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RESUMO

A pré-eclampsia (PE) € uma das principais causas de morbidade e mortalidade
materna-fetal no mundo e se caracteriza por hipertensao apés a 20? semana de
gestacdo, associada a proteindria e/ou disfuncdo de dérgéos-alvo. Quando
diagnosticada antes da 34? semana, classifica-se como PE precoce (PEP), e a partir
desse periodo, como PE tardia (PET). A fisiopatologia da PE envolve invasao
trofoblastica deficiente, o que compromete a remodelagao das arteriolas espirais, leva
a hipoxia placentaria e a liberagao de fatores antiangiogénicos, como sFlt-1 e sENG.
A metformina (MET), farmaco utilizado no tratamento do diabetes tipo 2 e na sindrome
do ovario policistico, apresenta efeitos vasculares e anti-inflamatérios e tem sido
considerada uma potencial estratégia terapéutica na PE. Neste estudo, investigamos
os efeitos da MET sobre vias angiogénicas, estresse oxidativo e fungéo endotelial em
HUVECs incubadas com plasma de gestantes saudaveis (GS) e com PE em diferentes
periodos gestacionais. Tratamos HUVECs com MET (1 uM) e as incubamos por 24 h
com plasma de gestantes saudaveis precoce (GSP), saudaveis tardia (GST), pré-
eclampticas precoce (PEP) e pré-eclampticas tardia (PET). Avaliamos a expressao de
VEGFR-1 e VEGFR-2 por citometria de fluxo e a expressao de VEGF por qPCR.
Analisamos o0 estresse oxidativo e a capacidade antioxidante por ensaios
fluorimétricos e colorimétricos, o potencial de membrana mitocondrial e 0 mtROS por
citometria de fluxo, os niveis de sFlt-1 e sSENG por ELISA e a migracao celular pelos
ensaios de wound healing e transwell. As HUVECs incubadas com plasma de PEP
apresentaram aumento dos niveis de sFlt-1 e sENG em relagéo ao grupo GSP, e a
MET reduziu os niveis de sFlt-1. A expressao de VEGFR-1 e VEGFR-2 n&o diferiu
entre os grupos. As HUVECs incubadas com plasma de PET apresentaram maior
expressao de VEGF em comparac¢do ao grupo GST, e a MET mostrou tendéncia de
aumento dessa expressao nas HUVECs incubadas com plasma de PEP. No ensaio
de transwell, HUVECs tratadas com plasma de PEP apresentaram menor migragao
celular em comparagao ao grupo GSP, e a MET melhorou esse processo. No ensaio
de wound healing, ndo observamos diferengas entre os grupos. A MET aumentou a
capacidade antioxidante e o potencial de membrana mitocondrial principalmente no
grupo PET, sem alterar significativamente o mtROS. Em conjunto, os resultados
indicam que a MET modula predominantemente vias angiogénicas na PEP,
evidenciadas pela reducdo de sFlt-1 e pela melhora da migragdo celular, e
mecanismos relacionados ao estresse oxidativo na PET, caracterizados pelo aumento
da capacidade antioxidante e do potencial de membrana mitocondrial. Esses achados
sugerem que a MET exerce um papel modulador na disfungao endotelial associada a
PE e reforcam seu potencial terapéutico nesse contexto.

Palavras-chave: pré-eclampsia, metformina, angiogénese, disfungdo endotelial,
estresse oxidativo



Abstract

Pre-eclampsia (PE) is a major cause of maternal and fetal morbidity and mortality
worldwide and is characterized by hypertension after the 20th week of gestation,
associated with proteinuria and/or target organ dysfunction. PE is classified as early-
onset (PEP) when diagnosed before the 34th week of gestation and as late-onset
(PET) when diagnosed thereafter. The pathophysiology of PE involves impaired
trophoblastic invasion and inadequate spiral artery remodeling, resulting in placental
hypoxia and the release of antiangiogenic factors, including sFlt-1 and sENG.
Metformin (MET), a drug widely used in the treatment of type 2 diabetes and polycystic
ovary syndrome (PCOS), exhibits vascular and anti-inflammatory properties and has
emerged as a potential therapeutic strategy in PE. In this study, we investigated the
effects of MET on angiogenic signaling, oxidative stress, and endothelial function in
HUVECs incubated with plasma from healthy pregnant women (GS) and women with
PE at different gestational stages. HUVECs were treated with MET (1 yM) and
incubated for 24h with plasma from early healthy pregnant women (GSP), late healthy
pregnant women (GST), early pre-eclamptic women (PEP), and late pre-eclamptic
women (PET). VEGFR-1 and VEGFR-2 expressions were assessed by flow cytometry,
and VEGF expression by qPCR. Oxidative stress and antioxidant capacity were
evaluated using fluorimetric and colorimetric assays; mitochondrial membrane
potential and mtROS were analyzed by flow cytometry; sFlt-1 and sENG levels were
quantified by ELISA; and cell migration was assessed using wound healing and
transwell assays. HUVECs incubated with PEP plasma exhibited increased sFlt-1 and
SENG levels compared with the GSP group, whereas MET reduced sFlt-1 levels.
VEGFR-1 and VEGFR-2 expressions did not differ among groups. HUVECs incubated
with PET plasma showed increased VEGF expression compared with the GST group,
and MET tended to enhance VEGF expression in HUVECs incubated with PEP
plasma. In the transwell assay, PEP plasma reduced endothelial cell migration
compared with the GSP group, and MET improved this response. No differences were
observed among groups in the wound healing assay. MET increased antioxidant
capacity and mitochondrial membrane potential predominantly in the PET group,
without significantly affecting mtROS levels. Collectively, these findings indicate that
MET preferentially modulates angiogenic pathways in PEP, evidenced by reduced
sFlt-1 levels and improved endothelial migration, and oxidative stress-related
mechanisms in PET, characterized by enhanced antioxidant capacity and
mitochondrial membrane potential. These results suggest that MET exerts a
modulatory effect on endothelial dysfunction associated with PE and supports its
therapeutic potential in this context.

Keywords: pre-eclampsia, metformin, angiogenesis, endothelial dysfunction,
oxidative stress
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1 Introducgao
1.1 Pré-eclampsia

A pré-eclampsia (PE) é uma das principais causas de morbidade e mortalidade
materno-fetal, acometendo de 2 a 8% das gestagdes em todo o mundo segundo o
Colégio Americano de Obstetras e Ginecologistas (ACOG, 2020). No Brasil, a PE é
responsavel por 8,1% a 22% das mortes obstétricas em regides de alta e baixa renda
respectivamente (Giordano et al., 2014; Ramos; Sass; Costa, 2017). Clinicamente, a
PE é caracterizada por hipertenséo arterial associada a proteinuria a partir da 202
semana de gestagcdo ou nos primeiros dias pos-parto. Entretanto, na auséncia de
proteinuria, o diagnéstico pode ser estabelecido pela presenga de disfuncdo de
orgaos-alvo, incluindo insuficiéncia renal, alteragdes hepaticas, complicagbes
neurologicas e/ou hematoldgicas, além de disfuncéo uteroplacentaria ou restricado de
crescimento fetal (Mol et al., 2016; Tranquilli et al., 2014).

Além disso, o boletim pratico promovido pelo ACOG (2020) também estabeleceu
fatores de risco alto, moderado e baixo que estdo atrelados ao desenvolvimento da
PE. Dentre os fatores de risco altos estdo: histérico de PE, gestagdo multipla,
hipertensao cronica, diabetes tipo 1 ou 2, doenca renal e doengas autoimunes. Em
seguida, os fatores de risco moderado sao: nuliparidade, obesidade, histérico familiar
de PE, caracteristicas sociodemograficas, idade maior ou igual a 35 anos e fatores de
historico pessoal. Por ultimo, o fator de risco baixo é composto por: parto a termo
anterior sem complicagdes.

O estado da arte sobre a fisiopatologia da PE tem ampliado a compreenséao sobre
as principais causas dessa sindrome e uma das teorias subjacentes € o modelo de

dois estagios, representado na figura 1.
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Figura 1 Gestacdo Saudavel e Modelo PE de dois estagios. Reproduzido de NUNES, Priscila R.;
PALEI, Ana C. T.; SANDRIM, Valeria C. Understanding preeclampsia: from phenotypes to treatment.
Trends in Molecular Medicine, v. 31, n. 8, p. 770-771, 1 ago. 2025.

O primeiro estagio, chamado de placentario, associado 12% de todos os casos de
PE (Erez et al., 2022), resulta de invasao trofoblastica deficiente, que leva a ma
perfusdo e a isquemia placentaria. Essa condicdo promove a liberagao de fatores
antiangiogénicos, inflamatérios e oxidativos (Burton et al., 2019; George; Granger,
2011). Em sequéncia, o segundo estagio € materno e representa 88% de todos os
casos de PE (Erez et al., 2022), caracterizado por disfuncao endotelial, hipertensao e
inflamacao (Redman; Sargent, 2005; Tamas et al., 2022). Vale ressaltar que multiplos
fatores ambientais e genéticos influenciam ambos os estagios e a gravidade da PE
(Roberts et al., 2021), sendo que, em cada gestante afetada, esses estagios ocorrem
em graus distintos e individuais. Dito isso, a PE pode ser classificada em dois subtipos:
pré-eclampsia precoce (PEP), quando a sindrome se manifesta antes da 342 semana
de gestacgao; e pré-eclampsia tardia (PET), quando a manifestagcado a partir da 342
semana (FIGO, 2016).
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1.2 Desbalan¢o angiogénico e estresse oxidativo na fisiopatologia da PE

A angiogénese é o processo de formacado de novos vasos a partir de vasos ja
existentes (Flamme; Frdlich; Risau, 1997) que envolve diversas etapas, como
aumento da permeabilidade, migragao celular e formagao de tubos.(Milkiewicz et al.,
2006). Na PE, a liberagao de fatores antiangiogénicos pela placenta, como sFlt-1
(soluble fms-like tyrosine kinase-1) e SENG (soluble endoglin), na circulagdo materna
ocasiona lesao endotelial. Essas moléculas atuam como sequestradores do PIGF
(Placental Growth Factor), VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) e TGF-3
(Transforming Growth Factor beta), impedindo sua ligagdo aos receptores de
membrana e inibindo a formagdo de novos vasos sanguineos, resultando em
desequilibrio angiogénico significativo e disfungdo endotelial sistémica (Dymara-
Konopka; Laskowska; Btazewicz, 2018; Levine et al., 2004; Maynard et al., 2003).

Dados da literatura mostram que niveis excessivos de sFlt-1 em gestantes com
PE podem causar disfungado endotelial, hipertensdo e proteinuria, ao sequestrar o
VEGF e o PIGF circulantes (Maynard et al., 2003; Sandrim et al., 2008). De forma
semelhante, estudos indicam que niveis elevados de sENG se correlacionam com a
gravidade da doencga, reducéo da formagao de tubos capilares in vitro e aumento da
permeabilidade vascular e hipertensao in vivo, podendo atuar em conjunto com o sFlt-
1 em formas graves de PE (Venkatesha et al., 2006). Além disso, os fatores
angiogénicos PIGF, VEGF e TGF-3 estimulam a produgdo de NO (Nitric Oxide), um
importante vasodilatador com multiplas fungdes endoteliais (Levine et al., 2004;
Toporsian et al., 2005; Venkatesha et al., 2006). Nesse contexto, dados do nosso
grupo mostraram que HUVECs (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) incubadas
com plasma de gestantes com PE apresentaram niveis reduzidos de NO comparado
aquelas tratadas com plasma do grupo saudavel (Bertozzi-Matheus et al., 2024,
Bueno-Pereira et al., 2022a, 2022b). De forma consistente, outro estudo reportou
correlagao negativa entre sFlt-1 e nitrito, metabdlito do NO (Sandrim et al., 2008).

Adicionalmente, o estresse oxidativo desempenha papel relevante em PE
(Chiarello et al., 2020), sendo desencadeado principalmente pela hipdxia placentaria,
uma vez que essa condicdo promove a atividade HIF-1a (Hypoxia-Inducible Factor 1-
alpha), que reprograma o metabolismo da glicose e aumenta a produgcdo de ROS

(Reactive Oxygen Species) em especial a de mtROS (Mitochondrial Reactive Oxygen
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Species), que contribuem para a disfungao endotelial e a progresséao da doenga (Lee;
Chandel; Simon, 2020; Sferruzzi-Perri et al., 2019; Xu et al., 2018).

1.3 Prevencao e tratamento

A prevencao e o tratamento farmacolégico da PE continuam sendo grandes
desafios na pratica clinica. Atualmente, a principal estratégia farmacoloégica de
prevengado € o uso de aspirina em baixa dose, recomendada para gestantes com
fatores de risco especificos (ACOG, 2020; Henderson et al., 2014). Em relagdo ao
manejo farmacoldgico, os anti-hipertensivos permanecem como o pilar do tratamento,
sendo metildopa, labetalol e nifedipino os mais utilizados mundialmente conforme
diretrizes da ACOG (2020) e revisado por Sharma (2024) e colaboradores. Contudo,
cerca de 40% das pacientes ndo respondem adequadamente ao tratamento anti-
hipertensivo (Luizon et al., 2016; Sandrim et al., 2010). Além disso, a PE nao se limita
ao periodo gestacional, e suas complicagdes podem persistir no periodo pos-parto.
Evidéncias indicam que mulheres com histérico de PE apresentam maior risco de

desenvolver doencas cardiovasculares no futuro (Bellamy et al., 2007).

1.4 Metformina

Considerando as limitadas op¢des de tratamento, a auséncia de uma resolugao
definitiva para a PE e que cerca de 40% das pacientes nao respondem
adequadamente as terapias anti-hipertensivas, torna-se essencial aprofundar a
investigacado de novas estratégias terapéuticas, especialmente aquelas que possam
ser combinadas em abordagens multifatoriais capazes de atuar sobre diferentes vias
envolvidas na fisiopatologia da PE.

Nesse contexto, a metformina (MET), apresenta-se como uma opgao promissora,
no tratamento da PE e demais disturbios hipertensivos da gestacao por suas acgdes
antinflamatérias, antioxidantes, na promocéao da sintese de NO e na manutencao da
integridade vascular. (Poniedziatek-Czajkowska et al., 2021; Romero et al., 2017).

A MET pertence a classe das biguanidas e € amplamente empregada no
tratamento de diabetes tipo 2 e da diabetes gestacional, sendo classificada como nivel
B de seguranca na gestacao pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa)
(“Diretrizes-Sociedade-Brasileira-de-Diabetes-2019-2020”, [S.d.]). Segundo a bula do
Glifage® (Merck, 2025), suas doses variam entre 500mg, 850mg e 1g. Dependendo
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da posologia a MET atinge equilibrio estacionario entre 24 e 48h, com concentragoes
plasmaticas inferiores a 1ug/mL e niveis maximos ndo excedem 5 ug/mL. Além disso,
a MET nao se associa as proteinas plasmaticas favorecendo sua distribuicao e
excrecao.

Dentre os mecanismos de agdo da MET, destacam-se aqueles com acéao
mitocondrial, onde o farmaco inibe o complexo 1 da cadeia transportadora de elétrons
(ETC), o que reduz a oxidacado do NADH e a sintese de ATP. Esse efeito promove a
ativacdo da adenosina monofosfato quinase (AMPK) que resulta em redugdo da
producéo hepatica de glicose e aumento do consumo muscular da glicose (EI-Mir et
al., 2000; Oliveras-Ferraros; Vazquez-Martin; Menendez, 2009; Zhou et al., 2001).
Estudos mostraram que a ativagao da via AMPK também exerce papel relevante sobre
o sistema cardiovascular, reduzindo a adesdo de células inflamatorias ao endotélio
além de seu envolvimento na capacidade antioxidante e produgao de NO (Scheen;
Esser; Paquot, 2015; Yu et al., 2016).

Além disso, Brownfoot (2016) e colaboradores destacaram a capacidade da MET
em reduzir de forma dose-dependente os niveis circulantes de sFlt-1 e SENG em
células endoteliais, citotrofoblastos e explantes placentarios de PE. O grupo relatou
que esse feito foi observado pela capacidade do farmaco em inibir o complexo | da
ETC. Outro estudo feito por Yu (2016) e colaboradores, demonstraram que a MET
melhora as fungbes angiogénicas em células progenitoras endoteliais de
camundongos diabéticos por meio da ativagcédo da sintase endotelial do 6xido nitrico
(eNOS) via AMPK/eNQOS. Essa ativagao levou ao aumento da fosforilagdo da eNOS e
da producéo de NO, resultando em maior migragao, formacgéao de tubos e capacidade
de reparo vascular. Os autores ainda observaram que a inibicdo da AMPK aboliu
esses efeitos, confirmando a dependéncia da via AMPK/NO para a agao pro-
angiogénica da MET. Ambos os estudos mostraram que a MET foi eficaz em atenuar
os fatores antiangiogénicos e a disfuncao endotelial.

Apesar do crescente reposicionamento da MET em outros cenarios, ainda sao
escassos os estudos clinicos que avaliaram seu papel na PE. Na literatura, trabalhos
que investigaram os efeitos da MET em gestantes com sindrome dos ovarios
policisticos (SOP) sugerem que seu uso pode reduzir a incidéncia de complicagoes

gestacionais, entre elas a PE, frequentemente relatada como achado secundario
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(Brand; Gottwald-Hostalek; Andag-Silva, 2025; De Leo et al.,, 2011; Saadati et al.,
2025; Zeng et al., 2016).

Por essas razdes, o presente estudo buscou compreender melhor os efeitos da
MET sobre a angiogénese, além de avaliar sua agcédo na disfungdo endotelial e no
estresse oxidativo na fisiopatologia da PE. A hipétese € que a MET diminua a
expressao de sFlt-1 e sENG, melhore os processos angiogénicos como migragao e
diminua marcadores de estresse oxidativo.
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