfunção 

endotelial presente na condição de hipertensão (Tian et al., 2012).  

Assim como redução dos fatores vasodilatadores, aumento na produção de 

fatores contráteis derivados do endotélio é um importante responsável pelo prejuízo no 

relaxamento vascular dependente do endotélio observada na hipertensão e em SHRs 

(Taddei et al., 2001). 

 Os EDCF, como a endotelina e a angiotensina II, também contribuem com a 

disfunção endotelial na hipertensão não só por reduzir a biodisponibilidade de óxido 

nítrico, mas também devido estimulação da agregação plaquetária, proliferação das 

células musculares lisas do vaso e adesão de monócitos (Ishikawa et al., 2007; González 

et al., 2014; Gomolak & Didion, 2014). O sistema renina angiotensina gera um dos 

mais importantes fatores vasoconstritores e está comumente ativado nas condições de 

hipertensão. Sendo assim, o estímulo dos receptores para angiotensina II com 
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consequente aumento na produção dessa substância vasoativa é um fator que apresenta 

forte influência na disfunção endotelial do estado hipertensivo (Nagai et al., 2011).  

A angiotensina II contribui para lesão vascular por estar associada com a 

ativação da NADPH oxidase e por consequência uma maior produção de EROs (Ding et 

al., 2015). Essas substâncias aumentadas ao reagir com o •NO, geram peroxinitrito, uma 

espécie pró-inflamatória que provoca lesão vascular (Touyz, 2004). Somado a isso, o 

sistema renina angiotensina tem importante participação no desenvolvimento e 

manutenção da hipertensão de modelos experimentais, como dos SHRs. Esses animais 

possuem uma expressão aumentada de receptores para angiotensina II do tipo AT1 em 

artérias mesentéricas de resistência quando comparado com ratos controles normotensos 

(Bhatt et al., 2014).  

Rackelhoff et al (2000), demonstrou que ao tratar os SHRs com enalapril, um 

inibidor da enzima conversora de angiotensina (ECA), ocorria redução na pressão 

arterial, enfatizando o papel do sistema renina angiotensina no desenvolvimento da 

hipertensão nesse modelo experimental. Corroborando com os achados de Rackelhoff a 

respeito da participação desse sistema na hipertensão e disfunção endotelial, Zhou et al 

(2003), ao bloquear os receptores para angiotensina em um modelo que exibe 

diminuição na biodisponibilidade de •NO, demonstraram que ocorria uma diminuição 

na produção de EROs e uma melhora significante da função endotelial.  A angiotensina 

II além de atuar a favor do estresse oxidativo, também apresenta características pró-

inflamatórias e pró-fibróticas que corroboram com a disfunção endotelial (Dikalov & 

Nazarewicz, 2013). Todos esses fatores contribuem com lesão vascular e consequente 

desequilíbrio na regulação do tônus dos vasos e desenvolvimento de hipertensão 

(Taddei et al., 2001). 

 

2.2 Vitaminas e as doenças cardiovasculares (DCVs) 

As vitaminas são consideradas compostos orgânicos e são divididas em 

hidrossolúveis e lipossolúveis, dependendo da sua solubilidade em água e em lipídeos, 

respectivamente. As hidrossolúveis incluem as vitaminas do complexo B e a vitamina 

C, já as lipossolúveis incluem as vitaminas A, D, E e K (Afolayan et al., 2014). Os 

benefícios promovidos por esses nutrientes são diversos; no sistema cardiovascular seus 

benefícios incluem, dentre outros, melhora da função vascular em doenças onde esta 
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função está prejudicada, como na HAS, na aterosclerose, na diabetes, etc (Najafpour 

Boushehri et al., 2011; Hara et al., 2011). 

A vitamina E é uma molécula lipofílica de grande importância para o sistema 

cardiovascular. Conhecida por possuir propriedades antioxidantes, essa vitamina 

também é capaz de modular a expressão de genes e a função de proteínas (Takitani et 

al., 2014). Pode atuar através da inibição da proteína quinase C (PKC) e da proteína 

quinase B (PKB), resultando em diminuição da proliferação e sobrevida celular (Packer 

et al., 2001; Kempná et al., 2004). Desta forma, a redução na proliferação das células do 

músculo liso vascular seria um fator responsável pela diminuição na formação de 

processos ateroscleróticos. Outra via de sinalização que essa vitamina pode atuar é 

através da diminuição da atividade da proteína quinase ativada por mitógenos (MAPK), 

interferindo também na proliferação e sobrevida das células. Ademais, outras 

importantes características dessa vitamina que a torna promissora para o sistema 

cardiovascular são suas propriedades antitrombóticas, antiinflamatórias e 

vasodilatadoras (Farbstein et al., 2010). 

A vitamina C possui característica hidrofílica e assim como a vitamina E tem 

também importantes ações no sistema cardiovascular. Atua no plasma como 

antioxidante e estimula a proliferação das células endoteliais ao mesmo tempo em que 

inibe a proliferação do músculo liso vascular (Chen et al., 2001). Um dos maiores 

benefícios da vitamina C é a melhora da função endotelial, que ocorre devido a uma 

maior liberação de •NO (Farbstein et al., 2010). Um estudo realizado por Ulker et al. 

(2003) demonstrou que o tratamento com vitamina C e E foi capaz de melhorar a função 

vascular de SHR. Essa melhora ocorreu devido à redução de EROs, pela modulação da 

atividade da eNOS e atividade da NADPH oxidase, que resultaram em aumento na 

biodisponibilidade de •NO (Ulker et al., 2003). 

Quanto à vitamina D, seus receptores estão localizados em diversos locais do 

organismo, incluindo células endoteliais e células do músculo liso vascular (Gangula et 

al., 2013). A deficiência dessa vitamina está envolvida com a disfunção endotelial e o 

remodelamento vascular (Kienreich et al., 2013). Alguns dos seus benefícios em relação 

às doenças cardiovasculares podem ser citados como: propriedades antiinflamatórias, 

melhora da função endotelial e da sensibilidade à insulina, redução do estresse 

oxidativo, supressão do sistema renina-angiotensina, diminui da agregação plaquetária e 
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das moléculas de adesão endotelial. (Liu et al., 2013; Valdéz-Ramos et al., 2015). Por 

isso, níveis baixos de vitamina D podem ser considerados fator de risco para eventos 

como infarto do miocárdio, acidente vascular encefálico, aterosclerose e diabetes 

(Kienreich et al., 2013). 

A vitamina K tem papel importante na regulação de proteínas de coagulação. 

Pode estar relacionada a fator anticoagulante, com alteração na sensibilidade à insulina 

e ao metabolismo de glicose. Bem como outras vitaminas, a vitamina A apresenta efeito 

antioxidante, além de atuar também na sensibilidade à insulina e na diferenciação e 

crescimento celular (Valdéz-Ramos et al., 2015). 

 

2.2.1 Vitamina do complexo B 

Oito diferentes tipos de vitaminas formam o complexo B: B1, B2, B3, B5, B6, 

B7, B9 e B12. Elas são encontradas principalmente em vegetais, mas também são ricas 

em fontes animais, dependendo do tipo específico da vitamina. Por ser um grupo de 

vitaminas solúveis em água, seu excesso é facilmente excretado na urina (Fratoni et al., 

2015). Assim como outros grupos vitamínicos, o complexo B possui benefícios para o 

sistema cardiovascular (Mierzecki et al., 2012; Hara, 2011). 

Vitaminas do complexo B podem desempenhar importante função 

anticoagulante, ao reduzir concentrações de fibrinogênio e aumentar os níveis de 

plasminogênio e antitrombina III (Mierzecki et al., 2012). Um estudo realizado em 2007 

por Hron et al., mostrou que a deficiência de vitamina B6 está associada com risco 

aumentado de desenvolver trombose venosa (Hron et al., 2007). 

É importante destacar que as vitaminas do complexo B, sobretudo as vitaminas 

B6, B9 e B12 apresentam grande importância no metabolismo da homocisteína (Hcy), 

aminoácido este que constitui um importante fator de risco para DCV. Uma deficiência 

deste complexo vitamínico pode simplesmente aumentar as concentrações de Hcy. 

Suplementação com esse grupo de vitamina, principalmente a vitamina B9, também 

conhecida como ácido fólico, pode estar associada com um menor risco de desenvolver 

DCV (Hara, 2011; Mahalle et al., 2013). 
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2.2.1.1 O ácido fólico e suas ações sobre o sistema cardiovascular 

O ácido fólico pode ser chamado também de ácido pteroilglutâmico e apresenta 

fórmula molecular C19H19N7O6 (Verhaar et al., 2002; Czeczot, 2008). Para se tornar 

biologicamente ativo, o ácido fólico precisa sofrer um processo de redução in vivo e se 

transformar em dihidrofolato e tetrahidrofolato, após receber adição de átomos de 

hidrogênio nas posições 7, 8 e 5, 6, 7 e 8, respectivamente (Czeczot, 2008; Whitsett et 

al., 2013). No entanto, para que o ácido fólico chegue até os tecidos, este é transportado 

pela circulação sanguínea sob a forma de 5-metyl-tetrahidrofolato conjugado a proteínas 

ligantes de baixa afinidade, como a albumina (Brito et al., 2012).  

O ácido fólico é fundamental em processos que requerem intensa multiplicação 

celular, como é o caso do tecido hematopoiético e funciona como coenzima em 

processos de oxidação e transferência de radical metila (Chen et al., 2007; Visentin et 

al., 2014). Por não ser produzido pelo organismo, o ácido fólico precisa ser ingerido 

através dos alimentos, já que é considerado um nutriente essencial, devido a sua 

participação na síntese de DNA (ácido desoxirribonucléico) e RNA (ácido ribonucléico) 

(Moens et al., 2008; Leung et al., 2013). No entanto, o ácido fólico encontrado nos 

alimentos possui alta sensibilidade ao calor e por isso grande parte desse nutriente é 

perdida no cozimento. Devido a isto, quadro de deficiência em ácido fólico pode ser 

facilmente instalado e suplementação com essa vitamina se torna necessária (Sanjoaquin 

et al., 2005; Liu et al., 2012; Mierzecki et al., 2012). A suplementação conduz, não 

apenas a supressão do quadro de deficiência, mas vantagens que são de extrema 

importância na saúde do organismo (Tawkol et al., 2005)  

No sistema cardiovascular, a suplementação com ácido fólico parece possuir 

grandes benefícios e ao que tudo indica esses efeitos acontecem por mudanças na via do 

•NO, já que esta vitamina parece aumentar a produção deste vasodilatador. Os 

principais mecanismos de atuação do ácido fólico no aumento da biodisponibilidade do 

•NO acontece através da enzima eNOS e pela via da Hcy (Brown et al., 2001; Torrens, 

2006). 

A Hcy quando em níveis elevados no sangue pode causar importante prejuízo 

na função vascular (Chen et al., 2015). O mecanismo pelo qual a hiperhomocisteinemia 

provoca disfunção endotelial não está totalmente esclarecido, mas sabe-se que o 

aumento deste aminoácido pode estar associado a uma maior produção de EROs e 
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possivelmente também à redução das defesas antioxidantes (Hsu, 2013). Sendo assim, é 

possível inferir que a biodisponibilidade de •NO esteja diminuída nesta situação devido 

ao aumento do estresse oxidativo (Kondziella et al., 2008). Corroborando estes 

resultados, prejuízo no vasorrelaxamento dependente do endotélio é uma característica 

importante encontrada em situações de hiperhomocisteinemia (Yi et al., 2014; Yildirim 

et al., 2015). Somados a isso, níveis elevados deste aminoácido estão relacionados 

também com aumento da agregação plaquetária, aumento da síntese de TxA2, 

proliferação do músculo liso vascular, inativação de substâncias anticoagulantes, além 

de ativação do sistema nervoso simpático (Brown et al., 2001; Racek et al., 2005; 

Yildirim et al., 2015). Portanto, a homocisteína se mostra um importante fator 

contribuinte para a fisiopatologia da HAS e isso se deve principalmente devido a 

participação deste aminoácido no remodelamento vascular, disfunção endotelial e 

estresse oxidativo (Yildirim et al., 2015).  

Um estudo realizado por Mendes et al. (2014) em ratos normotensos, mostrou 

que a hiperhomocisteinemia induzida por tratamento com metionina esteve associada 

com aumento da pressão sistólica, pressão diastólica e pressão arterial média nesses 

animais (Mendes et al., 2014).  Esta correlação da homocisteína com a hipertensão é de 

grande valia para a melhor compreensão desta comorbidade que apesar dos inúmeros 

estudos ainda não está completamente esclarecida (Yildirim et al., 2015). Apesar dos 

SHRs possuírem um grave quadro hipertensivo, alguns estudos mostram que essa 

situação parece ser independente dos níveis de homocisteína, devido esse modelo 

possuir níveis normais do aminoácido (Joseph et al., 2002; Devi et al., 2006; Kondziella 

et al., 2008). No entanto, hiperhomocisteinemia induzida nesse modelo mostra que 

ocorre uma exacerbação do estado hipertensivo acompanhada de um aumento do 

estresse oxidativo e alteração do metabolismo de glicose desses animais (Pravenec et 

al., 2013).   

Por outro lado, fatores nutricionais podem ser capazes de modificar os níveis 

deste aminoácido (Wernimont et al., 2011). A suplementação com ácido fólico é a 

principal forma de tratamento da hiperhomocisteinemia, além disso, deficiência dessa 

vitamina está relacionada com aumento nos níveis deste aminoácido no sangue (Stanger 

et al., 2002; Kondziella et al., 2008). Um estudo realizado em 2002 mostrou que a 

hiperhomocisteinemia provocada por uma dieta deficiente em ácido fólico prejudicou o 

relaxamento induzido pela acetilcolina em artérias coronárias e carótidas (Symons, 
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2002). A Hcy é necessária para a formação de outro aminoácido, a metionina, que é 

fundamental em determinados processos fisiológicos do organismo (Steed & Tyagi, 

2011). O ácido fólico, através da sua forma ativa, a 5-metiltetrahidrofolato (5-MTHF), 

participa desse processo por doar um grupamento metil necessário para que ocorra a 

metilação da Hcy em metionina, reduzindo com isso os níveis de Hcy no sangue 

(Kolling et al., 2011; Mahalle et al., 2013). Um estudo realizado por Kolling et al. 

(2011) em ratos wistar mostrou que a administração de Hcy nesses animais induziu 

aumento da produção de EROs e diminuição nas defesas antioxidantes, no entanto, 

quando administrado a Hcy juntamente com o ácido fólico, a vitamina B9 foi capaz de 

prevenir os efeitos causados pelo Hcy (Kolling et al., 2011). 

O ácido fólico também parece atuar na enzima eNOS. Para que esta enzima 

exerça sua função na produção de •NO, é necessária a participação de cofatores. O mais 

importante e fundamental desses cofatores é a tetrahidrobiopterina (BH4) (Moens et al., 

2008). Em condições normais de BH4, a eNOS encontra-se no estado acoplado, 

desempenha bem a sua função e produz •NO, no entanto em uma situação de deficiência 

desse cofator, ocorre desacoplamento da eNOS, com prejuízo no seu funcionamento 

(Hong et al., 2014). No estado desacoplado, a eNOS ao invés de produzir •NO, produz 

radicais livres e favorece o aumento do estresse oxidativo (Stroes et al., 2000). Estudos 

têm mostrado uma redução nos níveis de BH4 na hipertensão e a administração deste 

cofator está relacionado com uma melhora no relaxamento dependente do endotélio e 

inibição do remodelamento vascular (Whitsett, 2013; Hernanz, 2014). O ácido fólico 

parece atuar aumentando a biodisponibilidade da BH4, favorecendo com isso o 

acoplamento da eNOS e o subsequente aumento na produção de •NO (Zhang et al., 

2014).  

Um estudo realizado em 2006 por Antoniades et al. mostrou que a forma ativa 

do ácido fólico, a 5-MTHF, foi capaz de melhorar a função endotelial de pacientes com 

doença arterial coronariana por aumentar a biodisponibilidade da BH4 e melhorar a 

atividade da eNOS (Antoniades et al., 2006). No entanto, o ácido fólico parece não 

atuar apenas na melhora da atividade da eNOS através do aumento da BH4. Um estudo 

realizado em 2002 por Hyndman et al., mostrou que a 5-MTHF se liga diretamente ao 

sítio ativo da BH4 na eNOS, comportando-se como um análogo do cofator. Os autores 

atribuíram a isto, o fato da 5-MTHF possuir uma estrutura muito semelhante ao da BH4. 
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Essa capacidade de interação entre a forma ativa do ácido fólico e a enzima eNOS 

permite o acoplamento desta enzima independente da BH4 (Hyndman et al., 2002).   

Modelos de hipertensão, como os SHRs apresentam comumente estresse 

oxidativo aumentado e a BH4 é um cofator que sofre facilmente oxidação em situações 

como essa com consequente redução na sua biodisponibilidade (Alp & Channon, 2004; 

Bendall et al., 2014). Ademais, o ácido fólico parece possuir algum efeito na eNOS que 

por sua vez depende da BH4 para a produção do •NO. Apesar dos reais mecanismos de 

atuação do ácido fólico em torno da Hcy e da eNOS não serem completamente 

compreendidos, possíveis efeitos desta vitamina diante da eNOS e da redução da Hcy 

pode sugerir um provável papel antioxidante do ácido fólico (Wang et al., 2012; Zhang 

et al., 2014). O ácido fólico, portanto pode vir a se tornar um importante aliado na 

terapêutica das alterações vasculares encontradas na condição de hipertensão e com isso 

exercer um grande papel na prevenção e tratamento das doenças cardiovasculares 

(Verhaar et al., 2002). Para isso, um número maior de pesquisas envolvendo ácido 

fólico e HAS são necessárias. Portanto, o uso dos SHRs é de extrema importância para 

se investigar de que maneira suplementação com ácido fólico pode corroborar com a 

melhoria do quadro de disfunção endotelial encontrado nesses animais, assim como 

compreender melhor os principais mecanismos envolvidos nesta situação.  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Geral 

 

Avaliar o efeito da suplementação crônica com ácido fólico sobre a função 

vascular em ratos espontaneamente hipertensos e os possíveis mecanismos envolvidos. 

 

3.2 Específicos 

 

- Investigar o efeito do tratamento com ácido fólico sobre a pressão arterial e 

freqüência cardíaca; 

 

- Avaliar a ação do fármaco sobre mecanismos contráteis e de relaxamento em 

artérias aorta e mesentérica de resistência;  

 

- Investigar o efeito da suplementação com ácido fólico sobre os níveis 

plasmáticos de homocisteína. 
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Abstract 

 

Folic acid (FA) supplementation seems to have benefits to cardiovascular 

system, due to ability to reduced blood homocysteine (Hyc) levels and by its 

antioxidant properties. The present study was designed to evaluate the effect of 

FA supplementation on vascular function (contractile and relaxation 

mechanisms) of spontaneously hypertensive rats (SHR) and the possible 

mechanisms involved. Four-month-old male SHR received daily 

supplementation of FA during 2 months at the dose of 8 mg.kg-1 by gavage; 

SHR untreated received vehicle. Blood pressure (BP) was measured in 

conscious rats. Aorta and mesenteric resistance arteries (MRA) were used to 

evaluate the phenylephrine- and noradrenaline-induced contraction, 

respectively, and relaxation to acetylcholine and sodium nitroprusside (SNP). 

BP was similar in both FA-treated and untreated animals. Relaxation to 

acetylcholine, but no to SNP, was increased in aorta and MRA from FA-treated 

than untreated group. In these arteries, contractility to alpha-adrenoceptor 

activation was decreased in FA-treated SHR compared to untreated SHR. 

Incubation of arteries with tempol or apocynin increased relaxation to 

acetylcholine and decreased contractility to phenylephrine or noradrenaline in 

untreated SHR but not in FA-treated SHR. Blood Hyc levels were similar in both 

groups. The present study suggests that folic acid supplementation improve 

vascular function in SHR, independently to its Hyc-lowering effect. From this 

perspective, folic acid appears to increase vasodilator factors release possibly 

through mechanisms involving reduced oxidative stress. 
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 Introduction 

 

Cardiovascular diseases (CVD) are considered a big worldwide health 

problem. The World Health Organization (WHO) estimates that about 17.5 

million people died from CVD in 2012, representing 31% of all global deaths 

(WHO). Of these deaths, an estimated 7.4 million were due to coronary heart 

disease and 6.7 million were due to stroke (WHO). High blood pressure is an 

important risk factor for coronary heart disease and the single most important 

risk factor for stroke (WHO). It is responsible for about 50% of ischaemic 

strokes and increases the risk of hemorrhagic stroke. The pathogenesis of 

hypertension has been extensively studied over the decades, but its etiology is 

not fully known. 

Hypertension has a complex association with endothelial dysfunction, a 

phenotypical alteration of the vascular endothelium that is characterized by pro-

thrombotic, pro-inflammatory and pro-constrictive events (Widlansky et al., 

2003, Davel et al., 2010). Enhanced vascular oxidative stress and inflammation 

play a central role on endothelial dysfunction in hypertension, and inhibitions in 

both have been shown to reverse endothelial dysfunction (Xavier et al., 2008; 

Dinh et al., 2014). These processes result in decreased nitric oxide (NO) 

bioavailability that impairs the balance of the endothelium-dependent bioactive 

factors, playing an essential role in the pathogenesis of endothelial dysfunction 

(Dinh et al., 2014). Spontaneously hypertensive rats (SHR) are used as the 

chosen model in research that intend better understand the mechanisms 

involved in the human essential hypertension. This model has endothelial 

dysfunction in both conductance and resistance vessels, related to ROS-

induced decrease in NO bioavailability (Davel et al., 2010) 



31 
 

In recent decades it has been established that certain vitamins, such as 

vitamin C, D and E, have powerful antioxidant effect, which may endorse their 

use in some diseases where the generation of free radicals is increased, such 

as hypertension (Houston, 2013; Afolayan & Wintola, 2014). It is further 

discussed about possible antioxidant properties of vitamin B9, also called folate 

or folic acid (Nakano et al., 2001; Gore & Munzel, 2011). Folic acid has been 

shown to reduce superoxide generation (Nakano et al., 2011) and improves 

nitric oxide bioavailability by preventing superoxide anion production through 

uncoupling of nitric oxide synthase (Antoniades et al., 2006). Furthermore, 

beneficial effects of folic acid on vasculature have been also attributed to its 

ability to decrease homocysteine (Hcy) plasmatic levels (Stanger et al., 2002). 

High Hcy levels are associated with increased risk for vascular disease 

(Stanger & Weger, 2003). The mechanism involved on Hcy-induced vascular 

injury include: DNA dysfunction, increased oxidative stress, endothelial damage 

and reduced glutathione peroxidase activity (Cheng et al., 2009).  

Based on these evidences present work was designed to evaluate the 

effect of folic acid supplementation on vascular function (contractile and 

relaxation mechanisms) of SHR and the possible mechanisms involved. 
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Methods 

 

Animals 

All procedures used in this study conforms with the Guide for the Care 

and Use of Laboratory Animals published by the US National Institutes of 

Health (NIH publication no. 85-23,revised 1996) and were approved by the 

Ethics Committee of the Centro de Ciências Biológicas from the Universidade 

Federal de Pernambuco. Spontaneously hypertensive rats (SHR) were obtained 

from colonies maintained at the Animal Quarters of the Departamento de 

Fisiologia e Farmacologia of the Universidade Federal de Pernambuco. Rats 

were housed at a constant room temperature humidity and a light cycle (12:12 h 

light-dark), with free access feed and tap water. 

Four-month-old male SHR were divided in two groups: 1) Control SHR 

and (N= 6-8) 2). Folic acid (FA)-treated SHR (N= 6-8). FA was administered at 

8 mg.kg.day-1 by gavage for 2 months. 

 

Arterial blood pressure measurement in conscious rats 

Rats were anesthetized with ketamine, xylazine, and acetopromazin 

mixture (64.9, 3.2, and 0.78 mgkg−1, respectively, i.p.) and allowed to breathe 

room air spontaneously. The right carotid artery was cannulated with a 

polyethylene catheter (PE-50 with heparinized saline) that was exteriorized in 

the midscapular region. After 24h, arterial pressure and heart rate were 

measured in conscious animals by a pressure transducer (model MLT844, 

ADInstruments Pty Ltd, Castle Hill, Australia) and recorded using an interface 
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and software for computer data acquisition (ADinstruments Pty Ltd, Castle Hill, 

Australia). Heart rate was determined from the intra-beat intervals.  

 

Vascular Reactivity Study  

Vessel preparation 

Rats were anesthetized with ketamine, xylazine and acetopromazin 

mixture (64.9; 3.2 and 0.78 mg.Kg-1, respectively, i.p.) and killed by 

exsanguination. The thoracic aorta and the mesenteric vascular bed were 

carefully removed and placed in cold oxygenated Krebs-Henseleit bicarbonate 

buffer (KHB). The buffer consisted of (in mM): NaCl 118, KCl 4.7, NaHCO3 25; 

CaCl2.2H2O 2.5, glucose 11, KH2PO4 1.2, 1.2 and EDTA MgSO4.7H2O 0.01). 

Aortic segments (3mm in length) were mounted between two steel hooks in 

isolated tissue chambers containing 5 ml of gassed (95% O2 and 5% CO2) KHB, 

at pH 7.4 and 37ºC. Aortic segments were subjected to a resting tension of 1 g, 

which was readjusted every 15 min during 45 min of stabilization. The isometric 

tension was recorded by using an isometric force displacement transducer 

(Leticia Scientific Instruments, TRI-210, Panlab, S.L., Barcelona, Spain) 

connected to a data acquisition system (Powerlab, ADIntruments, Bella Vista, 

Australia). For experiments in mesenteric resistance arteries (MRA), the third-

order branch of the mesenteric arcade was dissected and cut into segments of 

approximately 2 mm in length. Segments of mesenteric resistance arteries were 

mounted in a small vessel chamber myograph (Danish Myo Technology A/S, 

Aarhus, Denmark) to measure isometric tension according to the method 

described by Mulvany & Halpern (1977). 
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Experimental protocols 

Vessels were initially exposed twice to Kcl (75 mmol/L in Aorta and 120 

mmol/L in MRA) to check their functional integrity. Thirty minutes after, 

segments were contracted with concentration of phenylephrine (aorta) or 

noradrenaline (MRA) inducing 50-70% of the contraction induced by KCl. 

Acetylcholine (0.1 nmol/L to 10 μmol/L) or sodium nitroprusside (SNP, 1 nmol/L 

to 10 μmol/L) was then added to assess endothelium-dependent and -

independent relaxation, respectively. Sixty minutes after, cumulative 

concentration-response curves for phenylephrine or noradrenaline (0.1 nmol/L 

to 30 μmol/L) were generated. Additionally, concentration-response curves to 

acetylcholine, phenylephrine and noradrenaline were performed in presence of 

the superoxide dismutase mimetic tempol (10 μmol/L), the NADPH oxidase 

inhibitor apocynin (100 μmol/L) or the nitric oxide synthase enzyme (NOS) 

inhibitor, L-NAME. All drugs were added 30 min before generating the 

concentration-response curve. 

 

Measurement of plasma levels of homocysteine 

 The level of homocysteine was measured in the groups using 

immunoturbidimetry method (LabTest, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brazil). 

Blood samples were centrifuged for 10 minutes at 4500 r.p.m. and serum was 

stored at proper temperature of -80°C until the day of experiment. The results 

were expressed as µmol/L. 
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Chemical compounds  

Drugs used were phenylephrine hydrochloride, acetylcholine, sodium 

nitroprusside, apocynin, L-NAME and Tempol (Sigma, St. Louis, MO, USA). For 

experiments in vitro, stock solutions (10 mmol/L) of drugs were made in distilled 

water. These solutions were kept at −20°C, and appropriate dilutions were 

made on the day of the experiment.  

 

Statistical analysis  

Relaxation responses to acetylcholine and sodium nitroprusside were 

expressed as the percentage of relaxation of the maximum contractile response 

induced by phenylephrine or noradrenaline. Phenylephrine/ noradrenaline 

contractile responses were expressed as a percentage of the maximum 

response produced by KCl.  

All values are expressed as mean ± standard error of the mean (S.E.M.) 

of the number of rats used in each experiment. Results were analyzed using 

Student´s t-test or “two-way” ANOVA. When ANOVA showed a significant 

treatment effect, Bonferroni’s post hoc test was used to compare individual 

means (GraphPad Prism Software, San Diego, CA, E.U.A). Differences were 

considered statistically significant at P<0.05. 
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Results 

 

In this study there were no significant differences in systolic or diastolic 

blood pressures and heart rate between folic acid (FA)-treated and untreated 

groups (Figure 1). 

 

Vascular response to phenylephrine/noradrenaline and endothelium-dependent 

and -independent relaxations 

KCl evoked similar contractions in aorta from folic acid (FA)-treated than 

untreated SHR (FA-treated: 2.20±0.02 vs. untreated: 2.26±0.14 g, P>0.05). In 

mesenteric resistance arteries (MRA) response to KCl was also comparable in 

FA-treated and untreated SHR (FA-treated: 10.36±0.20 vs. untreated: 

11.00±0.72 mN.mm-1, P>0.05). 

Acetylcholine-induced relaxation was increased in both MRA and aorta 

from group receiving supplementation with FA (Figure 2A and B). In MRA and 

aorta from both groups, relaxation induced by sodium nitroprusside was 

comparable (Figure 2C and D). Supplementation with FA reduced 

noradrenaline (MRA) and phenylephrine (aorta) responses in arteries from SHR  

compared to untreated group (Rmax to noradrenaline in MRA, Untreated SHR: 

122±9.37 vs. FA-treated SHR: 91.6±2.48 %, P<0.05; Rmax to phenylephrine in 

aorta, Untreated SHR: 133±5.12 vs. FA-treated SHR: 90.9±5.06 %, P<0.05). 

Preincubation with L-NAME resulted in left shift of the concentration-response 

curve to noradrenaline and phenylephrine in arteries from FA-treated and 

untreated SHR (Figure 3). This effect was greater in both MRA and aorta from 

FA-treated SHR (Figure 3). 
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Given these results we determined whether decreased ROS play a role 

in the vascular effects of supplementation with FA. As shown in Figure 4, 

superoxide mimetic tempol significantly increased acetylcholine-induced 

relaxation of MRA and aorta isolated from untreated SHR. Although in the 

absence of tempol, acetylcholine-induced relaxation were decreased in 

untreated SHR compared with FA-treated animals (Figure 1), in the presence of 

tempol, there was no significant difference in acetylcholine-induced relaxation in 

FA-treated and untreated SHR (MRA: 81.7±5.56% vs. 91.0±0.99%; P>0.05; 

Aorta: 50.5±5.63% vs. 54.5±4.51%; P>0.05, Figure 4). FA supplementation 

blocked the effect of tempol in arteries from SHR (Figure 4C and D). Similar 

findings were obtained with NADPH oxidase inhibitor apocynin (Figure 4). 

As previously reported (Xavier et al., 2008), preincubation with tempol 

decreased contractile responses to noradrenaline and phenylephrine in MRA 

and aorta, respectively, from untreated SHR (Figure 5A and B), while in 

segments from FA-treated group these responses remained unmodified (Figure 

5C and D). Similar results were observed when arteries were pretreated with 

apocynin (Figure 5). 

 

Homocysteine levels 

 Serum homocysteine levels were similar in folic acid-treated and 

untreated SHR (Figure 6). 
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Discussion 

 

In the present study we have demonstrated functional evidences that oral 

supplementation of folic acid, although not modify the blood pressure, improves 

endothelial NO bioavailability and increased endothelial function in SHR, by 

inhibiting NADPH oxidase-dependent ROS generation. These effects were 

independent of its homocysteine (Hyc)-lowering effect. 

Hyperhomocysteinemia is associated with a higher risk of cardiovascular 

disease (Moat et al., 2004). In the vasculature, increased Hyc causes 

endothelial dysfunction by a mechanism involving ROS generation and possibly 

through reduction of antioxidant defenses (Hsu, 2013). Folic acid, through its 

active form, 5-methyltetrahydrofolate (5-MTHF), transfers a methyl group to Hcy 

to form methionine, reducing Hcy levels in blood (Aguilar et al., 2004). Due to 

this effect, folic acid is counted as an important weapon against cardiovascular 

disease. A study by Kolling et al. (2011) showed that administration of Hcy in 

rats increased ROS generation and reduced antioxidant defenses. However, 

when administered together with Hcy, folic acid prevented the effects of this 

amino acid (Kolling et al., 2011). In the current study, we demonstrated that 

supplementation with folic acid, although not modify the blood pressure, 

improved endothelium-dependent relaxation and reduced vasoconstrictor 

response to alpha-adrenoceptor activation in conductance and resistance 

arteries from SHR. However, folic acid supplementation failed to reduce Hyc 

levels in these rats. This indicates that the vascular protective effects of folic 

acid in SHR are independent of its ability to reduce plasma levels of 

homocysteine. Reinforcing this result, previous studies have failed to 
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demonstrate a benefit of lowering Hyc for cardiovascular disease (Bønaa et al., 

2006; Lonn et al., 2006). Moreover, folic acid improved endothelial function 

independent of its Hyc-lowering effect in patients with coronary artery disease. 

(Shiriodaria et al., 2007). Therefore, what is (are) the underlying mechanism (s) 

of vascular effect induced by foilc acid in SHR? 

Folic acid or its metabolite 5-MTHF has been shown to reduce 

superoxide production (Nakano et al., 2001). To test whether reduced ROS 

generation would be involved in the vascular effects of folic acid in SHR, 

experiments were performed in presence of the membrane permeable 

superoxide mimetic tempol. In control SHR, preincubation with tempol 

increased relaxation to acetylcholine and decreased phenylephrine- and 

noradrenaline-induced contraction in aorta and mesenteric resistance arteries, 

respectively. This indicates a role for superoxide generation in the endothelial 

dysfunction in SHR, as previously reported (Miyagawa et al. 2007; Xavier et al., 

2008). Tempol did not affect relaxation or contraction responses of folic acid-

supplemented SHR, implying that superoxide anions have undetectable effect 

on vascular reactivity in these groups. Our results also indicates that the 

reduced ROS generation in folic-acid supplemented SHR implies in increased 

NO bioavailability, since in arteries from this group the increase in noradrenaline 

and phenylephrine responses induced by L-NAME was greater when compared 

to control SHR. Consistent with these studies, Moens et al. (2007) also 

observed antioxidant effects of folic acid in a model of coronary occlusion. A 

possible mechanism for the antioxidant effect of folic acid involves 

tetrahydrobiopterin stabilization and reduced superoxide generation via 

uncoupling of nitric oxide synthase (Moens et al., 2007). Uncoupling eNOS has 
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also been reported in SHR (Li et al., 2006) and its reversion could be involved in 

the protective vascular effects of folic acid in these rats. On the other hand, the 

active folic acid metabolite 5-MTHF can directly binds the pterin site in eNOS;  

and increase; this binding mimics the orientation and interactions of the 

tetrahydrobiopterin and prevents the exaggerated ROS production (Hyndman et 

al., 2002). 

ROS generation in SHR also involves NAD(P)H oxidase-mediated 

mechanisms (Touyz et al., 2004). In addition, it has been demonstrated that 

folic acid supplementation was capable to inhibit NAD(P)H oxidase-mediated 

superoxide anion production (Hwang et al. 2011; Sarna et al., 2012). To 

analyze the involvement of NAD(P)H oxidase pathway on vascular effects of 

folic acid in SHR, experiments were performed in presence of apocynin, a 

NAD(P)H oxidase inhibitor. As previously reported (Hamilton et al., 2002; 

Alvarez et al., 2008) apocynin improved endothelial function in SHR, evidenced 

by increased endothelium-dependent relaxation and decreased contractility in 

both aorta and mesenteric resistance arteries. In folic acid-supplemented SHR 

apocycin did not produce any significant changes in the relaxation to 

acetylcholine or in contractile responses to noradrenaline and phenylephrine. 

These findings suggest that in SHR folic acid decrease vascular ROS 

generation by a mechanism involving NAD(P)H oxidase inhibition. 

Despite its protective vascular effects, folic acid supplementation was 

unable to reduce blood pressure in SHR. We can attribute this result to the fact 

that hypertension is a multifactor disease involving other mechanisms, such as 

humoral, renal and neural mechanism. In addition, folic acid is not considered 

an antihypertensive drug. 
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In summary, the present study suggests that folic acid supplementation 

improve vascular function in SHR. From this perspective, folic acid appears to 

increase vasodilator factors release possibly through mechanisms involving 

oxidative stress reduction. Thus, this vitamin seems to be promising as adjuvant 

therapy in preventing or retarding vascular damage in hypertension. However, 

more studies are needed to better understand the vascular mechanisms of folic 

acid in SHR. 
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Legends for figures 

 

Figure 1. Systolic (A) and diastolic (B) blood pressure and heart rate (C) from 

control and folic acid (FA)-treated SHR. Results are expressed as mean ± 

S.E.M. t test: P>0.05, N=6. 

 

Figure 2. Endothelium-dependent and independent relaxation acetylcholine 

(A,B) and sodium nitroprussiate (SNP, C,D) in mesenteric resistance arteries 

(MRA) and aorta from folic-acid (FA)-treated and untreated SHR. Results are 

expressed as mean ± SEM. N=6-8 rats in each group. 

 

Figure 3. Effect of preincubation with L-NAME on the concentration-dependent 

vasoconstriction to noradrenaline (A,C) and phenylephrine (B,D) in mesenteric 

resistance arteries (MRA) and aorta from folic-acid (FA)-treated and untreated 

SHR. Results are expressed as mean ± SEM. N=6-8 rats in each group. 

 

Figure 4. Effect of tempol or apocycin on endothelium-dependent vasodilation 

to acetylcholine in mesenteric resistance arteries (MRA, A,C) and aorta (B,D) 

from folic-acid (FA)-treated and untreated SHR. Results are expressed as mean 

± SEM. N=6-8 rats in each group. 

 

Figure 5. Effect of tempol or apocycin on contractile response to noradrenaline 

(A,C) and phenylephrine (B,D) in mesenteric resistance arteries (MRA, A,C) 

and aorta (B,D) from folic-acid (FA)-treated and untreated SHR. Results are 

expressed as mean ± SEM. N=6-8 rats in each group. 
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Figure 6. Plasma homocysteine levels in folic acid (FA)-treated and untreated 

SHR. Results are expressed as mean ± SEM. N=5-6 rats in each group. Result 

were analyzed by t-test. 
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5 CONCLUSÕES 

 

Os resultados apresentados no presente estudo demonstram que a suplementação 

crônica de ácido fólico é capaz de melhorar a função vascular em SHR. Essa melhora 

parece ser decorrente da redução do estresse oxidativo, devido a uma menor produção 

de espécies reativas de oxigênio e/ou uma maior atividade do sistema de defesa 

antioxidante desses animais. Nessa perspectiva, o nutriente parece aumentar a liberação 

de fatores vasorrelaxantes. 

 

 


