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RESUMO 

 

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é um distúrbio metabólico que causa hiperglicemia persistente 

devido à produção insuficiente de insulina ou falhas em sua ação. Essa hiperglicemia está 

relacionada a complicações crônicas, incluindo microvasculares e macrovasculares, sendo a 

retinopatia diabética (RD) uma complicação microvascular comum, representando um risco 

significativo de cegueira. Há um interesse crescente na identificação de marcadores para 

detectar precocemente pacientes diabéticos em risco de desenvolver RD. A epigenética, em 

especial a metilação do DNA, tem sido explorada no estudo das complicações crônicas do DM2. 

A expressão do miR-9 pode ser regulada pela metilação do DNA, e estudos anteriores indicaram 

uma associação entre o perfil metilado do promotor do miR-9 e a RD. No entanto, esses estudos 

não examinaram a relação da metilação com estágios clínicos da retinopatia nem fatores 

modificáveis como atividade física, dieta e estresse oxidativo. O objetivo deste estudo foi 

analisar o perfil de metilação do miR-9-3 em pacientes com DM2, com e sem RD, e comparar 

os estágios da complicação com parâmetros físicos, dietéticos e bioquímicos. Um estudo 

transversal foi realizado com 170 participantes, divididos em um grupo controle (DM2, n = 64) 

e um grupo RD (n = 106), subdividido em retinopatia diabética não proliferativa (RDNP, n = 

58) e retinopatia diabética proliferativa (RDP, n = 48). Foram analisados parâmetros 

epidemiológicos, clínicos, antropométricos, nível de atividade física (NAF), consumo alimentar 

e bioquímicos. O DNA extraído de leucócitos foi utilizado para analisar a metilação do miR-9-

3 por meio de PCR-MSP. Os resultados mostraram que o perfil hipermetilado do miR-9-3 foi 

significativamente mais frequente no grupo RD (p = 0,001) e no subgrupo RDP em comparação 

ao grupo controle (p = 0,001). A regressão logística revelou que a hipermetilação do miR-9-3 

aumentou as chances de desenvolver RD (OR: 2,826; p = 0,002) e RDP (OR: 5,472; p = 0,001). 

Além disso, a hipermetilação nos grupos RD e RDNP foi associada a níveis séricos elevados 

de VEGF-A (p = 0,012 e p = 0,025, respectivamente). A NAF insuficiente foi um fator de risco 

significativo para a metilação do miR-9-3 (OR = 2,592; p = 0,006), enquanto uma maior 

capacidade antioxidante total (CAT) foi identificada como variável protetora (OR = 0,409; p = 

0,018). A ingestão de carboidratos (kcal) foi um fator de risco independente para a metilação 

do miR-9-3 (OR = 5,243; p = 0,000). Esses dados indicam que a hipermetilação do miR-9-3 

está associada ao desenvolvimento e progressão da RD, especialmente na forma proliferativa, 

possivelmente devido à sua ligação com níveis elevados de VEGF-A e angiogênese patológica. 

Além disso, a NAF insuficiente é um fator de risco para a hipermetilação, enquanto uma maior 

CAT atua como fator protetor, sugerindo que intervenções em atividade física e estado 

antioxidante podem ser eficazes na prevenção. Por fim, a associação entre a ingestão de 

carboidratos e a metilação do miR-9-3 sugere que a dieta pode impactar complicações 

microvasculares, destacando a importância de intervenções dietéticas no manejo da RD. 

 

Palavras-chave: Retinopatia diabética, Epigenética, microRNAs, Metilação, Atividade Física, 

Estresse Oxidativo, Ingestão dietética 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Diabetes mellitus type 2 (DM2) is a metabolic disorder that causes persistent hyperglycemia 

due to insufficient insulin production or failure in its action. This hyperglycemia is associated 

with chronic complications, including microvascular and macrovascular issues, with diabetic 

retinopathy (DR) being a common microvascular complication that represents a significant risk 

of blindness. There is growing interest in identifying markers to detect patients with diabetes at 

higher risk of developing DR early on. Epigenetics, especially DNA methylation, has been 

explored in studying chronic complications of DM2. The expression of miR-9 can be regulated 

by DNA methylation, and previous studies have indicated an association between the 

methylated profile of the miR-9 promoter and DR. However, these studies did not examine the 

relationship between methylation and clinical stages of retinopathy or modifiable factors such 

as physical activity, diet, and oxidative stress. The aim of this study was to analyze the 

methylation profile of miR-9-3 in patients with DM2, both with and without DR, and to 

compare the stages of the complication with physical, dietary, and biochemical parameters. A 

cross-sectional study was conducted with 170 participants divided into a control group (DM2, 

n = 64) and a DR group (n = 106), which was further subdivided into non-proliferative diabetic 

retinopathy (NPDR, n = 58) and proliferative diabetic retinopathy (PDR, n = 48). 

Epidemiological, clinical, anthropometric, physical activity level (PAL), dietary intake, and 

biochemical parameters were analyzed. DNA extracted from leukocytes was used to analyze 

the methylation of miR-9-3 using MSP-PCR. The results showed that the hypermethylated 

profile of miR-9-3 was significantly more frequent in the DR group (p = 0.001) and in the PDR 

subgroup compared to the control group (p = 0.001). Logistic regression revealed that the 

hypermethylation of miR-9-3 increased the chances of developing DR (OR: 2.826; p = 0.002) 

and PDR (OR: 5.472; p = 0.001). Additionally, hypermethylation in the DR and NPDR groups 

was associated with elevated serum levels of VEGF-A (p = 0.012 and p = 0.025, respectively). 

Insufficient PAL was a significant risk factor for the methylation of miR-9-3 (OR = 2.592; p = 

0.006), while a higher total antioxidant capacity (TAC) was identified as a protective variable 

(OR = 0.409; p = 0.018). Carbohydrate intake (kcal) was an independent risk factor for the 

methylation of miR-9-3 (OR = 5.243; p = 0.000). These data indicate that the hypermethylation 

of miR-9-3 is associated with the development and progression of DR, particularly in the 

proliferative form, possibly due to its link with elevated levels of VEGF-A and pathological 

angiogenesis. Moreover, insufficient PAL is a risk factor for hypermethylation, while higher 

TAC serves as a protective factor, suggesting that interventions in physical activity and 

antioxidant status may be effective in prevention. Finally, the association between carbohydrate 

intake and methylation of miR-9-3 suggests that diet may impact microvascular complications, 

highlighting the importance of dietary interventions in the management of DR. 

 

Keywords: Diabetic retinopathy, Epigenetics, microRNAs, Methylation, Physical Activity, 

Oxidative Stress, Dietary Intake 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O Diabetes mellitus (DM) é uma doença que atinge proporções epidêmicas com 

estimativa de pouco mais de meio bilhão de pessoas com DM mundialmente (International 

Diabetes Federation, 2021). O diabetes mellitus é um grupo de distúrbios metabólicos do 

metabolismo de carboidratos em que a glicose é subutilizada como fonte de energia e 

superproduzida devido à gliconeogênese e glicogenólise inadequadas, resultando em 

hiperglicemia (American Diabetes Association, 2024). Essa hiperglicemia persistente está 

associada a complicações crônicas microvasculares e macrovasculares, aumento de morbidade, 

redução da qualidade de vida e elevação da taxa de mortalidade (Sociedade Brasileira de 

Diabetes, 2021). 

Entre as complicações crônicas microvasculares, destaca-se a retinopatia diabética 

(RD), considerada uma complicação neurovascular específica tanto do DM1 quanto do DM2, 

cuja prevalência está fortemente correlacionada à duração do diabetes (Arambewela et al., 

2018), da hipertensão (Liu; Ma; Tong, 2020) e ao mal controle glicêmico (Monami et al., 2021). 

RD é classificada em retinopatia não proliferativa (leve, moderada e severa) ou proliferativa, 

conforme o “International Clinical Diabetic Retinopathy Disease Severity Scale” (Wilkinson 

et al., 2003). 

As primeiras alterações no olho causadas pela RD são nos capilares retinianos, onde 

se verificam alterações microestruturais e funcionais a nível vascular e neuronal e um estado 

inflamatório crônico da retina (Zafar et al., 2019). É nesse contexto que a hiperglicemia crônica 

ativa uma série de mecanismos fisiopatológicos que levam ao espessamento da membrana basal 

e incapacidade da barreira hemato-retiniana, favorecendo a hiperpermeabilidade vascular e o 

surgimento de edemas, micro-hemorragias, descolamento de retina, fibrose e neovascularização 

(Antonetti; Silva; Stitt, 2021). 

Os fatores de risco mais relevantes para o desenvolvimento da RD são a duração da 

doença (Arambewela et al., 2018), o controle glicêmico inadeqaado (níveis elevados de 

hemoblobina glicada (HbA1c) (Shiferaw et al., 2020) e presença de hipertensão arterial (Liu et 

al., 2020a). Outros fatores de risco para RD incluem índice de massa corporal elevado, 

puberdade e gravidez, bem como cirurgia de catarata (Wong et al., 2016). 

Há uma crescente necessidade de investigar com maior profundidade os fatores de 

risco para complicações do Diabetes mellitus Tipo 2 (DM2), especialmente a RD. Por ser uma 

complicação que além de comprometer a qualidade de vida dos pacientes e familiares (Pereira 

et al., 2017), implica na necessidade de tratamentos que nem sempre levam à melhora ou 
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interrupção na progressão da doença como por exemplo: laser e injeções anti-fator de 

crescimento endotelial vascular (anti-VEGF) (Sankar; Sankar; Chandra, 2018), sendo assim, 

evidencia-se a necessidade de identificar outros marcadores precoces e estratégias eficazes de 

prevenção da RD especialmente prevenindo a maior severidade da doença. 

Nesse sentido alguns fatores genéticos podem ser explorados, pois demonstram 

desempenhar um papel central na fisiopatologia da RD, com vários genes candidatos 

associados a progressão dessa microcomplicação (Sharma et al., 2019). Ressalta-se que entre 

fatores genéticos e epigenéticos existe diferenciação pois, o último aborda os mecanismos que 

regulam a expressão gênica, mas não altera a sequência de DNA, diferente dos fatores 

genéticos (Berger et al., 2009a). A epigenética ocorre por alguns mecanismos conhecidos, 

entre eles, o mais estudado dentro do contexto de doenças crônicas é a metilação de regiões 

de controle de expressão gênica. 

Nos últimos anos, estudos têm identificado potenciais marcadores genéticos e 

epigenéticos, como a metilação do DNA e microRNAs, que estão associados ao DM2 e RD. 

Pesquisas anteriores sugerem uma relação entre o perfil de metilação dos microRNAs miR-9-

1 e miR-9-3 com a RD (Dos Santos Nunes et al., 2018; De Assis et al., 2021). No entanto, essa 

associação ainda não foi explorada no contexto dos diferentes estágios clínicos da RD. 

Além de fatores genéticos como a metilação influenciarem diretamente a RD fatores 

como o estresse oxidativo (Klemp et al., 2022) e a atividade física (Lachin et al., 2008) podem 

induzir alterações na expressão de microRNAs em pacientes com DM2 e DR. Estudos indicam 

que a atividade física pode alterar a metilação de genes, como o Receptor de Vitamina D (VDR) 

(Yu et al., 2021), a Metilenotetrahidrofolato Redutase (MTHFR) (Diniz et al., 2021) e vários 

miRNAs em pacientes com DM2 (Luo et al., 2023). Além disso, há uma associação entre 

estresse oxidativo, metilação do DNA, secreção de insulina (Ma et al., 2022) e a incidência de 

DM2. No entanto, o papel da atividade física e do estresse oxidativo na metilação do miR-9-3 

ainda não foi investigado. 

O objetivo geral da tese foi analisar o perfil de metilação do miR-9-3 em pacientes 

diabéticos com e sem retinopatia, comparando-o entre diferentes estágios da complicação e 

correlacionando-o a parâmetros físicos, de consumo alimentar e bioquímicos. 

Especificamente, buscou-se investigar o perfil de metilação do miR-9-3 nos estágios clínicos 

da RD e avaliar a influência da atividade física, estresse oxidativo, consumo alimentar e 

parâmetros bioquímicos sobre essa metilação. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 DIABETES MELLITUS E RETINOPATIA DIABÉTICA 

 

O Diabetes mellitus (DM) é uma Doença Crônica Não Transmissível (DCNT), 

multifatorial, caracterizada por um grupo de distúrbios metabólicos do metabolismo de 

carboidratos em que a glicose é subutilizada como fonte de energia e superproduzida devido à 

gliconeogênese e glicogenólise inadequadas, resultando em hiperglicemia (American Diabetes 

Association, 2024). Essa condição pode ser classificada principalmente em dois tipos: Diabetes 

mellitus Tipo 1 (DM1), que geralmente resulta de um processo autoimune que destrói as células 

beta pancreáticas, e DM2, que está frequentemente associado à resistência à insulina e é 

influenciado por fatores genéticos e ambientais, como obesidade e sedentarismo. Os sintomas 

iniciais geralmente incluem polidipsia, poliúria, polifagia e, eventualmente, perda de peso 

(Ortiz-Martínez et al., 2022). O DM1 é uma doença autoimune que resulta na destruição das 

células β do pâncreas, onde as Ilhotas de Langerhans são atacadas pelos linfócitos T ativados, 

caracterizando os pacientes como insulinodependentes. Já o DM2 é a forma mais comum da 

doença, representando cerca de 95% de todos os casos de diabetes mellitus. Sendo causado por 

uma interação de fatores genéticos e ambientais (American Diabetes Association, 2019). 

Essa doença crônica desencadeia uma série de complicações com alto grau de 

morbidade e mortalidade, resultando em um número significativo de consultas médicas, 

hospitalizações, incapacidades e óbitos. Exemplos dessas complicações multissistêmicas 

incluem eventos microvasculares, como retinopatia, nefropatia e neuropatia, e eventos 

macrovasculares, incluindo doença cardíaca isquêmica, acidente vascular cerebral e doença 

vascular periférica que podem levar a uma redução significativa na qualidade de vida dos 

pacientes (International Diabetes Federation, 2019). 

Do ponto de vista epidemiológico, dados da International Diabetes Federation (IDF) 

indicam que, em 2021, a estimativa de pessoas entre 20-79 anos afetadas pelo DM foi de 

aproximadamente 536,6 milhões, o que corresponde a 10,5% da população mundial nessa faixa 

etária. A previsão é que esse número aumente para 783,2 milhões (12,2%) até 2045 

(International Diabetes Federation, 2021). No Brasil, a IDF relatou um aumento de 26,61% no 

número de pacientes diabéticos nos últimos dez anos. Atualmente, o país ocupa a sexta posição 

no ranking mundial, com 15,7 milhões de pessoas vivendo com diabetes, e a previsão é que 

esse número alcance 23,2 milhões até 2045 (Sun et al., 2022a). 

Segundo dados do Sistema de Vigilância de Fatores de Risco e Proteção para Doenças 

Crônicas por Inquérito Telefônico (VIGITEL) a incidência de DM na população ≥ 18 anos nas 
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capitais brasileiras é de 10,2%, sendo 11,1% entre as mulheres e de 9,1% entre os homens. João 

Pessoa na Paraíba apresentou incidência de 7,2%, sendo 7,3% entre as mulheres e 7,2% entre 

os homens (Brasil, 2023). Segundo dados do IBGE em seu último censo, João Pessoa possuía 

825.796 mil habitantes (Brasil, 2021), em uma projeção estimada, cerca de 78,276 mil 

habitantes apresentavam diagnóstico de DM no munícipio. 

Esses dados epidemiológicos afetam diretamente os sistemas de saúde de todos os 

países, gerando um aumento significativo nos custos com tratamento e manejo da doença. Os 

gastos globais com saúde relacionados ao diabetes foram estimados em 966 bilhões de dólares 

em 2021, com uma projeção de aumento para 1.054 bilhões de dólares até 2045. Esse 

crescimento nos custos é impulsionado por fatores como o aumento da prevalência do diabetes, 

o envelhecimento da população e o maior custo das terapias avançadas. No Brasil, a despesa 

foi de 42,9 milhões de dólares em 2021, com uma estimativa de que atingirá 51,4 milhões de 

dólares em 2025. Esses gastos incluem não apenas o tratamento direto do diabetes, mas também 

o manejo das complicações associadas, como doenças cardiovasculares, nefropatias e 

retinopatias, que exigem intervenções médicas complexas e onerosas (International Diabetes 

Federation, 2021). 

Além disso, esse distúrbio metabólico causa diversas complicações, sejam elas agudas 

ou crônicas. As complicações metabólicas agudas do diabetes são: a cetoacidose diabética 

(CAD), estado hiperglicêmico hiperosmolar (EHH) e hipoglicemia (American Diabetes 

Association, 2019). Entre as macrovasculares, destacam-se o infarto agudo do miocárdio 

(IAM), a doença arterial coronariana (DAC), o acidente vascular cerebral (AVC) e a doença 

vascular periférica. A doença cardiovascular é uma preocupação significativa, aumentando o 

risco de doenças cardíacas e AVCs. A doença vascular periférica reduz o fluxo sanguíneo para 

os membros devido ao estreitamento das artérias, elevando o risco de infecções e amputações 

(Rangel; Rodrigues; De Sá, 2019).  

Por sua vez, as complicações crônicas microvasculares são principalmente a neuropatia 

diabética, causada pela hiperglicemia prolongada, que resulta em danos aos nervos e sintomas 

como dor, parestesia e perda de sensibilidade, especialmente nos pés e mãos, podendo levar ao 

desenvolvimento de úlceras e, em casos graves, amputações (Feldman et al., 2019). A 

nefropatia diabética, decorrente de danos aos rins, que pode levar à insuficiência renal crônica 

e é uma das principais causas de doença renal em estágio terminal, frequentemente necessitando 

de diálise ou transplante renal (Samsu, 2021). A RD por sua vez, envolve danos aos vasos 

sanguíneos da retina, o que pode causar perda de visão e, eventualmente, cegueira, com a forma 

proliferativa sendo particularmente mais grave devido ao crescimento anormal de vasos na 
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retina (Wang; Lo, 2018). Essas complicações são decorrentes principalmente do controle 

glicêmico inadequado (Monami et al., 2021), da duração do diabetes (Arambewela et al., 2018) 

e da hipertensão (Liu; Ma; Tong, 2020). 

Os critérios adotados para o diagnóstico da diabetes, conforme estabelecidos pela 

American Diabetes Association, consideram vários parâmetros. São eles: glicemia de jejum 

igual ou superior a 126 mg/dL após um período de jejum de pelo menos 8 horas; glicemia após 

Teste Oral de Tolerância à Glicose (TOTG) igual ou superior a 200 mg/dL 2 horas após a 

ingestão de 75 g de glicose; glicemia ao acaso igual ou superior a 200 mg/dL em pacientes com 

sintomas clássicos de hiperglicemia; e níveis de hemoglobina glicada (A1C) igual ou superior 

a 6,5%. Esses critérios são essenciais para o diagnóstico correto e o início do tratamento 

adequado (American Diabetes Association, 2024).  

Alguns fatores aumentam a chance de desenvolver o DM2 e podem ser classificados 

como não modificáveis e modificáveis. Entre os fatores de risco não modificáveis estão a idade, 

histórico familiar de diabetes (Razavi et al., 2020), etnia (com maior prevalência em grupos 

como afro-americanos, hispânicos, nativos americanos e asiáticos) (Rodríguez; Campbell, 

2017) e histórico de diabetes gestacional. Por outro lado, os fatores de risco modificáveis 

incluem a obesidade, a inatividade física (Bennasar-Veny et al., 2020), hipertensão, 

dislipidemia (Bjornstad et al., 2021), dieta inadequada rica em açúcares e gorduras saturadas, e 

o tabagismo (Zheng; Ley; Hu, 2018). Esses fatores são diretamente influenciáveis por 

mudanças no estilo de vida e intervenções comportamentais, podendo reduzir 

significativamente o risco de desenvolver DM2 e suas complicações (Uusitupa et al., 2019). 

Uma fração significativa dos pacientes com DM2 frequentemente apresenta 

complicações avançadas que podem ser difíceis de gerenciar e onerosas de tratar. Entre as 

complicações do DM2, a RD é uma das complicações mais comuns e uma das principais causas 

de cegueira nesssa população (Khalil, 2017). Dados epidemiológicos da International Diabetic 

Federation estimou que a prevalência global da RD em 2019 era superior a 25% (Debele et al., 

2021). No Brasil, dados recentes indicam que essa prevalencia é ainda maior, atigindo cerca de 

36,28% dos pacientes com DM2 (Chagas et al., 2023). 

A RD é uma complicação do diabetes caracterizada por alterações na vasculatura da 

retina, resultando em uma redução do fornecimento de sangue à retina e danos no 

microambiente retiniano. Essas alterações causam perturbações metabólicas que comprometem 

tanto a estrutura quanto a função da retina, levando a uma progressiva perda de visão. A 

hiperglicemia crônica ativa uma série de mecanismos fisiopatológicos que levam às lesões 

retinianas clássicas da RD. As principais manifestações incluem microaneurismas, hemorragias 
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intrarretinianas, perolização venosa (alterações de calibre venoso consistindo em áreas 

alternadas de dilatação e constrição venosa), anormalidades microvasculares intrarretinianas, 

exsudatos duros (depósitos de lipídios) e neovascularização retiniana (Wong et al., 2018). 

De acordo com a International Clinical Diabetic Retinopathy Disease Severity Scale, 

a RD pode ser classificada de acordo com o grau de severidade da doença. Essa escala 

representa uma versão reduzida da classificação da RD do Early Treatment Diabetic 

Retinopathy Study (ETDRS) (Gangnon et al., 2008). Ela descreve três estágios de retinopatia 

não proliferativa, um quarto estágio de retinopatia não proliferativa severa e um quinto estágio 

de retinopatia proliferativa. 

O primeiro estágio de retinopatia é a não proliferativa leve (não há sinais aparentes de 

RD); no segundo estágio ocorre a retinopatia diabética não proliferativa leve (RDNP leve), 

caracterizada pela presença de microaneurismas, apenas; no terceiro estágio ocorre a 

retinopatia diabética não proliferativa moderada (RDNP moderada), caracterizada pela 

presença de exsudatos, hemorragias superficiais, hemorragias puntiformes (dot), hemorragias 

em borrão (blot) e alterações venosas (dilatação e tortuosidade generalizadas, segmentação - 

beading ou sausage-like – e formação de alças looping). No entanto, não atingem as 

características que definem a RDNP severa. Manchas algodonosas e hemorragias 

intrarretinianas profundas também podem estar presentes, indicando isquemia progressiva 

(Wilkinson et al., 2003). 

O quarto estágio é a retinopatia diabética não proliferativa severa (RDNP severa): 

Nesse estágio ocorre ausência de neovascularização e presença de pelo menos um dos 

seguintes sinais: Hemorragias intrarretinianas nos 4 quadrantes; Alterações venosas em pelo 

menos 2 quadrantes; Anormalidades microvasculares intrarretinianas (AMIR) em pelo menos 

1 quadrante. O quinto e último estágio é denominado Retinopatia diabética proliferativa 

(RDP): caracterizada pela presença de neovasos no fundus e/ou hemorragia vítrea ou pré 

retiniana. Os neovasos podem ser de disco óptico ou NVE (neovascularization elsewhere) 

(Wilkinson et al., 2003).  

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento da RD são a duração do diabetes 

(Al Ghamdi, 2020), o mal controle glicêmico caracterizado principalmente por níveis elevados 

de hemoglobina glicada (HbA1c) (Shiferaw et al., 2020), hipertensão arterial (Liu et al., 2020a). 

Outros fatores de risco para RD incluem obesidade (Zhu et al., 2018), puberdade e gravidez, 

cirurgia de catarata (Wong et al., 2018). Também são citados etnia (Singh et al., 2021), idade 

(Tan et al., 2019), sexo (Qian et al., 2022) e níveis elevados de triglicerídeos e Lipoproteína de 

baixa densidade (LDL) (Alattas et al., 2022). Especialmente, a Dislipidemia também é um fator 
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de risco independente para a RD, pois níveis elevados de LDL e triglicerídeos têm sido 

associados a um maior risco de RD e pior prognóstico. A hipertrigliceridemia e o aumento de 

lipoproteínas de baixa densidade (LDL) podem contribuir para a disfunção endotelial, 

promovendo o acúmulo de lipídios nos vasos sanguíneos retinianos, o que agrava o quadro de 

RD (Jeong et al., 2024).  

Além dos diversos fatores de risco apresentados, estudos recentes têm apontado para a 

identificação de potenciais biomarcadores moleculares como fatores de risco para as 

complicações do DM2, sejam eles genéticos (Fan et al., 2020) ou epigenéticos, como a 

metilação (Cai et al., 2022). Além disso, modificações de histonas (Wang et al., 2024) e 

microRNAs são considerados potenciais alvos moleculares e biomarcadores epigenéticos da 

RD (Ma et al., 2022; Martinez; Peplow, 2019; Santovito et al., 2021; Smit-McBride; Morse, 

2021). 

 

2.2 EPIGENÉTICA E MIR-9-3 

  

A epigenética, é definida como o estudo estudo das alterações da função dos genes que 

são hereditárias por via mitótica e/ou meiótica e que não implicam uma alteração da sequência 

do DNA (Wu; Morris, 2001). Essas modificações podem ser globais, afetando todo o genoma, 

ou específicas de tecido, regulando a expressão gênica de maneira localizada, de acordo com 

as necessidades funcionais específicas daquele tecido. As marcas globais são cruciais em 

processos celulares amplos, como envelhecimento, enquanto as marcas específicas 

desempenham papéis mais especializados, como a regulação de genes envolvidos na 

diferenciação celular (Jaenisch; Bird, 2003; Inbar-Feigenberg et al., 2013).  

Além de afetar esses processos celulares fundamentais, as modificações epigenéticas 

desempenham um papel crucial no gerenciamento da informação gênica, determinando como 

os genes são ativados ou silenciados em diferentes contextos biológicos. Dessa forma, padrões 

epigenéticos são fundamentais tanto no processo de envelhecimento quanto na susceptibilidade 

a uma ampla gama de doenças, como câncer, obesidade, doenças cardiovasculares e 

metabólicas, incluindo DM2 e suas complicações (Cordero; Li; Oben, 2015; Mannar et al., 

2023). 

Entre os mecanismos epigenéticos mais estudados, destacam-se a metilação do DNA, 

as modificações de histonas e a regulação de genes por microRNAs (miRs) não codificantes. 

Esses mecanismos influenciam diretamente a expressão gênica de forma hereditária, sem 

alterar a sequência do DNA, sendo muitas vezes reversíveis e até mesmo passíveis de serem 
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transmitidos entre gerações (Berger et al., 2009).  

A metilação de DNA é um mecanismo de regulação da transcrição gênica no qual o 

grupo metil é ligado ao resíduo de citosina, seguido por uma guanina (dinucleotídeo CpG). Esse 

processo é considerado um dos principais mecanismos de silenciamento gênico, especialmente 

em regiões promotoras ricas em ilhas CpG, e está intimamente associado à manutenção da 

estabilidade genômica (Bird, 1986). As modificações de histonas, como a acetilação, metilação, 

fosforilação e ubiquitinação alteram a estrutura da cromatina. Essas modificações, que ocorrem 

nas caudas de histonas, determinam se a cromatina está em uma forma mais condensada 

(heterocromatina), associada ao silenciamento gênico ou em uma forma mais aberta 

(eucromatina) favorecendo a transcrição (Kouzarides, 2007). 

Por fim, os microRNAs (miRs) compõem uma classe de pequenos RNAs não 

codificantes, com aproximadamente 22 nucleotídeos, que regulam a expressão gênica de forma 

pós-transcricional. Atuando principalmente por meio do silenciamento de RNAs mensageiros 

(RNAm) alvo, os miRs são capazes de reduzir a tradução de proteínas ou promover a 

degradação do RNAm, exercendo, assim, um controle fino sobre diversos processos celulares. 

A regulação mediada por miRs é crucial para a homeostase celular e está envolvida em diversas 

condições patológicas, incluindo diabetes, doenças cardiovasculares e câncer (He; Hannon, 

2004; Reddy; Zhang; Natarajan, 2015).  

Os miRs são elementos essenciais na regulação de uma variedade de processos 

importantes relacionados ao diabetes e suas complicações crônicas (Vasu et al., 2019; Kowluru; 

Mohammad, 2022). Eles regulam diversos processos celulares envolvidos na patogênese da 

RD, tais como: diferenciação das células beta do pâncreas (Sabouri et al., 2020), proliferação 

(Luo et al., 2020; Mziaut et al., 2020; Sun; Chen; Jin, 2020) e apoptose (Xiao et al., 2019; Yang 

et al., 2020). Além disso, estudos têm relacionado o nível de diversos miRs com o diagnóstico 

de DM2 (Al-muhtaresh; Al-kafaji, 2018; Jiménez-Lucena et al., 2018; Mastropasqua et al., 

2021; Taheri  et al., 2023) e também com o diagnóstico de RD (Helal et al., 2021; Li et al., 

2020; Ma et al., 2022; Zhao et al., 2022; Jiang et al., 2024). 

A biossíntese dos miRs é um processo complexo que envolve múltiplas etapas, iniciando 

com a transcrição dos miRs pela RNA polimerase II (pol II). A partir dessa transcrição, formam-

se os transcritos primários (pri-miRNAs), que possuem uma estrutura característica: uma 

extremidade cap 5' e uma cauda poli-A na outra. No núcleo, esses pri-miRNAs são processados 

pela endonuclease RNAse III, chamada DROSHA, em conjunto com seu cofator DGCR8, 

resultando na liberação de precursores de miRs (pre-miRNAs) em forma de grampo, com 

aproximadamente 60-75 nucleotídeos (Huppi et al., 2007; Mack, 2007; Arão et al., 2012). 
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Uma vez formados, os pre-miRNAs são exportados do núcleo para o citoplasma através 

do complexo Exportina-5/Ran-GTP. No citoplasma, esses precursores são clivados pela RNAse 

III, denominada DICER, que gera um duplex de miRNA maduro, composto por cerca de 22 

nucleotídeos. Nesse estágio, apenas uma das fitas do duplex é incorporada ao complexo 

multiproteico de indução de silenciamento de RNA (RISC). Esse complexo desempenha um 

papel crucial na regulação negativa da expressão de RNA mensageiro, modulando processos 

celulares essenciais (Arão et al., 2012; Fuziwara; Kimura, 2014). Essa sequência de eventos 

ilustra a sofisticação do processo de síntese dos microRNAs, que está envolvido em 

mecanismos regulatórios pós-transcricionais fundamentais para diversas funções celulares. A 

figura 1, a seguir, apresenta o mecanismo detalhado da síntese de microRNA. 

 

 

Figura 1: Síntese de microRNA. Fonte: Dados da pesquisa, adaptado de Wu et al., (2014). 

A síntese dos miRNAs inicia no núcleo com a clivagem do pri-miRNA por Ribonuclease III do tipo Drosha 

(DROSH)/Gênero Crítico da Síndrome DiGeorge 8 (DGCR8), gerando o pre-miRNA. Este é exportado para o 

citoplasma via exportina-5, onde é processado pela Ribonuclease III Dicer (DICER)/Proteína de ligação ao RNA 

TAR (TRBP), formando uma fita dupla. Após a separação, o miRNA maduro é incorporado ao complexo RISC, onde 

regula a expressão gênica ao promover a degradação do mRNA alvo ou inibir sua tradução. 

 

 

O efeito final da atividade dos miRs é a inibição da síntese das proteínas codificadas 

pelos RNAm alvo, um mecanismo que ocorre principalmente através da interação entre os miRs 

e a região 3' não traduzida (3' UTR) dos RNAm. Essa interação pode resultar em dois efeitos 

principais: a degradação do RNAm ou a inibição da tradução da proteína. Como resultado, há 

uma diminuição na quantidade de proteína produzida, o que leva a uma regulação negativa da 

expressão gênica. Esse processo pós-transcricional é fundamental para o controle da 

homeostase celular, visto que permite um ajuste fino na quantidade de proteínas produzidas, 
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dependendo das necessidades específicas da célula em resposta a sinais externos ou alterações 

no microambiente celular (Platania et al., 2019). 

Além de seu papel na regulação da síntese proteica, os miRs também podem influenciar 

outros processos celulares ao regular diversos genes de maneira simultânea, formando uma rede 

complexa de regulação gênica (Saliminejad et al., 2019). Alguns miRs são considerados 

oncomirs, que têm papéis críticos na promoção ou supressão do desenvolvimento de câncer 

(Tucci, 2022), enquanto outros estão envolvidos na regulação de processos metabólicos, 

inflamatórios e imunológicos. A regulação inadequada ou desregulação desses miRs está 

diretamente associada a várias patologias, como, obesidade, doenças cardiovasculares, 

neurodegenerativas e câncer (Li et al., 2021; Kramna; Riedlova; Jirik, 2023; Tucci, 2022; Li et 

al., 2023). 

Além dessas doenças, o DM2 é um exemplo particularmente relevante em que a 

desregulação dos miRs desempenha um papel crucial na sua fisiopatologia (Du et al., 2021). A 

desregulação dos miRs também está associada a condições, resistência à insulina e síndrome 

metabólica (Li et al., 2021). Fatores externos como hiperglicemia, estresse oxidativo e 

inflamação podem alterar o perfil de miRs circulantes, refletindo um desequilíbrio na regulação 

epigenética. Esses mecanismos contribuem significativamente para o desenvolvimento do DM2 

e suas complicações microvasculares, incluindo a RD (Vasu et al., 2019; Wang; Li, 2020; Kaur, 

2022). 

Nesse contexto, evidências apontam padrões de expressão de miRNAs capazes de 

diferenciar entre diabéticos com RD, diabéticos sem RD e indivíduos sem diagnóstico de 

diabetes (Angelescu et al., 2022; Wang et al., 2022). Essa nova classe de biomarcadores tem se 

tornado um alvo terapêutico promissor para a RD, demonstrando a relevância de biomarcadores 

moleculares. Portanto, esta é uma área de exploração em expansão no contexto do DM2 e suas 

complicações, incluindo RD. Apesar de existirem centenas de miRNAs relacionados ao DM2, 

nem todos têm implicações na RD. Revisões recentes destacam os principais miRs que têm 

relação com a patogênese da RD (Chang et al., 2021; Chi et al., 2021; Kordkheyli et al., 2021; 

Rezazadeh-Gavgani, et al., 2023; Zhong, et al., 2024). A síntese de alguns estudos encontra-se 

na tabela 1. 

Chen, Zhu e Zhao (2020) demonstraram que a expressão de miR-10b reduziu 

distintamente os níveis de expressão do fator de troca de nucleotídeos Rho guanina (TIAM1) e 

da NADPH-oxidase 2 (NOX2) em células endoteliais da retina humana (CERH) estimuladas 

com glicose. Ye e Steinle (2015) observaram que a expressão de miR-15b e miR-16 é reduzida 

em CERH cultivadas sob condições hiperglicêmicas por três dias. Além disso, constataram que 
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a superexpressão de miR-15b e miR-16 inibe os níveis do fator de necrose tumoral alfa (TNF-

α) e do supressor da sinalização de citocinas 3 (SOCS3), enquanto aumenta a proteína de ligação 

ao fator de crescimento semelhante à insulina 3 (IGFBP-3) e a fosforilação do receptor de 

insulina (IR). Esses achados sugerem que miR-15b e miR-16 desempenham um papel na 

inibição da resistência à insulina, resultando na proteção das CERH contra a apoptose induzida 

por hiperglicemia. 

O efeito regulador do miR-20b na mediação do fator de crescimento endotelial vascular 

(VEGF) pela proteína quinase B3 (AKT3) foi confirmado in vivo em ratos diabéticos induzidos 

por estreptozotocina. Isso indica que o miR-20b tem como alvo direto a AKT3 e modula as 

alterações mediadas pelo VEGF na RD (Qin et al., 2016). A superexpressão de miR-20b-5p 

também tem como alvo a trombospondina 1 (THBS1) via a cascata VEGF/fosfoinositídeo 3-

quinase (PI3K)/AKT, participando da apoptose celular em células endoteliais de ratos (Ma et 

al., 2021). 

A inibição de miR-21-5p pode efetivamente reduzir a proliferação e a angiogênese em 

CERH, efeitos que podem ser mediados pela supressão das vias PI3K/AKT e proteína quinase 

regulada por sinais extracelulares (ERK) via regulação da maspina (Qiu et al., 2018). Tang et 

al. (2020) descobriram que o miR-29b-3p pode regular negativamente a sirtuina 1 (SIRT1), 

diminuindo assim a apoptose em CERH. O miR-30a ativa a microglia da retina de maneira 

dependente do receptor NLRP3, promovendo a progressão da RD (Dong; Wang, 2019). Além 

disso, o miR-34a pode promover a disfunção mitocondrial e a senescência das células 

endoteliais microvasculares da retina, inibindo o eixo SIRT1/coativador 1-alfa do receptor 

gama ativado por proliferadores de peroxissomos (PGC-1α) e os antioxidantes mitocondriais 

TrxR2 e SOD2 (Thounaojam et al., 2019). 

Outros estudos mostraram que o miR-139-5p inibe a via VEGF/fator de crescimento 

derivado de plaquetas B (PDGF-B), o que reduz a migração de CERH, a formação de tubos e a 

proliferação celular, levando a uma diminuição na sobrevivência de células disfuncionais (Luo 

et al., 2021). Já o miR-146a desempenha um papel regulador na via inflamatória mediada pelo 

fator nuclear kappa B (NF-κB), com sua elevada expressão na retina reduzindo a atividade de 

genes-alvo cruciais como CARD10, IRAK1 e TRAF6, consequentemente modulando a 

resposta inflamatória (Zhuang; Muraleedharan; Xu, 2017). Finalmente, o miR-148a-3p atua na 

mitigação da RD induzida por glicose elevada ao direcionar o fator de crescimento 

transformador beta 2 (TGFB2) e o fator de crescimento fibroblástico básico (FGF2). Sua 

superexpressão resulta em aumento da viabilidade celular e diminuição de apoptose das células 

retinianas (Wang et al., 2020). 
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Estudos mostram que pacientes com RD apresentam alta expressão de miR-195 e baixa 

expressão de SIRT1. A inibição de miR-195 foi associada ao aumento da proliferação celular e 

à redução de apoptose em CERH, sugerindo um efeito protetor. Além disso, o miR-195 tem 

como alvo a SIRT1, inibindo seu efeito protetor contra a apoptose. Esses achados indicam que 

o miR-195 pode atuar como um fator patogênico na RD, e sua inibição pode representar uma 

nova abordagem terapêutica para o tratamento dessa condição (Shan et al., 2022). A 

neutralização de miR-195 resgata diretamente a expressão de SIRT1 e reduz o dano tecidual na 

RD, destacando o papel potencial da sinalização mediada por miR-195 via SIRT1 na modulação 

da função das células endoteliais da retina (Mortuza; Feng; Chakrabarti, 2014). 

Por outro lado, a regulação positiva de miR-199a-3p melhora a angiogênese estimulada 

por glicose elevada em CERH ao modular a via PI3K/AKT por meio da inibição do VEGF 

(Wang; Liu; Huang, 2020). O estudo de Liu et al. (2020) mostrou que a expressão de miR-216a 

promoveu a viabilidade de CERH sob tratamento com d-glicose e inibiu a expressão de óxido 

nítrico sintase 2 (NOS2) e a ativação da via de sinalização janus quinase/transdutor de sinal e 

ativador da transcrição (JAK/STAT). Por fim, o miR-455-5p demonstrou envolvimento na 

patogênese da RD. A expressão diminuída de miR-455-5p interfere na ativação do transdutor 

de sinal e ativador de transcrição 3 (STAT3) em células imunes circulantes, contribuindo para 

a degeneração microvascular da retina e possivelmente desempenhando um papel na iniciação 

da RD em DM1 (Chen et al., 2019). 
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Tabela 1 - Principais miRNAs envolvidos na patogênese da Retinopatia Diabética. 
 

Nome do 

miRNA 

Expressão do 

miRNA 

 

Modelo [ 

 

Alvo 

 

Função na RD 

 

Referência 

 

miR-10b 

 

upregulation 
Células endoteliais da 

retina humana 

 

TIAM1 e NOX2 

 

↓ expressão de TIAM1 e NOX2 

 

Chen; Zhu; Zhao, (2020) 

 

miR-15/16 

 

upregulation 
Células endoteliais da 

retina humana 

TNF-α, SOCS3, IGF-3 

e RI 

 

↓ TNF-α e SOCS3, ↑ IGF-3 e RI 

 

Ye; Steinle, (2015) 

  

upregulation 
Células endoteliais da 

retina de ratos 

 

VEGF 
↓ Expressão de VEGF mediado pelo 

silenciamento de AKT3 

 

Quin et al. (2016) 

miR-20b 
 

upregulation 

 

Tecidos da retina de ratos 

 

THBS1 
↑ THBS1 via inibição da cascata de 

sinalização VEGF/AKT/PI3K 

 

Ma et al. (2021) 

 
dowregulation 

Células endoteliais da 

retina humana 
Maspin 

Supressão das vias PI3K/AKT e ERK via 

regulação da maspina 
Qiu et al. (2018) 

 
upregulation 

Células endoteliais da 

retina 
VEGFA e PDGFB 

↓ Expressão de VEGFA e PDFB via 

ciclinas A2, D1 e E1 
Tang et al. (2020) 

miR-29b-3p      

 
upregulation 

Células endoteliais da 

retina de ratos 
SIRT1 

↓ Expressão de SIRT1 que promove 

apoptose em CERH 
Zhang et al. (2021) 

 

miR-30a 

 

dowregulation 

Células endoteliais 

microvasculares da retina 

rato 

 

NLRP3 

 

↓ NLRP3 em células da micróglia 

 

Dong, Wang et al. (2017) 

 

miR-34 

 

upregulation 

Células endoteliais 

microvasculares da retina 

humana 

 

SIRT1/PGC-1α 
Inibe eixo SIRT1/PGC-1α mediado pelo 

antioxidante mitocondrial TrxR2 

 

Menaka et al. (2019) 
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miR-139-5p 

 

upregulation 
Células endoteliais da 

retina humana 

 

VEGF/PDGF-B 

↓ expressão de VEGF/PDGF-B, 

formação de tubo e proliferação das 

células endoteliais 

 

Luo et al., (2021) 

miR-146 upregulation 
Células endoteliais da 

retina de ratos 
NF-κB 

↓ NF-κB via genes CARD10, IRAK1 e 

TRAF 

Zhuang; Muraleedharan; Xu, 

(2017) 

  Células endoteliais da 

retina humana 

  Wang et al., (2020) 
miR-148a upregulation TGFB2 e FGF2 ↑ TGFB2 e FGF2 atenua a angiogênese  

miR-195 upregulation 
Células endoteliais da 

retina humana 
SIRT1 ↑ SIRT1 diminuindo dano tecidual Shan et al. (2021) 

 

miR-199a 

 

upregulation 

 

Retina de ratos diabéticos 

 

PI3K/AKT/VEGF 

↓ da via de sinalização PI3K/AKT/VEGF 

estimulada por glicose alta e a 

angiogênese 

 

Wang; Liu; Huang, (2020). 

 upregulation VEGF e TGF-β1 ↓ VEGF e TGF-β1 ↓ CERH de humanos com RD Jiang et al. (2015) 

miR-200b   ↑ CERH via regulação positiva de 

MALAT1 

 

 dowregulation VEGF e YAP1 ↑ VEGF e ↑ YAP1 Han et al. (2020) 

 

miR-216a 

 

upregulation 

Retinas de ratos, Células 

endoteliais da retina 

humana 

 

NOS2/JAK/STAT 
↑ viabilidade de CEMR e suprime o eixo 

NOS2/JAK/STAT. 

 

Liu et al. (2020b) 

 

miR-455-5p 

 

dowregulation 

Células endoteliais 

microvasculares da retina 

humana 

 

STAT3 
↑ STAT3 contribui para degeneração da 

retina 

 

Chen et al., (2019) 

Legenda: AKT: Proteina Kinase B; CARD10: domínio de recrutamento de caspase; FGF2: Fator de crescimento fibroblástico básico; IGF-3: Fator de crescimento semelhante 

à insulina 3; CERHs: células endoteliais da retina de humanos; IRAK: quinase 1 associada ao receptor de interleucina 1; JAK: Janus quinase; MALAT1: Transcrição 1 de 

adenocarcinoma pulmonar associado à metástase; NF-Κb: Fator Nuclear Kappa beta; NLRP3: domínio pirina da família NLR contendo 3; NOS2: Óxido Nítrico Sintase 2; 

NOX2: NDPH-oxidadse 2; PDGFB: fator de crescimento derivado de plaquetas B; PI3K: Fosfoinositídeo 3-quinase; PGC-1α: receptor ativado por proliferadores de 

peroxissoma alfa; SIRT1: Sirtuina; SOCS3: supressor da sinalização de citocinas 3; STAT3: transdutor de sinal e ativador da transcrição 3; TIAM1: Fator de troca de 

nucleotídeos Rho guanina; TGFβ1: fator de crescimento transformador beta 1; TGFβ2: fator de crescimento transformador beta 2; THBS1: trombospondina 1; TNF-α: Fator 
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de  Necrose tumoral alfa; TrxR2: tioredoxina redutase 2; TRAF: O fator 1 associado ao receptor de TNF; VEGF: Fator de Crescimento do endotélio Vascular; 1; YAP1: 

Regulador de transcrição associado yes1. 
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O miR-9 é uma classe de microRNAs que possui três loci distintos no genoma 

humano, cada um localizado em diferentes cromossomos: miR-9-1 no cromossomo 1, miR-

9-2 no cromossomo 5 e miR-9-3 no cromossomo 15 (Ralla et al., 2018). Esses loci geram 

variantes do miR-9 que, apesar de terem sequências semelhantes, podem ter diferentes 

funções regulatórias em diversos contextos biológicos e tipos celulares. A expressão desses 

microRNAs é regulada por mecanismos epigenéticos, sendo a metilação do DNA um dos 

principais. No caso do miR-9, a hipermetilação das regiões promotoras associadas aos loci 

miR-9-1, miR-9-2 e miR-9-3 pode bloquear a transcrição dos seus precursores, conhecidos 

como primiRs, resultando em uma redução na produção de miR-9 maduro (Hildebrandt et 

al., 2010). 

O miR-9 desempenha funções críticas na regulação de processos celulares e está 

envolvido em várias doenças crônicas devido ao seu papel na diferenciação neuronal, 

resposta imunológica e angiogênese. Ele está particularmente associado a doenças 

neurodegenerativas como a doença de Huntington, Alzheimer e Parkinson (Wu et al., 2020; 

Lee et al., 2021; Peplow; Martinez, 2021). No caso da doença de Alzheimer, evidências 

sugerem que o miR-9 participa da modulação da produção de proteínas associadas à 

formação de placas amiloides, influenciando assim a progressão da demência (Walgrave et 

al., 2021). Além disso, no Parkinson, o miR-9 tem um papel na regulação da 

neuroinflamação e da sobrevivência neuronal, fatores críticos para a manutenção da função 

motora e a proteção contra a degeneração dos neurônios dopaminérgicos (Tang; Sun, 2020). 

Esses estudos destacam como o miR-9 pode atuar como um regulador-chave em diferentes 

vias patológicas, oferecendo potenciais alvos para intervenções terapêuticas em diversas 

doenças crônicas. 

O miR-9 tem ganhado destaque como um biomarcador e alvo terapêutico promissor, 

especialmente no câncer, onde seu estudo é mais proeminente (Chakrabortty et al., 2023). A 

expressão desregulada do miR-9 em tumores está fortemente associada à progressão tumoral, 

invasão celular e resistência a tratamentos, tornando-o um foco prioritário para intervenções 

terapêuticas (Liu et al., 2021; Tapeh et al. 2021; Szczepanek; Skorupa; Tretyn, 2022). 

Pesquisas pré-clínicas demonstram que a inibição do miR-9, por meio de antagomirs, pode 

reduzir a proliferação celular e aumentar a sensibilidade das células tumorais à 

quimioterapia, destacando seu potencial como estratégia terapêutica no câncer (Kim; Croce, 

2023). Assim, o câncer se destaca como o campo em que o conhecimento sobre o miR-9 tem 

impulsionado novas abordagens terapêuticas e fornecido suporte para expandir seu estudo 

em outras doenças crônicas. 
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Nesse sentido, no contexto do DM2, o miR-9 é comumente reconhecido por sua 

expressão nas células β pancreáticas, responsáveis pela secreção de insulina, e sua elevação 

tem sido associada a efeitos relevantes da doença. Estudos demonstraram que o aumento na 

expressão de miR-9 está relacionado a alterações na secreção de insulina estimulada por 

glicose em modelos in vitro e in vivo. O miR-9 modula a expressão de granulofilina, uma 

proteína que desempenha um papel crucial na secreção de insulina. A granulofilina é 

regulada pelo fator de transcrição ONECUT2 (OC2), ela atua como efetor das proteínas 

Rab3 e Rab27, e está associada aos grânulos secretores de células β pancreáticas e de outras 

células endócrinas. Ela desempenha um papel importante na modulação da exocitose de 

insulina (Coppola et al., 2002). De fato, quando essa proteína é superexpressa em células β, 

ocorre uma redução significativa na liberação de insulina em resposta a estímulos 

secretagogos (Plaisance et al., 2006; Fukuda, 2006).  

O miR-9 é identificado como um componente chave na regulação da expressão da 

proteína Sirt1, uma desacetilase nuclear, em células β pancreáticas. A expressão de Sirt1 é 

alterada durante a secreção de insulina estimulada por glicose (GSIS). Em experimentos 

utilizando células b-TC-6 sob condições que imitam a fase de declínio da secreção de 

insulina, foi demonstrado que o miR-9 regula negativamente os níveis de Sirt1. O aumento 

da expressão de miR-9 resulta na redução dos níveis de proteína Sirt1, comprometendo a 

secreção de insulina dependente de glicose. Esse processo ocorre porque o miR-9 tem como 

alvo o 3′UTR do mRNA de Sirt1, levando a uma regulação negativa de seus níveis proteicos 

(Ramachandran et al., 2011). 

Sirt1 com a expressão reduzida, por sua vez, aumenta a expressão do gene que 

codifica a proteína desacopladora mitocondrial UCP2, que desempenha um papel importante 

no aumento da secreção de insulina estimulada por glicose (Bordone et al., 2006; Moynihan 

et al., 2005). O aumento na expressão de UCP2 pode levar a uma redução na eficiência da 

produção de ATP, o que diminui a quantidade disponível para fechar os canais de K+ 

controlados por ATP. Essa condição pode dificultar ainda mais a despolarização da 

membrana celular e a subsequente liberação de insulina. Como resultado, a secreção de 

insulina se torna prejudicada, o que impacta negativamente a regulação dos níveis de glicose 

no sangue. 

As moléculas citadas estão envolvidas indiretamente na secreção de insulina mediada 

pela elevação dos níveis de glicose ou pela exposição das células secretoras à glicose. A 

figura 2 mostra um modelo de regulação da secreção de insulina mediado por miR-9 nas 

células β pancreáticas. 
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Figura 2: regulação da secreção de insulina mediada por mir-9 

A entrada de glicose pelo Transportador de Glicose 2 (GLUT2) nas células β pancreáticas leva à produção de 

Adenosina Trifosfato (ATP). A expressão elevada de miR-9 reduz SIRT1, aumentando a UCP2 e diminuindo a 

eficiência na produção de ATP. Com menos ATP, os canais de K+ controlados por ATP não se fecham 

adequadamente, prejudicando a despolarização da membrana e a abertura dos canais de Ca2+. Isso compromete a 

exocitose de insulina. MiR-9 também inibe Fator de Transcrição Cut-Homeobox 2 (Onecut2), Membro da Família 

RAS Oncogene 27A (Rab27A) e granulifilina, sendo que a inibição da granulifilina prejudica a migração dos 

grânulos de insulina para a membrana celular, afetando ainda mais a secreção de insulina e a regulação glicêmica. 

 

Um possível mecanismo que pode explicar a relação entre miR-9 e a retinopatia 

diabética (RD) envolve o Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF). O VEGF é uma 

proteína crucial na regulação da angiogênese, induzindo a proliferação, migração e 

permeabilidade das células endoteliais (Ferrara, 2005). Inicialmente identificado como uma 

proteína secretada por tumores, o VEGF é principalmente estimulado pela hipóxia, o que leva 

ao aumento de sua secreção e subsequente angiogênese nos tecidos afetados (Liu et al., 1995). 

O VEGF desempenha um papel significativo na fisiopatologia da RD. Níveis elevados 

dessa proteína no soro têm sido associados à progressão dessa microcomplicação, sendo 

considerado um biomarcador potencial para o monitoramento da doença (Abu-Yaghi et al., 

2020). As terapias anti-VEGF emergiram como tratamentos eficazes para a retinopatia 

diabética proliferativa, reduzindo o edema macular e melhorando a acuidade visual (Martinez-

Zapata et al., 2014). No entanto, esse tratamento é considerado invasivo e pode afetar 

negativamente a qualidade de vida dos pacientes (Xu et al., 2024). 

Nesse contexto, estudos in vitro e in vivo demonstram que o miR-9 desempenha um 

papel crucial na inibição da neovascularização retiniana na RD ao regular o VEGF. Em um 

modelo celular de câncer de mama, a compressão mecânica induziu a superexpressão de VEGF-
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A por meio de um mecanismo dependente da DNA metiltransferase 3 alfa (DNMT3A), que 

regula negativamente o miR-9. Esse processo envolve a metilação do promotor do miR-9, 

levando à redução de seus níveis, o que normalmente suprimiria genes-alvo associados à 

progressão tumoral, como: Cadeia Gama 2 da Laminina (LAMC2), Integrina Alfa-6 (ITGA6) 

e Fator de Iniciação de Tradução Eucariótico 4E (EIF4E). A diminuição do miR-9 promove a 

superexpressão desses genes, resultando na ativação da transcrição de VEGF-A, estimulando a 

angiogênese e o crescimento tumoral (Kim et al., 2017). 

Esse mecanismo também foi testado em um modelo animal de RD, onde a expressão de 

VEGF-A foi maior na retina de camundongos com a doença. Verificou-se que a expressão de 

miR-9 estava reduzida, enquanto a de VEGF-A era aumentada, indicando uma relação direta 

entre miR-9 e VEGF-A, o que promove a neovascularização e contribui para a perda de visão 

(Liu et al., 2019). Isso sugere um controle epigenético envolvendo a regulação de miR-9 na 

RD. 

Em humanos, o VEGF é um elemento chave na patogênese das microcomplicações do 

diabetes mellitus tipo 2 (DM2), com níveis elevados de VEGF associados à progressão da 

nefropatia diabética (Xiao et al., 2019). Além disso, níveis elevados de VEGF foram 

observados tanto no vítreo quanto no plasma de pacientes com RD em estágios mais avançados 

(Kim et al., 2017), confirmando sua associação com casos graves da doença (Wang et al., 2014). 

A superexpressão de VEGF está envolvida em processos críticos, como a formação de 

microaneurismas, o aumento da permeabilidade da barreira hematorretiniana (BRB) e a 

estimulação da angiogênese nos estágios avançados da RD (Simo et al., 2006). 

Com essas evidências, a relação entre miR-9 e VEGF surge como um alvo terapêutico 

promissor para intervenções futuras no manejo da RD, destacando a importância do controle 

epigenético e das terapias antiangiogênicas na abordagem dessa complicação ocular do DM2. 

A figura a seguir resume o possível mecanismo relatado nos estudos anteriores. 
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Figura 3: Mecanismo proposto sobre a relação entre miR-9-3 e VEGF. 

Legenda: O aumento da metilação do miR-9-3 (indicado pela seta vermelha para cima) resulta em uma diminuição 

da expressão desse microRNA (seta vermelha para baixo). Essa redução é mediada pelas enzimas DNA 

metiltransferases (DNMTs), que promovem a metilação do DNA, regulando negativamente o miR-9-3. Como 

consequência, a menor expressão do miR-9-3 leva a um aumento da expressão de VEGF (seta vermelha para 

cima), que é um fator essencial para a angiogênese retiniana (formação de novos vasos sanguíneos na retina). A 

superexpressão de VEGF está fortemente associada ao desenvolvimento e progressão da RD e RDP, contribuindo 

para a disfunção vascular e aumento da permeabilidade na retina. 

 

Além da relação entre o miR-9 e o VEGF na RD, dados de quantificação em humanos 

demostraram que a expressão de miR-9 foi maior em pacientes recém diagnosticados com DM2 

comparados a pacientes sem DM2 (Kong et al., 2011). Quando analisados pacientes com 

diagnóstico de DM2 há aproximadamente 15 anos, os resultados seguiram a mesma tendência, 

indicando também níveis mais elevados de miR-9 em pacientes com DM2 em comparação com 

controles sem diabetes e pré-diabéticos (Al-Muhtaresh; Al-Kafaji, 2018). A literatura mostra 

que níveis elevados no plasma de miR-9 foram identificados em pacientes apenas diabéticos e 

diabéticos com doença arterial coronariana (DAC) em comparação com pacientes com DAC 

sem diabetes (Motawae et al., 2015). Alguns outros estudos mostraram que níveis elevados de 

miR-9 em pacientes com DM2 especialmente à medida que a doença progride, pode ser 

explicado por um possível envolvimento na inibição da secreção da insulina (Al-Muhtaresh; 

Al-kafaji, 2018; Jiménez-Lucena, 2018). 

Um estudo recente demonstrou que a expressão plasmática do miR-9 está 

significativamente associada ao diagnóstico de DM2 em pacientes nepaleses recém-

diagnosticados, quando comparados a indivíduos normoglicêmicos (Pokharel et al., 2024). Os 

resultados sugerem que o miR-9 pode atuar como um biomarcador relevante no diagnóstico 

precoce do DM2, destacando sua potencial aplicação clínica. Além disso, a pesquisa reforça a 

importância de investigações adicionais sobre o papel do miR-9 em diferentes populações, 

considerando fatores étnicos e genéticos que podem influenciar a expressão desse microRNA. 

Nesse sentindo, estudos conduzidos com a individuos da cidade de João Pessoa 
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analisaram a relação de alguns miRs e complicações da diabetes, especialmente, a potencial 

relação entre o perfil de metilação de miR-9-3 e RD (Dos Santos Nunes et al., 2018; De Assis 

et al., 2021). Dos Santos Nunes et al. (2018) compararam a relação do perfil de 

metilação de promotores dos genes miR-9-3, miR-34a e miR-137 em pacientes com RD ou 

sem RD. Os dados mostraram que a metilação em promotores de diferentes miRs pode 

atuar de forma diferente em complicações diabéticas. Os resultados obtidos no referido 

estudo fornecem evidências de que o miR-9-3 metilado aumentou as chances do paciente 

com DM2 desenvolver RD em aproximadamente 7 vezes. Em contraste, miR-137 metilado 

parece atuar como um protetor contra microcomplicações diabéticas (retinopatia e nefrotpatia). 

Entretanto, os dados para o miR-34a foram inconclusivos para essa relação entre metilação e 

microcomplicações do DM2. 

O estudo tranversal realizado por De Assis et al. (2021) analisou a relação entre o perfil 

de metilação do miR-9-1 e dos miRs-9-1/9-3 e a RD. Os resultados indicaram que a metilação 

do miR-9-1 esteve relacionada à RD, aumentando as chances de desenvolvimento da doença 

em até 5 vezes. Quando analisada a metilação conjunta de miR-9-1/9-3, o risco foi ainda maior, 

com chances de RD aumentando em até 8 vezes. Outro ponto importante identificado foi que 

um estilo de vida sedentário atuou como preditor de risco, elevando as chances de desenvolver 

RD em aproximadamente 6 vezes. Além disso, o estudo mostrou que pacientes com níveis mais 

baixos de creatinina e proteína C reativa (PCR) apresentaram uma redução significativa na 

incidência de RD, sugerindo que esses marcadores bioquímicos podem influenciar a progressão 

da doença. 

Os dados apresentados fornecem um conjunto substancial de evidências que elucidam 

a relação entre a classe de miR-9 e as complicações associadas ao DM2, especialmente no que 

se refere à RD. Embora existam estudos que investigam a correlação entre o miR-9 e o 

DM2/RD, a literatura ainda carece de dados robustos sobre o papel específico do miR-9-3 nos 

diferentes estágios clínicos da RD. 

Essa lacuna de conhecimento ressalta a necessidade de estudos mais aprofundados, uma 

vez que o miR-9-3 tem o potencial de consolidar-se como um biomarcador precoce para a RD. 

Tal descoberta poderia proporcionar avanços significativos na prática clínica, impactando 

diretamente a qualidade de vida dos pacientes ao possibilitar intervenções mais precoces e 

eficazes, além de reduzir os custos associados ao tratamento a longo prazo. Portanto, a 

investigação detalhada do miR-9-3 em diferentes fases da RD é de suma importância para o 

desenvolvimento de estratégias terapêuticas mais eficientes e personalizadas. 
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2.3 ATIVIDADE FÍSICA, RETINOPATIA DIABÉTICA E EPIGENÉTICA 

 

Nos últimos anos, estudos na área da epidemiologia da atividade física revelaram que 

existe uma clara associação negativa entre o nível de atividade física e o aparecimento de 

diversas doenças crônicas, como câncer, doenças cardiovasculares e também DM (Sun et al., 

2022b; Mu et al., 2022; Kufe et al., 2022). Da mesma forma, a literatura mostra que a atividade 

física é um importante fator de proteção para DM2 (Hou et al., 2023). Há um benefício direto 

da atividade física na função das células β pancreáticas (Curran et al., 2020). Esses efeitos 

positivos impactam diretamente na redução do risco de mortalidade da população diabética 

(Blond et al., 2020) e também na diminuição dos custos financeiros com saúde (Su et al., 2020). 

Atualmente, a American Diabetes Association (2019) recomenda que adultos com 

diabetes pratiquem 150 minutos ou mais de atividade aeróbica de intensidade moderada a 

vigorosa semanalmente, distribuídos em pelo menos 3 dias por semana, com no máximo dois 

dias consecutivos sem atividade. Também são recomendadas atividades de intensidade vigorosa 

com duração mais curta (mínimo de 75 minutos por semana) ou treinamento intervalado com o 

objetivo de melhorar o condicionamento físico. Estudos forneceram evidências dos benefícios 

da atividade física na redução do risco de desenvolver RD e constataram que pacientes 

diabéticos fisicamente menos ativos apresentaram aumento do fluxo sanguíneo na retina, o que 

contribui para a patogênese da microcomplicação (Hayashi; Ikemura, 2011; Zhang et al., 2012). 

Intervenções de estilo de vida como a prática de atividade física podem ser 

particurlamente importantes como tratamente para evitar e/ou minimizar os efeitos da RD, pois 

pelo fato dessa doença resultar na degeneração das células da retina e subsequente perda de 

visão ou cegueira em pacientes diabéticos esses pacientes necessitam de tratamentos invasivos 

(Khaban et al., 2017). Apesar de eficazes, os tratamentos atuais como a fotocoagulação 

retiniana e injeções intravítreas de anti-VEGF são de alto custo além de serem técnicas 

invasivas (Gunay; Sekeroglu; Celik, 2015; Gupta et al., 2022). Por esse motivo, é necessário 

um tratamento mais conveniente e econômico.  

Ren et al. (2019) em metanálise, descobriram que em pacientes diabéticos, a atividade 

física tinha uma associação protetora contra RD e constaram que essa influência é mais forte 

quando o estágio da RD é mais grave. Os autores mostraram que o risco de progressão da RD 

pode ser reduzido em 40% quando a atividade física não é inferior a 30 minutos praticada por 

cinco dias por semana (Dirani; Crowston; Wijngaarden, 2014). Esse efeito positivo auxilia 

atrasando o início e progressão da RD (Alqabandi et al., 2022). Assim como também, há 

correlação negativa entre nível de atividade física e gravidade da RD (Praidou et al., 2017). 
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Nesse estudo a coorte incluída foi de 240 pacientes com DM2, com algum estágio da RD 

comparados com 80 pacientes não diabéticos que serviram como grupo controle. 

Apesar da clara relação entre nível de atividade física e RD, estudos que indicam essa 

relação com fatores epigenéticos são menos frequentes comparado a gama de estudos sobre RD 

e atividade física. Como sabemos, a metilação do DNA é uma condição epigenética 

bastante estudada no contexto das doenças crônicas não transmissíveis (Sharp; Relton, 2017) 

particularmente no DM (Ahmed et al., 2020) que também é evidenciada na RD (Kowluru; 

Santos; Mishra, 2013) que faz parte da fisiopatologia dessas doenças. Desse modo, evidencia-

se a importância de abordar o efeito modulador da atividade física sobre aspectos epigenéticos 

em pacientes com DM2 e suas complicações. 

Rowlands et al. (2014) demonstraram que o exercício físico induz alterações 

epigenéticas significativas, promovendo a remodelação muscular e melhorando o metabolismo 

energético. Estes resultados sugerem a existência de potenciais alvos terapêuticos para o 

controle glicêmico e a redução de complicações metabólicas associadas ao DM2. No referido 

estudo conduzido com polinésios obesos de meia-idade diagnosticados com DM2, os autores 

observaram que a implementação de um programa de treinamento de resistência, realizado de 

forma consistente durante um período de 16 semanas, resultou em alterações epigenéticas. 

Especificamente, houve hipometilação do promotor do gene GLUT-4, que é crucial para a 

regulação da captação de glicose nas células musculares, e modulação da expressão do miR-

29a, um microRNA que desempenha um papel importante na regulação do metabolismo e na 

adaptação muscular ao exercício. 

Párrizas et al. (2015) realizaram um estudo de coorte com 92 indivíduos, divididos em 

quatro grupos: 29 controles, 22 pré-diabéticos com glicemia de jejum alterada, 21 pré-

diabéticos com tolerância à glicose alterada e 20 pacientes recém-diagnosticados com DM2. Os 

resultados mostraram que o miR-192 e miR-193b estavam significativamente aumentados nos 

indivíduos pré-diabéticos, mas não naqueles pacientes com DM2, e que esses níveis retornaram 

ao normal após uma intervenção com exercício físico crônico. Esses achados foram validados 

em uma segunda coorte de indivíduos e em um modelo de camundongos com intolerância à 

glicose, sugerindo que os microRNAs circulantes miR-192 e miR-193b podem ser usados como 

ferramentas diagnósticas para pré-diabetes e para monitorar a resposta a intervenções 

terapêuticas, como o exercício físico. 

Olioso et al. (2019) investigaram os efeitos do treinamento aeróbico (AER) e de 

resistência (RES) no perfil de micro-RNAs circulantes em 24 indivíduos com DM2, os quais 

foram randomizados em dois grupos de 12 participantes cada. O estudo focou nas alterações no 
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perfil de miRNAs após a realização dos dois tipos de treinamento. Os resultados mostraram que 

os níveis de miR-423-3p, miR-451a e miR-766-3p foram significativamente aumentados após 

o treinamento, independentemente do tipo de exercício. Além disso, o miR-451a e o miR-423-

3p apresentaram uma correlação positiva com a perda de gordura corporal, sendo identificados 

como preditores independentes dessa perda. Esses achados ressaltam a influência positiva do 

exercício físico na regulação dos miRNAs e na gestão da composição corporal em indivíduos 

com DM2. 

Fachim et al. (2020) investigou 20 indivíduos com intolerância à glicose (IGR), sendo 

10 homens e 10 mulheres, com idade média de 61 anos. A intervenção de 6 meses foi conduzida 

por telefone e incluiu orientações sobre exercícios e nutrição. Após a intervenção, observou-se 

um aumento significativo nos níveis dos microRNAs Let-7a e miR-92a, que já haviam sido 

previamente associados ao diabetes. Esses miRNAs se correlacionaram com variáveis clínicas 

como triglicerídeos, colesterol, insulina, peso e IMC. Além disso, houve mudanças na 

expressão de genes relacionados ao metabolismo da glicose e ao sistema IGF, sugerindo que os 

miRNAs podem ser alvos potenciais para prevenir a progressão de IGR para DM2.  

Flowers et al. (2021) analisaram a expressão de microRNAs em 82 adultos americanos 

com pré-diabetes que foram submetidos a um programa de aconselhamento nutricional a 

atividade física regular ao longo de 12 meses, focando em como esses biomarcadores poderiam 

prever mudanças na glicemia de jejum. A intervenção incluiu aconselhamento nutricional e 

atividade física. Os resultados mostraram que três microRNAs (let-7c, miR-363 e miR-374b) 

foram preditores significativos de glicemia no grupo controle, mas não houve interação 

relevante com o grupo de intervenção. Além disso, alguns microRNAs, previamente associados 

ao risco de DM2, também foram preditores de mudanças glicêmicas ao longo do tempo. A 

variação média da glicemia foi maior no grupo controle, sugerindo que os microRNAs podem 

ser ferramentas úteis para avaliar respostas às intervenções comportamentais, fornecendo novos 

insights sobre a etiologia do DM2 e as respostas ao aconselhamento nutricional e à atividade 

física. 

Paramasivam et al. (2022) testaram o efeito de modificações na dieta e atividade física 

durante 4 meses em obesos pré-diabéticos (G1) e comparado a um grupo controle que recebeu 

apenas recomendações (G2). Os níveis de miR-128-3p, miR-374a-5p, miR-221-3p e miR-133a-

3p foram alterados apenas no que recebeu intervenção (G1) e foram correlacionados com 

melhora metabólica (sensibilidade à insulina, níveis de citocinas, circunferência da cintura e 

pressão arterial sistólica (PAS). Especialmente, o miR-374a-5p plasmático correlacionou-se 

negativamente com a insulina em jejum e as alterações de HOMA-IR. 
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Além de estudos de expressão, dados de metilação mostram evidencias da influência do 

nível de atividade física na patogênese do DM2. O nível de atividade física foi associado ao 

risco de DM2. Na análise de modificação de efeito, os efeitos da prática de atividade física 

sobre o DM2 foram mais fortes quando associados a hipometilação de VDR do que quando 

associado a hipermetilação deste gene. Os autores sugerem ainda que pessoas com perfil 

hipometilado de VDR e baixos níveis de atividade física tem maiores riscos de desenvolver 

DM2. Além disso, os níveis de metilação do VDR foram associados à insulina bem como a 

resistência à insulina (Yu et al., 2022). 

Em um estudo de coorte realizado na Austrália com pacientes com câncer, foi observada 

uma associação significativa entre a atividade física total, medida pelo IPAQ, e a metilação do 

DNA no sangue periférico, especificamente em um local CpG do gene da proteína amiloide 

sérica A (SAA2), cuja proteína traduzida é conhecida por ser induzida por citocinas 

inflamatórias. Este achado sugere um potencial efeito epigenético da atividade física, pois o 

nível de atividade foi associado a mudanças na metilação do DNA em um sítio CpG particular. 

Além disso, embora tenham sido encontradas associações mais fracas entre a atividade física 

total, a atividade física de lazer e o tempo gasto assistindo televisão com outros locais CpG, 

essas relações ainda destacam a complexidade dos efeitos da atividade física e dos 

comportamentos sedentários na metilação do DNA. As mudanças na atividade física de lazer 

entre a linha de base e o acompanhamento também foram associadas a alterações na metilação 

de vários locais CpG, sugerindo que variações nos níveis de atividade podem influenciar 

marcadores epigenéticos e, potencialmente, impactar o desenvolvimento de doenças crônicas 

(Van-Roekel et al.,2019). 

Diniz et al. (2021) realizaram um estudo com 200 pacientes de ambos os sexos 

diagnosticados com DM2, investigando a relação entre a atividade física e o padrão de 

metilação do gene MTHFR. Os resultados indicaram que a atividade física insuficiente estava 

fortemente associada a um perfil parcialmente metilado desse gene. Especificamente, 85% dos 

pacientes considerados insuficientemente ativos apresentaram esse padrão de metilação parcial, 

em comparação a 54% dos pacientes suficientemente ativos. Além disso, essa associação 

demonstrou ser independente de variáveis como estado nutricional, idade, gênero e outros 

fatores de risco, sugerindo que o nível de atividade física desempenha um papel crucial no perfil 

de metilação do gene MTHFR em pacientes com DM2, independentemente de outros fatores 

normalmente considerados determinantes.  

De Assis et al. (2021) oferecem uma perspectiva significativa ao revelar que o perfil 

metilado ou parcialmente metilado dos miRNAs-9-1/9-3 está associado a um estilo de vida 
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sedentário, aumentando em quase 6 vezes a probabilidade de desenvolvimento de RD. Essa 

observação sugere fortemente que a metilação, incluindo a do miR-9-3, atua como um 

mecanismo crucial no controle da expressão gênica, mediado pela atividade física. A 

modificação epigenética pode, portanto, induzir mudanças específicas na resposta 

transcricional, refletindo a interação complexa entre estilo de vida e predisposição para 

doenças. Dessa forma, é possível sugerir que a metilação seja um mecanismo de controle da 

expressão de alguns genes, incluindo o miR-9-3, mediado pela atividade física, e que pode 

eventualmente induzir mudanças específicas na resposta transcricional. 

 

2.4 CONSUMO ALIMENTAR, RETINOPATIA E EPIGENÉTICA  

 

Uma alimentação adequada é fundamental para o controle do DM2 e suas complicações. 

Apesar de existirem diretrizes nutricionais voltadas para o manejo do diabetes e pré-diabetes, 

seu impacto no surgimento e avanço da RD ainda não está totalmente esclarecido (Evert et al., 

2019). A orientação nutricional focada na melhoria ou controle dos níveis glicêmicos, no 

alcance de metas relacionadas ao peso corporal e na melhora dos fatores de risco cardiovascular, 

como pressão arterial e níveis de lipídios, pode ser benéfica para pacientes com RD (Bryl et al., 

2022; Wu et al., 2024). Pesquisas indicam uma relação positiva entre mudanças na dieta e a 

diminuição do risco de desenvolver RD. Dessa forma, a implementação de uma intervenção 

nutricional em fases iniciais da doença pode ajudar a evitar seu progresso e, assim, reduzir a 

necessidade de tratamentos mais intensivos (Gilbert et al., 2022). 

Além das diretrizes nutricionais, padrões alimentares saudáveis, como a dieta 

mediterrânea e a dieta DASH (Dietary Approaches to Stop Hypertension), têm demonstrado 

benefícios significativos na redução da incidência e gravidade de várias doenças crônicas, 

incluindo DM2 e suas complicações, como a RD (Toi et al., 2020; Schulze et al., 2018). Estudos 

de revisão indicam que a dieta mediterrânea, caracterizada por alta ingestão de frutas, vegetais 

e peixes, além da redução calórica, possui um efeito protetor contra o desenvolvimento da RD 

(Wong et al., 2018). 

Kadri et al. (2021), em um estudo prospectivo com 261 participantes, associaram o 

consumo de arroz à maior ocorrência de RD. No entanto, os autores identificaram que pacientes 

diabéticos que consumiam peixe com mais frequência tiveram um risco significativamente 

menor de desenvolver RD. Além disso, o consumo frequente de peixe foi associado a formas 

menos graves da complicação, podendo reduzir o risco de progressão da doença. 
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Sala-Vila et al. (2016), em outro estudo prospectivo, apontaram que o consumo de duas 

ou mais porções semanais de peixe rico em ômega-3 reduziu a incidência de RD em 

comparação com aqueles que não consumiam o peixe. De maneira semelhante, Yan et al. 

(2020), em um estudo longitudinal que acompanhou 314 pacientes australianos submetidos à 

fotocoagulação retiniana, observaram que o maior consumo de queijo e pão integral foi 

associado a um menor risco de incidência de fotocoagulação retiniana. Esse padrão alimentar 

foi apontado como um fator que pode reduzir o risco de progressão da RD e minimizar a 

necessidade de tratamentos invasivos, como a fotocoagulação. 

Shah et al. (2022), em uma metanálise, constataram a relação entre ingestão alimentar 

e RD, demonstrando que pacientes que ingeriam maiores quantidades de fibras alimentares, 

peixes oleosos e adotavam um padrão de dieta mediterrânea apresentavam maior proteção 

contra a RD. Por outro lado, o consumo de sódio e carboidratos não foi associado à RD, 

enquanto uma alta ingestão calórica total pode estar relacionada a um maior risco dessa 

complicação. No entanto, a relação entre RD e o consumo de antioxidantes, ácidos graxos, 

proteínas, álcool e outras bebidas, como chá e café, foi inconsistente, sugerindo a necessidade 

de mais pesquisas para compreender melhor essas associações. 

Dow et al. (2018), também em uma metanálise, investigaram a associação entre RD e a 

ingestão de frutas, vegetais, peixes, leite, carboidratos, fibras, gorduras, proteínas, sal, potássio, 

vitaminas C, D e E, carotenóides, suplementos dietéticos, chá verde e álcool. Os estudos 

analisados sugerem que a adesão à dieta mediterrânea e o alto consumo de frutas, vegetais e 

peixes podem proteger contra o desenvolvimento de RD. A dieta mediterrânea foi recentemente 

apontada como um fator protetor, indicando menor risco de RD em indivíduos com DM2. Isso 

reforça que esse padrão dietético é um dos mais promissores para prevenir RD, especialmente 

quando inclui azeite de oliva, fibras e cereais como nozes, que podem atenuar as consequências 

fisiopatológicas das complicações microvasculares do diabetes, como inflamação, estresse 

oxidativo e resistência à insulina (Francisco et al., 2020). 

Estudo transversal conduzido por She et al. (2020) investigou a associação da ingestão 

de vitamina E, selênio e riboflavina em uma amostra de pacientes chineses (n = 455). Os autores 

constataram um efeito protetor da vitamina E e selênio nos pacientes com RD, em comparação 

com os controles, e não observaram diferenças entre os grupos quanto ao consumo de 

riboflavina. Granado-Casas et al. (2018), em estudo transversal (n = 243), corroboraram esses 

achados, indicando que o consumo de vitamina E foi um fator protetor para a RD. Além disso, 

a ingestão de carboidratos complexos, gordura total, ácidos graxos monoinsaturados e ácido 

oleico também foi apontada como um fator de proteção para pacientes com RD. Essas 
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estratégias nutricionais de fato apresentam forte evidência de que podem reduzir o risco de 

desenvolver RD, demonstrando serem eficazes e uma alternativa aos tratamentos 

convencionais. 

A nutrição especializada surge como um potencial adjuvante no tratamento da RD, 

sendo uma alternativa não invasiva e de baixo custo, que pode ser adaptada a diferentes níveis 

socioeconômicos, em contraste com tratamentos mais invasivos e caros, muitas vezes sem 

indicação a longo prazo devido aos seus efeitos colaterais (Sharma et al., 2017). Além de estar 

relacionada diretamente ao risco de RD, a alimentação pode exercer um papel modulador sobre 

fenótipos ligados a alterações genéticas, resultado da interação entre genes e nutrientes 

(Steemburgo; De Azevedo; Martínez, 2009). 

Nesse sentido, a nutrição tem um papel fundamental na patogênese do DM2 e suas 

complicações crônicas, e a análise das interações entre nutrientes e genes é um passo importante 

para a compreensão dos mecanismos por trás dessa doença crônica. Uma área promissora, a 

nutrigenômica, utiliza ferramentas moleculares para investigar como os nutrientes influenciam 

a expressão de genes e proteínas, bem como a produção de metabólitos (Müller; Kersten, 2003). 

Essa abordagem fornece uma visão detalhada de como componentes dietéticos comuns podem 

regular a expressão gênica e impactar os níveis de proteínas, seja por meio de regulação positiva 

ou negativa (Rana et al., 2016). 

Estudos têm demonstrado que a nutrição dietética pode influenciar fatores epigenéticos, 

como a metilação do DNA. Uma metanálise envolvendo 60 estudos em humanos mostrou que 

intervenções com dietas de baixo valor energético, suplementos multivitamínicos e ácido fólico 

são capazes de modificar a metilação global do DNA, com o ácido fólico sendo a intervenção 

mais frequente e apresentando resultados mais consistentes (Elgendy et al., 2018). 

A partir dessa base, podemos direcionar o foco para a relação entre a alimentação e 

alterações epigenéticas no contexto do DM2 e da RD. Estudos têm explorado como padrões 

alimentares específicos podem estar associados a modificações epigenéticas que impactam 

diretamente no desenvolvimento e progressão dessas doenças (De Renzo et al., 2019). Nesse 

sentido, os compostos dietéticos bioativos, ao afetar direta e indiretamente a atividade gênica, 

têm sido relacionados a alterações epigenéticas, como metilação do DNA, acetilação de 

histonas e modulação da expressão de microRNAs em condições fisiológicas e patológicas 

(Cannataro; Cione, 2022). 

Do ponto de vista nutricional, há evidências crescentes que demonstram como 

componentes dietéticos influenciam a expressão de miRs associados à resistência à insulina e 

ao DM2. Essa interação entre dieta e expressão de miRs faz parte do campo da nutrigenômica, 
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que investiga como os elementos presentes na alimentação podem afetar a expressão gênica e, 

por consequência, impactar a saúde. Atualmente, é reconhecido que diversos miRNAs, 

modulados por padrões alimentares, nutrientes, alimentos e polifenóis, desempenham um papel 

crucial na regulação pós-transcricional de vários componentes da via de sinalização da insulina 

(Corrales et al., 2023). 

Poucos estudos avaliaram a modulação do miR após intervenção nutricional em 

indivíduos. A maioria dos estudos foi realizada in vitro e/ou in vivo. Em um modelo animal, 

foi demonstrado que uma dieta suplementada com 25% de soja por 28 dias promoveu alterações 

significativas na expressão do miR-145a-5p e miR-455p, em comparação com o grupo controle. 

Esses miRs foram associados à modulação da expressão do receptor nuclear, da relação 

glutamina/glutationa, da atividade catalítica e do metabolismo do ferro no fígado (Seclaman et 

al., 2019). 

Outro estudo avaliou o efeito de uma dieta rica em proteínas, óleo de peixe e ômega-3 

em camundongos NZ10, predispostos a desenvolver obesidade e DM2. Após 19 semanas de 

intervenção, houve um aumento na expressão do miR-205 e uma diminuição na expressão dos 

miRs miR-411, miR-155, miR-335 e miR-142. A expressão diferencial dos miRs foi 

relacionada ao aumento dos triglicerídeos, do índice aterogênico e à diminuição da glicose (Adi 

et al., 2016). Esses dados sugerem que a modulação epigenética por meio de nutrientes 

específicos pode desempenhar um papel na patogênese do DM2 e na progressão da RD. 

Em um estudo clínico em humanos, Kahl et al. (2019) investigaram a modulação da 

expressão do miR-192 e miR-375 após intervenção nutricional em pacientes com DM2. Foi 

identificada uma correlação positiva entre os miR-192 e miR-375 e os níveis plasmáticos de 

glicose, enquanto a diminuição na expressão desses miRs foi associada a melhorias nos 

parâmetros glicêmicos após a intervenção. Esses achados sugerem que a intervenção nutricional 

pode modular a expressão de miRs e, consequentemente, impactar o controle glicêmico em 

pacientes com DM2. 

Com base nessas evidências, podemos afirmar que a nutrição pode desempenhar um 

papel modulador significativo no desenvolvimento e progressão da RD, em parte devido à sua 

influência sobre a epigenética e a expressão de miRs. Esses estudos destacam a importância de 

intervenções nutricionais personalizadas para indivíduos com DM2, considerando tanto o 

impacto direto na saúde metabólica quanto os efeitos potenciais sobre a expressão gênica e a 

progressão de complicações como a RD. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 TIPO DE ESTUDO E ASPECTOS ÉTICOS 

 

Este é um estudo transversal de base epidemiológica, vinculado a uma pesquisa maior 

intitulada: “Caracterização nutricional, metabólica, genética e de conhecimento de portadores 

de retinopatia diabética.” O projeto faz parte do “Programa Pesquisa para o SUS: Gestão 

Compartilhada em Saúde – PPSUS”. A amostra foi composta por 170 voluntários de ambos os 

sexos, atendidos no ambulatório de endocrinologia na Unidade da Visão do Hospital 

Universitário Lauro Wanderley da Universidade Federal da Paraíba (HULW/UFPB), entre 

outubro de 2019 e julho de 2022. 

Os pacientes foram selecionados com base nos seguintes critérios: diagnóstico prévio 

de Diabetes mellitus tipo 2 (DM2), há pelo menos 5 anos e idade mínima de 40 anos. Foram 

considerados inelegíveis para o estudo os indivíduos com diagnóstico de diabetes mellitus tipo 

1 (DM1), aqueles com menos de cinco anos de diagnóstico de DM2 e participantes com menos 

de 40 anos de idade. 

Foram excluídos do estudo os participantes que não realizaram a coleta de sangue ou o 

exame de fundo de olho, além daqueles cujas amostras apresentaram quantidade insuficiente 

de DNA para a análise molecular de metilação. 

Após o diagnóstico médico da presença ou ausência de RD, os participantes foram 

divididos em dois grupos: 

Grupo 1: Pacientes com retinopatia diabética (grupo RD). Neste grupo, foram 

considerados os diferentes estágios da complicação microvascular, incluindo retinopatia 

diabética não proliferativa (RDNP) leve, moderada e severa, além da retinopatia diabética 

proliferativa (RDP). 

Grupo 2: Pacientes com diabetes, mas sem retinopatia diabética (grupo S/RD). 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética para Pesquisa em Seres Humanos do 

Hospital Universitário Lauro Wanderley da Universidade Federal da Paraíba (HULW/UFPB), 

sob CAAE: 99840118.3.0000.5183 e parecer nº 3018211/2018. Foi conduzido de acordo com 

os padrões éticos da instituição, em conformidade com a Resolução nº 466/2012 do Conselho 

Nacional de Saúde/Comissão Nacional de Ética em Pesquisa e com a Declaração de Helsinki. 

Todos os participantes foram devidamente informados sobre os procedimentos envolvidos no 

estudo e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) antes de iniciar a 

participação na pesquisa. Foram esclarecidas quaisquer dúvidas dos participantes quanto aos 
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riscos, benefícios e a confidencialidade dos dados coletados, garantindo-se que a participação 

fosse voluntária e consciente. 

 

3.2 PROCEDIMENTOS DE COLETA DE DADOS 

 

Pela manhã, os participantes dirigiram-se ao laboratório especializado para a coleta de 

sangue, visando à realização de análises bioquímicas e à extração de DNA leucocitário. 

Posteriormente, os participantes foram encaminhados ao ambulatório de oftalmologia da 

Unidade da Visão do Hospital Universitário Lauro Wanderley (HULW/UFPB) para a 

realização do exame de fundoscopia. No mesmo dia, foram coletados dados epidemiológicos, 

história clínica, dados antropométricos, nível de atividade física e o primeiro recordatório 

alimentar de 24 horas dos participantes. Quinze dias após a coleta do primeiro recordatório 

alimentar, foi realizado o segundo recordatório alimentar. A figura 4 resume o desenho 

experimental do estudo. 

 
Figura 4: Desenho do estudo 
Legenda: IPAQ = Questionário Internacional de Atividade Física; R24hrs = Recordatório Alimentar de 24 horas 

 

3.3 AVALIAÇÃO CLÍNICA DA RETINOPATIA DIABÉTICA 

 

O diagnóstico de RD foi baseado em oftalmoscopia binocular indireta após dilatação 

pupilar com tropicamida 0,5%. As imagens da retina, incluindo a mácula e o disco central, 

foram capturadas em um ângulo de 45˚ por uma câmera de fundo, e o exame foi realizado por 

um oftalmologista especialista em retina da Unidade da Visão (HULW). A RD foi 

diagnosticada como ausente (S/RD), não-proliferativa (RDNP) ou proliferativa (RDP), 

utilizando como critérios de classificação a Escala Clínica Internacional de Gravidade da 

Retinopatia Diabética (International Clinical Diabetic Retinopathy Disease Severity Scale) 

(Wilkinson et al., 2003). 
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3.4 QUESTIONÁRIOS SOCIODEMOGRÁFICOS E AVALIAÇÃO CLÍNICA 

 

Foi aplicado um questionário sociodemográfico para coletar informações detalhadas 

sobre os pacientes, incluindo dados pessoais como idade, sexo, nível de escolaridade, estado 

civil, e ocupação. Além disso, foram obtidas informações sobre o diagnóstico de diabetes 

mellitus, como o tempo desde o diagnóstico, histórico familiar da doença e presença de 

complicações associadas. Também foram registradas variáveis clínicas, como o índice de massa 

corporal (IMC), histórico de doenças crônicas associadas, como hipertensão e dislipidemia, e o 

uso de medicamentos. Em relação ao tratamento do DM2 e da RD, foram coletados dados sobre 

os tipos de intervenções realizadas, como o uso de insulina, antidiabéticos orais, mudanças na 

dieta, prática de exercícios físicos, e tratamentos específicos para RD, como a fotocoagulação 

a laser ou terapias anti-VEGF (fator de crescimento endotelial vascular). 

A pressão arterial foi aferida utilizando o método auscultatório com um 

esfigmomanômetro aneroide, conforme as recomendações da VII Diretriz Brasileira de 

Hipertensão Arterial. A pressão arterial sistólica (PAS) foi considerada elevada quando acima 

de 140 mmHg, e a pressão arterial diastólica (PAD) quando acima de 80 mmHg, valores 

utilizados como referência para a classificação de hipertensão arterial (Sociedade Brasileira de 

Hipertensão, 2020). Além disso, foram realizadas múltiplas aferições para garantir a precisão 

dos valores medidos, e os pacientes foram instruídos a relaxar antes do procedimento para 

minimizar a influência de fatores externos nos resultados. 

 

3.5 AVALIAÇÃO ANTROPOMÉTRICA E NÍVEL DE ATIVIDADE FÍSICA 

 

Massa corporal: Para a mensuração precisa da massa corporal, foi utilizada uma 

balança digital da marca Omron®, modelo HN-289, com capacidade para medir até 150 kg e 

precisão de 100 g. Os participantes foram orientados a utilizar roupas leves, removendo itens 

como cintos, sapatos e acessórios pesados para garantir a precisão das medições. Durante a 

pesagem, os indivíduos mantiveram-se descalços, em postura ereta, com os pés paralelos e 

inteiramente apoiados na plataforma da balança. Os braços foram mantidos relaxados ao longo 

do corpo, e foram feitas múltiplas medições para assegurar a consistência dos resultados. O 

ambiente da pesagem foi controlado, evitando-se superfícies irregulares e fatores que pudessem 

interferir no peso registrado (Brasil, 2011). 

Estatura: A altura foi medida com o uso de um estadiômetro portátil da marca Sany®, 

seguindo procedimentos padronizados para garantir a acurácia dos dados. Os participantes 
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foram instruídos a se posicionarem de costas para o estadiômetro, com os pés juntos e os 

calcanhares tocando a base do equipamento. A posição anatômica correta, com o plano de 

Frankfurt alinhado, foi observada para que a cabeça estivesse nivelada, evitando inclinações 

que poderiam comprometer a medida. Antes da medição, os participantes foram orientados a 

remover sapatos, chapéus, bonés e, no caso das mulheres, a soltarem os cabelos para evitar 

qualquer aumento artificial da altura. O processo foi realizado com calma, garantindo que os 

participantes estivessem completamente relaxados e em postura natural durante a medição. 

Índice de Massa Corporal (IMC): O IMC foi calculado utilizando a fórmula padrão 

peso (em quilogramas) dividido pela altura (em metros) ao quadrado. Os participantes foram 

então classificados conforme os pontos de corte estabelecidos pela Organização Mundial da 

Saúde (OMS) para adultos e idosos (World Health Organization, 2000). As categorias de 

classificação incluíram: baixo peso (IMC abaixo de 18,5), IMC adequado ou eutrófico (18,5 a 

24,9), sobrepeso (25,0 a 29,9) e obesidade (acima de 30,0). 

 

Tabela 2. Classificação do Índice de Massa Corporal 
 

IMC Classificação 

<18,5 Baixo peso 

18,5 a 24,9 Eutrofia 

Idosos a partir de 60 anos 

25,0 a 29,9 Excesso de peso 

30,0 a 34,9 Obesidade de Grau 1 

35,0 a 39,9 Obesidade de Grau 2 

≥ 40,0 Obesidade de Grau 3 

Fonte: World Health Organization (2000) 

 

Relação Cintura/Quadril (RCQ): A Relação Cintura/Quadril (RCQ) foi calculada pela 

razão entre a medida da circunferência da cintura e a circunferência do quadril. A RCQ foi 

considerada alterada quando o valor era igual ou superior a 0,90 para homens e 0,85 para 

mulheres (Who, 2008). Para realizar as medições, foi utilizada uma fita métrica inextensível da 

marca Sanny®, com escala de 0 a 200 cm e precisão de 0,1 cm. As medidas foram obtidas com 

os participantes em pé, com abdômen e braços relaxados ao lado do corpo, garantindo uma 

leitura precisa e consistente. 

Questionário Internacional de Atividade Física (IPAQ): O nível de atividade física dos 

participantes foi avaliado por meio do Questionário Internacional de Atividade Física (IPAQ) 
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versão curta, referente a uma semana normal (Matsudo et al., 2001). Este instrumento, validado 

para a população brasileira, é amplamente utilizado internacionalmente. O IPAQ permite 

estimar o tempo semanal gasto em atividades físicas nos domínios do trabalho, lazer, transporte 

e tarefas domésticas (Benedetti; Antunes; Rodriguez-Añez, 2007). Para analisar o nível habitual 

de atividade física dos participantes com base no IPAQ, foi considerado o total de minutos por 

semana dedicados a atividades físicas moderadas e vigorosas em cada domínio. A interpretação 

dos níveis de atividade física seguiu as recomendações que indicam benefícios para a saúde, 

classificando como “ativos” os indivíduos que praticam pelo menos 150 minutos por semana 

de atividade física moderada ou vigorosa (ACSM, 2020). 

 

3.6 AVALIAÇÃO DO CONSUMO ALIMENTAR 

 

Foi utilizado o recordatório alimentar de 24 horas que é uma metodologia utilizada para 

identificar e quantificar todos os alimentos e bebidas ingeridos nas 24 horas anteriores à 

entrevista, sendo mais frequentemente aplicado para o dia anterior (Gibson, 2005). Para garantir 

a precisão dos dados, o recordatório foi realizado 2 vezes ao longo da semana, incluindo um 

registro referente a um dia de semana e outro a um dia de final de semana. Esses recordatórios 

foram administrados por um nutricionista treinado. Durante o preenchimento do recordatório, 

os participantes foram instruídos a fornecer informações detalhadas, incluindo a hora do 

consumo, a identificação dos alimentos e bebidas, características específicas como tipo, 

ingredientes das preparações, marca, forma de preparo e quantidade consumida, utilizando 

medidas caseiras e tamanhos de porção. 

Os dados coletados foram analisados por um nutricionista treinado com o auxílio do 

software de nutrição Brasil Nutri®. As informações extraídas incluíram calorias totais, 

macronutrientes, micronutrientes e o dos alimentos e bebidas relatados. Para análise estatística, 

os dados dos recordatórios foram tabulados em uma planilha do Excel®, e a média aritmética 

foi calculada. A ingestão regular de energia e nutrientes foi estimada pelo método de múltiplas 

fontes (MSM). Este método é adequado para estimar a ingestão habitual individual no caso de 

medições repetidas e um período de tempo definido.  

 

3.7 COLETA SANGUÍNEA E ANÁLISES BIOQUÍMICAS 

 

Vinte mL de sangue venoso foram coletados por enfermeira treinada e acondicionados 
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em tubos na presença de EDTA para extração de DNA e dosagem de HbA1C e na ausência de 

anticoagulante em tubo contendo ativador de coágulos para obtenção do soro para as dosagens 

bioquímicas. Em seguida, as amostras de sangue foram centrifugadas a 3000 RPM por 15 

minutos para obtenção de soro ou plasma e transferidos para microtubos de 2 μL e refrigerados 

a -20°C para posteriores análises. 

Para as determinações bioquímicas foram realizados: glicemia de jejum, colesterol total 

(COL), lipoproteína de alta densidade (HDL-c), lipoproteína de baixa densidade (LDL-c), 

triglicerídeos (TG), creatinina e hemoglobina glicada (HbA1c). Todas as análises foram 

realizados em analisador automatizado (Selectra XL Flexor) utilizando kit padronizado e 

seguindo as orientações recomendadas pelo fabricante (Gold Analisa Diagnóstica Ltda, MG, 

Brasil). A concentração de LDL foi determinada pela fórmula de Friedewald, onde: [LDL] = 

[colesterol total] - [HDL] – [triglicerídeos ÷ 5] (Friedewald; Levy; Fredrickson, 1972). 

A análise da atividade antioxidante foi realizada utilizando a capacidade antioxidante 

total (TAC). A TAC foi determinada utilizando o método descrito por Brand-Williams, 

Cuvelier e Berset (1995). Neste método, uma alíquota de 1,25 mg de 2,2-difenil-1-picrilidrazila 

(DPPH) foi dissolvida em 100 mL de etanol absoluto (99,5%) e mantida sob refrigeração, 

protegida da luz. Em seguida, 3,9 mL da solução de DPPH foram adicionados a 50 μL de plasma 

em tubos de ensaio. Os tubos foram agitados em vórtex e deixados em repouso por 30 minutos. 

Após esse período, foram centrifugados a 10.000 g, a 20ºC, por 15 minutos, e o sobrenadante 

foi utilizado para a leitura em um espectrofotômetro (Biospectro SP-22, Curitiba, Brasil) a um 

comprimento de onda de 515 nm. Os resultados foram expressos como percentual da atividade 

antioxidante (AOA): AOA= 100 – [DPPH•R]t/[DPPH•R]B 100) onde, [DPPH•R]t e 

[DPPH•R]B correspondem às concentrações de DPPH• remanescente após 30 minutos, 

avaliadas na amostra (t) e no branco (B) preparado com água destilada.  

A análise de Fator de Crescimento Endotelial Vascular A (VEGF-A) foi realizada de 

acordo com metodologia de Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) utilisando um  kit 

comercial (Human VEGF-A ELISA Kit RAB0507, Millipore, Saint Louis, EUA), seguindo as 

instruções do fabricante. O soro dos pacientes e os padrões foram incubados em uma placa de 

96 poços sensibilizada com anticorpos anti-VEGF por 2,5 horas à temperatura ambiente. Após 

a incubação inicial, as placas foram lavadas e incubadas por uma hora adicional com um 

anticorpo de detecção biotinilado. Em seguida, foi adicionado um complexo enzimático de 

avidina-peroxidase (avidina-HRP) e incubado por 30 minutos. Após o período de incubação 

com o complexo enzimático, foi adicionado um substrato contendo tetrametilbenzidina (TMB) 

e peróxido de hidrogênio (H2O2). A reação foi interrompida após 15 minutos com ácido 
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fosfórico 1N e a leitura da absorvância foi realizada em um leitor de microplaca a 450 nm. A 

sensibilidade mínima do ensaio para VEGF-A foi de 10 pg/mL, e a faixa linear da curva padrão 

foi de 8,23 a 6000 pg/mL. A concentração de VEGF-A foi calculada utilizando a curva padrão 

obtida. 

 

3.8 ANÁLISE DE METILAÇÃO DO DNA 

 

A análise de metilação foi realizada através do DNAs de leucócitos previamente 

extraídos utilizando kit comercial GeneJET Whole Blood Genomic DNA Purification Mini Kit 

(Thermo Scientific). Foi realizado método de PCR Específica para Metilação 

(MethylationSpecific PCR - MSP), cujo princípio está em transformar citosina não metilada em 

uracila sem provocar alteração em citosina metilada, através do bissulfito de sódio (Herman et 

al., 1996). Para tanto, foi utilizado o kit EpiJET Bisulfite Conversion Kit (Thermo Scientific), 

respeitando-se as recomendações do fabricante. As diferenças nas sequências após tratamento 

do DNA foram detectadas pela técnica da PCR utilizando Dream Taq™ Hot Start (Thermo 

Fisher Scientific) e primers específicos para sequências metiladas e não metiladas, para o miR-

9-3 (Wang et al., 2013) e seguindo as condições específicas de PCR de acordo com outros 

autores (Dos Santos Nunes et al., 2018). Após a amplificação, 7 μl das amostras de PCR foram 

aplicadas e a eletroforese realizada em gel de agarose a 3% com gel red (Biotium). As bandas 

de DNA foram visualizadas em transluminador ultravioleta. Como controle positivo, foram 

utilizados DNA totalmente metilado e totalmente desmetilado (Cells- to-CpG™ Methylated & 

Unmethylated DNA Control Kit, Life Technologies). 

 
Tabela 3. Sequências dos iniciadores e condições da PCR específica para metilação do DNA do 

gene-9-3. 

Gene Primer 3’-5’ (F/R) Temperatura 

de anelamento 

(ºC) 

Quantidade 

de ciclos 

Produto 

(pb) 

 

 

miR-9-3 

ATTGGTCGATTTTTGGATTGAC (M) 

CGCTTAAAAAACCTCGAACG (M) 

 

GATTGGTTGATTTTTGGATTGAT (U) 

CAAAACACTTAAAAAACCTCAAACA (U) 

58 (1 min) 

 

 

 

55 (1 min) 

35 116 

Legenda: M = Sequência do primer metilada; U = Sequência do primer metilada; pb = Pares de 

baases. 
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Figura 5: Gel de agarose de metilação do miR-9-3. 

Legenda: Não met = não metilado; P. met. = Parcialmente metilado; Ppm = Padrão de peso molecular; M 

= methylated; U = unmethylated; pb = pares de base 

Fonte: dados da pesquisa (2023). 

 

3.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os dados foram apresentados como média, desvio padrão (DP) ou mediana com 

intervalos de confiança de 95% para variáveis contínuas, e frequência absoluta e relativa para 

variáveis categóricas. A normalidade dos dados contínuos foi avaliada pelo teste de 

Kolmogorov-Smirnov. Para a comparação entre os grupos, foram utilizados o teste t de Student 

independente ou o teste de Mann-Whitney (para variáveis contínuas) e o teste do qui-quadrado 

ou o teste exato de Fisher (para variáveis categóricas). As variáveis Idade, Pressão Arterial 

Sistólica (PAS), Pressão Arterial Diastólica (PAD), Índice de Massa Corporal (IMC), Relação 

Cintura-Quadril (RCQ), Colesterol Total (CT) e Lipoproteína de Baixa Densidade (LDL) foram 

consideradas não paramétricas, enquanto Duração do DM2, Glicose, Hemoglobina Glicada 

(HbA1c), Creatinina, Triglicerídeos (TG) e Lipoproteína de Alta Densidade (HDL) foram 

tratadas como variáveis paramétricas. 

Para verificar a razão de chances (odds ratio) da metilação do miR-9-3 na RD, foi 

utilizada regressão logística binária. Os modelos foram selecionados com base em um critério 

hierárquico, considerando tanto os resultados dos testes estatísticos de comparação entre grupos 

quanto a relevância clínica das variáveis para o desfecho principal (RD e RDP - retinopatia 

diabética proliferativa). A variável dependente foi RD ou RDP, e a variável independente foi a 

hipermetilação do miR-9-3. As variáveis de ajuste/confusão incluíram tratamento com insulina, 
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sexo masculino, TG, HDL e creatinina. 

Para analisar a influência da atividade físia na metilação na RD, foi utilizado outro 

modelo de regressão logística, com a metilação como variável dependente, e o nível de 

atividade física como variável independente. As variáveis de ajuste/confusão incluíram 

:tratamento com insulina, sexo feminino, TG, HDL e creatinina. Os pressupostos de 

colinearidade foram rigorosamente testados e respeitados. Valores de p < 0.05 foram 

considerados estatisticamente significativos. Os dados foram analisados utilizando o software 

SPSS versão 26 (IBM SPSS, Chicago, IL, EUA), e as figuras gráficas foram geradas utilizando 

o software GraphPad Prism versão 8 (GraphPad Prism Software Inc., San Diego, CA, EUA). 

 

4. RESULTADOS 

 

Os resultados desta tese estão apresentados na forma de 2 artigos. O 1º artigo original 

consta como (APÊNDICE A). 

O artigo intitulado: “MiR-9-3 hypermethylation is associated with stages of diabetic 

retinopathy” teve como principais resultados: 

• A hipermetilação do miR-9-3 foi significativamente mais elevada no grupo com 

retinopatia diabética (DR), especialmente no subgrupo com retinopatia proliferativa 

(PDR), em comparação ao grupo controle de DM2; 

• Não houve diferença significativa de hipermetilação entre o grupo controle de DM2 e o 

grupo com retinopatia não proliferativa (NPDR); 

• A hipermetilação do miR-9-3 foi associada a um risco aumentado de desenvolvimento 

de DR e PDR; 

• Nos subgrupos com DR e NPDR, a hipermetilação do miR-9-3 foi relacionada a níveis 

mais elevados de VEGF-A no soro, sugerindo uma ligação com a angiogênese. 

 

O 2º artigo consta como (APÊNDICE B) intitulado: “Physical activity levels influence miR-9-

3 methylation in Diabetic Retinopathy”. Os principais resultados do artigo foram: 

 

• Atividade física insuficiente foi identificada como fator de risco para a metilação do 

miR-9-3; 

• A maior capacidade antioxidante total (CAT) foi considerada uma variável protetora 

contra a metilação do miR-9-3; 

• Esses efeitos foram observados independentemente de outras variáveis de ajuste, 
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reforçando a influência da atividade física e da capacidade antioxidante na regulação 

epigenética do miR-9-3. 

O 3º artigo consta com (APÊNDICE C) intitulado: “Carbohydrate intake is associated with 

miR-9-3 methylation in patients with Diabetic Retinopathy”. Os principais resultados do artigo 

foram:  

• A ingestão de carboidratos, sódio, tiamina e riboflavina foi maior no grupo RD nos 

pacientes metilados; 

• A maior ingestão de carboidratos mostrou-se como um fator de risco para a metilação 

de miR-9-3 independente das covariáveis de ajuste.  
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Abstract 30 

Purpose To investigate the potential relation between methylation of miR-9-3 and stages of diabetic retinopathy 31 

(DR). Additionally, we explored whether miR-9-3 methylation impacts the serum levels of Vascular Endothelial 32 

Growth Factor (VEGF). 33 

Methods A cross-sectional study was conducted with 170 participants with type 2 diabetes, including a control 34 

group (n = 64) and a diabetes retinopathy group (n = 106), which was further divided into NPDR (n = 58) and 35 

PDR (n = 48) subgroups. Epidemiological, clinical, anthropometric, biochemical ELISA assay were analysed. 36 

DNA extracted from leukocytes was used to profile miR-9-3 methylation using PCR-MSP. 37 

Results MiR-9-3 hypermethylated profile was higher in the DR group (p < 0.001) and PDR subgroup compared 38 

to DM2 control group (p < 0.001). The hypermethylated profile in the PDR subgroup was also higher compared 39 

to NPDR subgroup (p < 0.001). There was no difference between DM2 control and NPDR group (p = 0.234). 40 

Logistic regression showed that miR-9-3 hypermethylation increases the odds of presenting DR (OR: 2.826; p = 41 

0.002) and PDR (OR: 5.472; p < 0.001). In addition, hypermethylation of miR-9-3 in the DR and NPDR subgroup 42 

was associated with higher serum VEGF-A levels (p = 0.012 and p = 0.025, respectively). 43 

Conclusion The methylation profile of the miR-9-3 promoter increases the risk of developing PDR. Higher levels 44 

of VEGF-A are associated with miR-9-3 hypermethylated profile in patients in the DR and NPDR stages. 45 

 46 

Keywords Diabetic retinopathy, Epigenetic, microRNAs, methylation, VEGF-A47 
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Introduction  48 

 49 

Diabetes Retinopathy (DR) is one of the most common microvascular complications in patients with Diabetes 50 

Type 2 (DM2) [1], leading to preventable blindness [2]. The primary risk factors associated with DR include the 51 

duration of diabetes [3], poor glycemic control [4], and hypertension [5]. This microvascular complication affects 52 

the retinal cells and is manifested in two clinical stages: Non-Proliferative Diabetic Retinopathy (NPDR) and 53 

severe Proliferative Diabetic Retinopathy (PDR) [6]. 54 

The literature indicates that not all patients with DM2 develop DR. When it does occur, it may exhibit a 55 

slower [7] or faster evolution [8] in scenarios that are not always explained by the control or lack of control of the 56 

main risk factors. Therefore, the identification of early risk factors is crucial for developing optimal preventive 57 

and therapeutic strategies in managing diabetes and its complications. 58 

One of the current molecular approaches in DM2 research is the study of microRNAs (miRs), a class of 59 

non-coding RNAs consisting of approximately 22 nucleotides. They play a crucial role in the post-transcriptional 60 

regulation of gene expression by either reducing messenger RNA translation or promoting its degradation [9]. 61 

These miRs are essential elements in regulating a number of processes associated with diabetes and its chronic 62 

complications [10]. Specifically, in the study of DR, certain microRNA expression patterns have been linked to 63 

its diagnosis and progression [11]. 64 

MicroRNA-9 (miR-9) consists of three independent loci in the Deoxyribonucleic acid (DNA): miR-9-1 65 

on chromosome 1, miR-9-2 on chromosome 5, and miR-9-3 on chromosome 15. Methylation in the promoter 66 

region of the miR-9 gene prevents the transcription of primiRs that give rise to mature miR-9, ultimately affecting 67 

its expression [12]. MiR-9 is expressed in insulin-secreting pancreatic β cells. Its increased levels significantly 68 

impact insulin secretion stimulated by elevated glucose levels in both in vitro and in vivo models by modulating 69 

granulophilin expression through the transcription factor ONECUT2 (OC2) [13]. 70 

MiR-9 targets the deacetylase Sirt1 [14], which, in turn, represses the expression of the gene encoding 71 

the mitochondrial uncoupling protein UCP2 [15]. This repression leads to an increase in glucose-stimulated insulin 72 

secretion [16]. Another regulatory pathway that affects insulin secretion is the Syntaxin binding protein 1 (Stxbp1), 73 

which is involved in the intracellular trafficking of vesicles [17]. In the islets of patients with DM2, the expression 74 

of Stxbp1 is decreased, resulting in reduced insulin secretion [18]. These molecules indirectly contribute to insulin 75 

secretion and their activity is influenced by glucose levels or the exposure of pancreatic secretory cells to glucose. 76 

Studies have reported an association between a hypermethylated miR-9-3 promoter profile and an 77 

increased risk of DR in patients with DM2 [19-20]. Furthermore, elevated expression of miR-9 has been 78 

documented in newly diagnosed and long-term DM2 patients, as well as in patients with DM2 and coronary artery 79 

disease (CAD), [21-22]. However, this association has not been explored in the different stages of DR, and the 80 

underlying mechanisms explaining this association remain unclear. 81 

One potential mechanistic pathway involves the positive regulation of the Vascular Endothelial Growth 82 

Factor (VEGF), which plays a key role in the pathogenesis of DR [23]. VEGF promotes pathological 83 

neovascularization [24-25] and increases vascular permeability in the retina. The expression of VEGF is regulated 84 

by miR-9, suggesting an epigenetic control [26,27,28,29]. 85 

Given the previous evidence that associates the hypermethylation of miR-9-3 with DR, the relationship 86 

between miR-9-3 levels and control of insulin secretion and the already documented involvement in the regulation 87 
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of VEGF expression, the objective of this study was to analyze the potential relationship between miR-9-3 88 

methylation and DR stages. We also explored whether VEGF levels differed in groups of diabetic patient samples 89 

with different miR-9-3 methylation profiles. 90 

 91 

Methods 92 

 93 

Participants, study design and Sample size  94 

 95 

An epidemiological, cross-sectional study was conducted between October 1th, 2019 and July 30th, 2022 with 170 96 

participants diagnosed with diabetes from the Endocrinology and Ophthalmology outpatient clinics of the 97 

University Hospital Lauro Wanderley University Hospital in the city of João Pessoa, state of Paraiba, Brazil. The 98 

study included patients of both sexes with DM2 who had been diagnosed for five years or more. Individuals with 99 

Type I Diabetes Mellitus (DM1), those diagnosed with DM2 for less than five years, those who underwent LASIK 100 

surgery, and those with insufficient DNA samples for methylation analysis were excluded. After medical 101 

diagnosis, participants were assigned to either a DM2 control group or to a DR group. In the morning, the 102 

participants went to the specialized laboratory for blood collection, for further biochemical analysis and DNA 103 

extraction from leukocytes. Then they went to the outpatient ophthalmology clinic for a fundoscopy. On the same 104 

day, epidemiological data, clinical history and anthropometric data. 105 

The required sample size was calculated using Raosoft Sample Size Calculator 106 

http://www.raosoft.com/samplesize.html. For calculating the sample size, the diabetic population in João Pessoa 107 

was considered. According to data from VIGITEL [30] the estimated number of diabetics in João Pessoa is 108 

approximately 72.552. To ensure a margin error of 5% and a confidence level of 95%, a sample size of 122 109 

participants would be necessary. However, to account for potential sample losses, the sample was adjusted by 110 

15%, resulting in a minimum of 140 participants needed for the study. 111 

The study was approved by the Human Research Ethics Committee of the Universitary Hospital Lauro 112 

Wanderley of the Federal University of Paraíba (Opinion nº: 3.053.068 and 4.917.746) and was conducted in 113 

accordance with Resolution 466/2012 of the National Health Council. Written informed consent form was obtained 114 

prior to data collection. 115 

 116 

Clinical characterization 117 

 118 

Retinal evaluation was conducted using indirect binocular ophthalmoscopy, following pupillary dilation with 0.5% 119 

tropicamide. Retinal images of the macula and central disc were captured using a fundus camera. The diagnosis 120 

and classification of DR were determined based on the standards and recommendations of the Action to Control 121 

Cardiovascular Risk in Diabetes (ACCORD) [31] and Early Treatment Diabetic Retinopathy Study (ETDRS) [32]. 122 

DR is been subdivided into two stages: NPDR and PDR. NPDR can be further categorized as mild, moderate, and 123 

severe, characterized by the presence of microaneurysms, exudates, retinal hemorrhages, and cotton wool spots. 124 

PDR is marked by neovascularization and vitreous hemorrhage. The control group (n = 64) consisted of patients 125 

with DM2 without retinopathy, while patients with DR (n = 106) were divided into subgroups: NPDR (n = 58) 126 

and PDR (n = 48). 127 

http://www.raosoft.com/samplesize.html
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Anthropometric assessment 128 

 129 

Weight (kg) and height (m) were measured using an Omron Healthcare Brazil weight scales and a Sanny Standard 130 

portable stadiometer, respectively. The Body Mass Index (BMI) was calculated based on the measurements. Waist 131 

and hip circumferences were measured using an inextensible tape (Sanny Standard, São Paulo, Brazil). 132 

 133 

Blood collection and biochemical analysis 134 

 135 

After a 12-hour overnight fast, 20 mL of venous blood was collected and divided into tubes containing K3EDTA 136 

for DNA extraction and HbA1C measurement, as well a tube with clot activator to obtain serum for biochemical 137 

analysis. Blood samples were centrifuged at 3000 rpm for 15 minutes to obtain serum or plasma. Fasting glycemia 138 

(FG), total cholesterol (TC), high-density lipoprotein (HDL), and triglycerides (TG) were measured using 139 

enzymatic methods, creatinine by the kinetic method, while glycated hemoglobin (HbA1c) was measured by the 140 

turbidimetric method. The analyses were carried out in an automatic analyzer (Selectra XL Flexor) using 141 

commercial control samples in accordance with the manufacturer's instructions (Gold Analisa Diagnóstica Ltda, 142 

MG, Brazil). The concentration of low-density lipoprotein (LDL) was calculated using the Friedewald formula: 143 

LDL = (total cholesterol) – (HDL) – (triglycerides ÷ 5) [33].  144 

 145 

DNA isolation and miR-9-3 methylation  146 

 147 

Leukocyte DNA was isolated using the GeneJET Whole Blood Genomic DNA Purification Mini Kit (Thermo 148 

Fisher Scientific) for later methylation analysis. A specific PCR method for methylation (PCR-MSP) was carried 149 

out, whose principle is to transform unmethylated cytosine into uracil through sodium bisulfite (EpiJET Bisulfite 150 

Conversion Kit - Thermo Fisher Scientific). As the method does not alter the structure of methylated cytosines, it 151 

is possible to detect the occurrence of methylation using sequence-specific primers [34]. Differences in the 152 

sequences after DNA treatment were detected by the PCR technique using Dream Taq™ Hot Start (Thermo Fisher 153 

Scientific) and specific primers for methylated and unmethylated sequences of miR-9-3 following specific PCR 154 

conditions described previously (19). After amplification, 7 μl of PCR products were subjected to electrophoresis 155 

performed on a 3% agarose gel with GelRed (Biotium). DNA bands were visualized in translucent ultraviolet 156 

light. Methylated DNA and Unmethylated DNA controls were used (Cells-to-CpG™ Methylated & Unmethylated 157 

DNA Control Kit, Life Technologies) for both methylated and unmethylated amplification reaction conditions. 158 

The assay conditions were standardized at the point when the pair of primers designed for the methylated condition 159 

recognized the methylated control and no longer affected it; the opposite occurred for the pair of primers designed 160 

for the unmethylated condition, which was only able to recognize the unmethylated control DNA sample. The 161 

same amount of transformed DNA (100 ng) was tested with each pair of primers (methylated and unmethylated 162 

condition) independently. The result could be interpreted as a sample containing only methylated DNA when the 163 

sample only lit up in the methylated condition. It was considered partially methylated when both primers lit up 164 

and unmethylated when the band occurs only in this condition. 165 

 166 

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay of VEGF-A 167 
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 168 

VEGF-A was analyzed by the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) methodology using a commercial 169 

kit (Human VEGF-A ELISA Kit RAB0507 Millipore, Saint Louis, USA), following the manufacturer's 170 

instructions. The serum samples and standards were incubated in a 96-well plate sensitized with anti-VEGF 171 

antibodies for 2.5 hours at room temperature. After being washed, the plates, were incubated for an additional hour 172 

with a biotinylated detection antibody. The plates were then treated with an avidin-peroxidase enzymatic complex 173 

(avidin-HRP) and. After 30 minutes, a substrate containing tetramethylbenzidine (TMB) and hydrogen peroxide 174 

(H2O2) was added. The reaction was stopped after 15 minutes with 1N phosphoric acid, and the reading was 175 

performed on a microplate reader at 450 nm. The VEGF-A assay's lower sensitivity was 10 pg/mL, and the 176 

standard curve's linear range was 8.23–6000 pg/mL. The concentration of VEGF-A was calculated using the 177 

standard curve. 178 

 179 

Statistical analysis 180 

 181 

The data were presented as mean, standard deviation (SD), or median with 95% confidence intervals for continuous 182 

variables, and absolute and relative frequency for categorical variables. The normality of continuous data was 183 

assessed using the Kolmogorov-Smirnov Test. To compare the groups, independent t-test or Mann-Whitney test 184 

(continuous variables) and a chi-square test or Fisher's exact test (categorical variables) were used. Age, Systolic 185 

Arterial Hypertension (SBP), Diastolic Blood Pressure (DBP), BMI, Waist-Hip Ratio (WHR), TC, and Low-186 

density lipoprotein (LDL) were considered non-parametric variables, while DM2 Duration, Glucose, HbA1c, 187 

Creatinine, Triglycerides, and HDL were treated as parametric variables. Binary logistic regression was used to 188 

verify the odds ratio of methylation on DR. Models were chosen based on a hierarchical criterion, considering 189 

both the results of the statistical tests of group comparison and the clinical relevance of the variables to the main 190 

outcome (DR and PDR). The dependent variable was DR or PDR, and the independent variable was miR-9-3 191 

hypermethylation. The adjustment/confusion variables were insulin treatment, male sex, TG, HDL, and creatinine. 192 

To analyse the influence of methylation on the stages of DR, another logistic regression model was used, with 193 

PDR as the dependent variable and miR-9-3 hypermethylation, insulin treatment, female gender, TG, HDL, and 194 

creatinine as independent variables. P values < 0.05 were considered statistically significant. Data were analysed 195 

using SPSS version 26 software (IBM SPSS, Chicago, IL, USA). 196 

  197 

Results  198 

 199 

Table 1 presents the general characteristics of the participants. The DM2 control group had a higher absolute and 200 

relative frequency of female patients compared to the DR group (p = 0.023). Diabetes duration was longer in the 201 

DR group compared to the DM2 control group (p < 0.001). Insulin treatment was more frequent in DR patients 202 

compared to the DM2 control group (p < 0.001). SBP (p < 0.001), DBP (p < 0.019). and creatine (p < 0.001) were 203 

also higher in the DR group compared to the control group. In the subgroup analysis, the number of female patients 204 

was higher in the PDR subgroup compared to the DM2 control group (p < 0.001). The duration of DM2 was longer 205 

in both the NPDR and PDR subgroups than in the control group (p < 0.001 for both). Insulin treatment was more 206 

frequent in the NPDR and PDR subgroups compared to the DM2 control group (p = 0.002 and 0.033, respectively). 207 
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Additionally, SBP levels were higher in the PDR compared to the DM2 control group (p < 0.001). No other 208 

significant differences were observed.209 
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Table 1 Epidemiological, Clinical, Anthropometric, and Biochemical Characteristics of Study Participants (n = 170) 210 

 
DM2 control 

(n = 64) 

DR 

(n = 106) 
p value 

NPDR 

(n = 58) 

PDR 

(n = 48) 
p value 

Epidemiological and clinical parameters 

Age (years), mean ± SD  60.1 ± 11.3 60.9 ± 8.7 0.606 61.5 ± 9.7 60.2 ± 7.5 0.688 

Sex, n (%) 

Female 

Male  

 

46 (71.9) 

18 (28.1) 

 

57 (53.8) 

49 (46.2) 

 

0.019a 

 

37 (63.8) 

21 (36.2) 

 

20 (41.7) 

28 (58.3) 

 

0.339 

0.001c 

DM2 Duration (years), median and CI 8.5 (7.9-9.6) 17 (15.2-17.8) 0.001a 15.5 (14.3-18) 18.5 (15.1-18.7) 
0.001b 

0.001c 

Sedentary lifestyle, n (%) 

Yes 

No 

 

30 (46.9) 

34 (53.1) 

 

51 (48.1) 

55 (51.9) 

 

0.876 

 

24 (41.4) 

34 (58.6) 

 

27 (56.3) 

21 (43.7) 

0.542 

0.326 

Tabagism n, (%) 

Yes 

No 

 

1 (1.6) 

63 (98.4) 

 

4 (3.8) 

102 (96.2) 

 

0.651 

 

3 (5.2) 

55 (94.8) 

 

1 (2.1) 

47 (97.9) 

 

0.263 

0.837 

Alcoholism n, (%) 

Yes 

No 

 

3 (4.7) 

61 (95.3) 

 

8 (7.5) 

98 (92.5) 

 

0.463 

 

4 (6.9) 

54 (93.1) 

 

4 (8.3) 

44 (91.7) 

 

0.600 

0.430 

Insulin treatment n, (%) 

Yes 

No 

 

27 (42.2) 

37 (57.8) 

 

71 (67) 

35 (33) 

 

0.002a 

 

41 (70.7) 

17 (29.3) 

 

30 (62.5) 

18 (37.5) 

 

0.002 b 

0.033 c 

SBP (mmHg), mean ± SD 131.8 ± 14.7 144.9 ± 21.5 0.001a 143.4 ± 22.3 146.2 ± 20.6 < 0.001 b, c 

DBP mmHg), mean ± SD 85 ± 7.7 89.2 ± 13.2 0.024a 88.7 ± 14 89.5 ± 12.3 0.074 

Anthropometric parameters 

BMI (kg/m2), mean ± SD 30.1 ± 5 28.8 ± 4.5 0.086 29.2 ± 4.7 28.3 ± 4.3 0.144 

WHR (cm), mean ± SD 0.96 ± 0.06 0.95 ± 0.05 0.834 0.95 ± 0 0.96 ± 0 0.742 
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Biochemical parameters 

Glucose (mg/dL), median and CI 130.5 (130.9-154.6) 132.5 (127-145.1) 0.468 135 (24.9-148.8) 129.5 (120.9-149.2) 0.767 

HbA1c (mg/dL), median and CI 7.6 (7.5-8.2) 7.3 (7.2-7.7) 0.066 7.6 (7.3-8) 7.2 (7-7.6) 0.086 

Creatinine (mg/dL), median and CI 0.73 (0.71-0.82) 0.88 (0.87-0.98) 0.001a 0.87 (0.83-0.99) 0.90 (0.87-1.01) 0.001b, c 

Triglycerides (mg/dL), median and CI 129 (124.8-151.9) 113.5 (114.2-130.8) 0.056 116 (111.2-133.8) 110.5 (109.8-135.2) 0.161 

Total cholesterol (mg/dL), mean ± SD 160.2 ± 35.9 164.2 ± 42.0 0.536 167.3 ± 46.2 160.4 ± 38.9 0.560 

HDL (mg/dL), median and CI 38 (37.5-42.4) 42 (40-43.9) 0.149 42.5 (40.2-45.5) 40 (37.8-43.7) 0.233 

LDL (mg/dL), mean ± SD 92.6 ± 35.5 98.5 ± 36.9 0.308 99.3 ± 40.1 97.5 ± 33 0.578 

Data expressed as mean ± SD or median and (95% CI), n (%). In the DM2 control group versus RD group the data were analysed by independent t test or Mann-Whitney U test. 211 
In the DM2 control group versus NPDR versus PDR group the data were analysed by ANOVA one way or Kruskal-Walli’s test (continuous variables). The chi-square test was 212 
used to compare categorical the variables. Statistical significance: < 0.05. SAH: Systolic Arterial Hypertension, SBP: Systolic Blood Pressure, DBP: Diastolic Blood Pressure, 213 
BMI: Body Mass Index, WHR: Waist-Hip Ratio, HbA1c: Glycated hemoglobin, HDL: high-density lipoprotein cholesterol, LDL: low-density lipoprotein cholesterol.  214 
a Significant statistical difference between DM2 control and DR; 215 
b Significant statistical difference between DM2 control and NPDR subgroup; 216 
c Significant statistical difference between DM2 control and PDR subgroup 217 
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Figure 1 illustrates the comparison of miR-9-3 promoter methylation profiles across clinical groups. The 218 

hypermethylated profile was more frequent in the DR group compared to the DM2 control group (p < 0.001; OR: 219 

2.826; CI: 1.486-5.376). Furthermore, when stratified by retinopathy stage, the hypermethylated profile was 220 

significantly more frequent in the PDR subgroup (79.2% or 38 cases) compared to the DM2 control group (35.9% 221 

or 23 cases) (p < 0.001; OR: 6.774; CI: 2.856-16.067) and the NPDR subgroup (46.6% or 27 cases) (p < 0.001; 222 

OR: 4.363; CI: 1.834-10.381). There was no significant difference in the hypermethylated profile frequency, 223 

however, between the DM2 control and NPDR groups (p = 0.234). 224 

 225 

 226 

Fig. 1 miR-9-3 promoter methylation profile of participants. A Representative sample of the groups studied after 227 
MSP (116 bp); B Methylation frequency of DM2 control group, DR group, NPDR and PDR subgroups. MW: 228 
molecular weight, M: methylated, U: unmethylated, DR: Diabetes Retinopathy, NPDR: Non-Proliferative 229 
Diabetes Retinopathy, PDR: Proliferative Diabetes Retinopathy. Data analysed by Pearson's chi-square test. Data 230 
were represented as absolute and relative values. * < 0.05: statistically significant difference 231 

 232 

Table S1 (available as supplementary material) shows that in the DR group and the PDR subgroup, the 233 

frequency of female individuals was higher in hypermethylated patients compared to unmethylated (p = 0.017 and 234 

0.041, respectively). In the DM2 control group, the concentration of triglycerides was higher in hypermethylated 235 

patients compared to unmethylated (p = 0.016). Finally, in the PDR subgroup, the concentration of HDL was 236 

higher in unmethylated patients compared to hypermethylated ones (p = 0.042). 237 

Table 2 shows the logistic regression analyses where DR was considered the dependent variable and miR-238 

9-3 methylation profile was the independent variable. In all the models tested, miR-9-3 hypermethylation was 239 

identified as a risk factor for DR, regardless of the adjustment variables included. Additionally, models 2, 3 and 4 240 
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showed that insulin treatment was also a risk factor, while model 3 indicated that male gender was also a risk 241 

factor for developing DR.  242 

Table 2 also shows logistic regressions where PDR was the dependent variable and the methylation 243 

pattern of miR-9-3 was as the independent variable. In all models tested, miR-9-3 hypermethylation was 244 

consistently identified as a risk factor for PDR, regardless of the inclusion of adjustment variables. Additionally, 245 

model 3 indicated that male gender was also a risk factor for developing PDR.246 
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Table 2 Logistic regression models verifying the influence of miR-9-3 methylation on DR and PDR. 247 
 Model 1 Model 2 Model 3 Model 4 

Predictor Variables β (SE) OR IC 95% β (SE) OR IC 95% β (SE) OR IC 95% β (SE) OR IC 95% 

Diabetes Retinopathy (dependent variable) 

miR-9-3 methylation 1.039 ± 0.338 2.826 1.486-4.634 1.045 ± 0.338 2.845 1.465-5.522 0.879 ± 0.349 2.409 1.215-4.775 0.907 ± 0.367 2.476 1.206-5.084 

Insulin treatment    1.029 ± 0.338 2.799 1.444-5424 1.159 ± 0.351 3.186 1.601-6.338 1.015 ± 0.366 2.760 1.348-5651 

Male Sex        0.791 ± 0.375 2.207 1.059-4599 0.439 ± 0.398 1.552 0.710-3.338 

Triglycerides          0.007 ± 0.004 1.007 1.000-1.015 

Creatinine          -1.891 ± 0.708 0.151 0.038-0.605 

Diabetes Proliferative Retinopathy (dependent variable) 

miR-9-3 methylation 1.700 ± 0.400 5.472 2.497-11.991 1.692 ± 0.372 5.428 2.475-11.903 1.520 ± 0.410 4.573 2.048-10.208 1.497 ± 0.411 4.469 1.997-9.999 

Insulin treatment    0.223 ± 0.372 1.249 0.603-2.588 0.353 ± 0.384 1.423 0.671-3.020 0.355 ± 0.388 1.426 0.667-3.053 

Sex male       0.867 ± 0.379 2.380 1.133-4.997 0.799 ± 0.410 2.224 0.996-4.968 

HDL          -0.005 ± 0.019 0.995 0.958-1.033 

Creatinine          -0.752 ± 0.707 0.472 0.118-1.887 

Variables tested by Binary Logistic Regression. Dependent variable: Diabetes Retinopathy or Diabetes Proliferative Retinopathy: Independent variable: miR-9-3 methylation B = beta regression coefficient ± standard error; OR = odds 248 
ratio; CI 95%: upper and lower odds limits. * < 0.05: statistically significant difference. 249 
Models 1 no adjustment 250 
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Based on the previous evidence linking miR-9-3 hypermethylation to the occurrence and progression of 251 

DR (as shown in Figure 1, tables 2 and 3), we decided to investigate the possible association with the expression 252 

of VEGF-A. The analysis of VEGF-A showed that in the DR group and in the NPDR subgroup, patients with a 253 

hypermethylated profile had significantly higher VEGF levels compared to those with an unmethylated profile (p 254 

< 0.005). In the DM2 control group and PDR subgroup, there was no statistically significant difference in VEGF-255 

A levels between hypermethylated and unmethylated profile groups. The results are presented in Figure 2, panels 256 

A and B. 257 

 258 

 259 

Fig. 2 Serum VEGF-A levels of participants according miR-9-3 methylation (n = 88). A Serum VEGF-A levels in 260 
the occurrence of DR; B Serum VEGF-A levels in the progression of DR. Data analysed by Mann-Whitney U test. 261 
Data were represented as median and 95% CI. * < 0.05 = statistically significant difference. DM2 control: Diabetes 262 
mellitus control; DR: Diabetes Retinopathy 263 
 264 

Discussion 265 

 266 

This study provides evidence supporting the association between the hypermethylated profile of the miR-9-3 267 

promoter and PDR. Furthermore, our findings suggest that this association may be mediated by alterations in serum 268 

VEGF levels. These findings support previous research indicating an association between miR-9-3 269 

hypermethylation and DR at the same CpG sites [19-20]. Notably, our study distinguishes itself by demonstrating 270 

this association across different stages of DR, highlighting the effect associated with PDR samples and proposing 271 

an explanation for this relationship. 272 

Our findings not only confirm the association between miR-9-3 hypermethylation and DR, but also 273 

highlight that this association is statistically confirmed in samples of PDR. Furthermore, our regression models 274 

demonstrated an association between male gender and both DR and PDR, which is consistent with previous 275 

research suggesting a male-associated predisposition in this microvascular complication of diabetes [35-36]. 276 

Previous data have shown elevated expression of miR-9 in patients newly diagnosed with DM2 compared 277 

to those without DM2 [21]. Similarly, when analyzing patients diagnosed with DM2 for approximately 15 years, 278 

the results were similar, indicating higher levels of miR-9 in patients with DM2 compared to non-diabetic and pre-279 

diabetic controls [37]. Furthermore, increased plasma levels of miR-9 have also been identified in diabetes patients 280 

with CAD compared to patients with CAD without diabetes [22] thus, highlighting its promising role as a 281 

therapeutic target. 282 

The results found in this work addressed the methylation profile miR-9-3 that impacts on the expression 283 

of the molecule [38]. A plausible mechanism that may explain the association between the hypermethylated profile 284 
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of miR-9-3 and the presence of DR and its stages found in this study, is that hypermethylation reduces miR-9-3 285 

expression, which in turn deregulates the expression of the VEGF. Indeed, there is evidence from previous studies 286 

that different miRNAs can regulate VEGF expression in DR [39], including the miR-9 [29]. This factor regulates 287 

angiogenesis by inducing proliferation, migration and permeability of endothelial cells [24-25]. 288 

Our study confirms that miR-9-3 hypermethylation is associated with PDR and demonstrates for the first 289 

time the association to higher VEGF-A levels in DR and NPDR with miR-9-3 hypermethylated in humans samples.  290 

This is an observational cross-sectional study, which does not allow us to draw conclusions about associations that 291 

can only be demonstrated experimentally. However, the results reported here agree with experimental approaches.  292 

In a breast cancer cell model, mechanical compression induced downregulation of miR-9 via DNMT3A-dependent 293 

promoter methylation, leading to an increase in VEGF-A transcription [27]. This relationship was also tested in 294 

animal model of DR, where VEGF-A expression was higher in the retina of DR mice when miR-9 expression was 295 

lower [29]. Both results suggest the influence of miR-9 levels on VEGF expression and the involvement of an 296 

epigenetic control mechanism [26, 27, 28,29].  297 

In humans, VEGF is a key player in the pathogenesis of DM2 micro-complications, with levels of VEGF 298 

accompanying the progression of diabetic nephropathy [26]. Moreover, elevated levels of VEGF have been 299 

observed in the vitreous and plasma of patients with severe DR [27]. This overexpression of VEGF is involved in 300 

key processes such as microaneurysm formation, increased permeability of the blood-retinal barrier (BRB), and 301 

stimulation of angiogenesis in advanced stages of DR [40]. 302 

Our study offers valuable insights into the potential application of miR-9-3 as an epigenetic marker and 303 

a future therapeutic target for DR. By establishing the detrimental association between miR-9-3 hypermethylation 304 

and serum VEGF levels in patients with DR and NPDR, we give support to the idea miR-9-3 expression may be 305 

able to regulate VEGF and affect the development of DR. Our findings highlight the importance of further 306 

investigating the role of miR-9-3 in the context of diabetes complication, exploring in detail the mechanisms 307 

involved and the factors associated with the expression of this miR. Therapeutic or behavioural strategies that 308 

control expression could benefit diabetic patients in preventing complications if the processes under study are 309 

consolidated. 310 

Although our study provides valuable insights into the relationship between miR-9-3 hypermethylation 311 

and VEGF expression in DR and NPDR, it has some limitations. One of the main limitations is that we used a 312 

qualitative method for methylation determination, which may not provide accurate quantitative data. Additionally, 313 

due to the limited sample size for this analysis, findings regarding VEGF levels at different stages of DR, 314 

particularly in PDR, should be viewed with caution. Therefore, future studies with larger samples should 315 

investigate the relationship between miR-9-3 hypermethylation using quantitative methods and VEGF expression 316 

with larger samples at different stages of retinopathy to better elucidate these findings. We present here data from 317 

an observational cross-sectional study that needs to be better explored in experimental and longitudinal 318 

approaches. Therefore, extrapolating these findings to potential therapeutic applications represents a challenge and 319 

requires new experimental studies with different approaches. 320 

 321 

Conclusion 322 

 323 
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The hypermethylation of the promoter of miR-9-3 poses a risk factor for PDR. Additionally, we observed an 324 

association between hypermethylated miR-9-3 and increased serum levels of VEGF-A in patients with DR and 325 

NPDR. These findings offer novel insights into the underlying molecular mechanisms involved in the progression 326 

of DR and emphasize the necessity for further exploration of the role of miR-9-3 in the development of this 327 

condition. 328 
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Abstract 289 

Purpose To analyze the association between physical activity levels (PAL) and miR-9-3 290 

methylation in patients with Diabetic Retinopathy (DR).  291 

Methods A cross-sectional study was carried out with 170 participants with type 2 diabetes, 292 

consisting of a control group (n = 64) and a group with diabetic retinopathy (n = 106). PAL was 293 

assessed using the IPAQ short version. DNA extracted from leukocytes was analyzed for miR-294 

9-3 methylation using PCR-MSP. In addition, plasma concentrations of Total Antioxidant 295 

Capacity (TAC), glycemia, glycated hemoglobin, creatinine, total cholesterol, HDL-C, and 296 

triglycerides were analyzed.. 297 

Results PAL classified as insufficient was shown to be a risk factor for miR-9-3 methylation 298 

(OR = 2.592 CI = 1.308-5.137; p = 0.006), regardless of the adjustment variables. In addition, 299 

a higher concentration of TAC was found to be a protective variable against mir-9-3 300 

methylation (OR = 0.409; IC = 0.195-0858, p = 0.018). 301 

Conclusion The low level of physical activity increases the chances of miR-9-3 methylation by 302 

2.4 times. This reaction is an epigenetic process that contributes to type 2 diabetes and, 303 

consequently, to DR. Furthermore, plasma antioxidant activity appears to offer a protective 304 

barrier against this epigenetic condition in patients with DR. 305 

 306 

Keywords Physical Activity Levels, miR-9-3 Methylation, Diabetic Retinopathy, Total 307 

Antioxidant Capacity.308 
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Introduction  309 

 310 

Diabetic retinopathy (DR) is a common microvascular complication that affects 30 to 40% of 311 

diabetic individuals Alterations occur in the retinal vasculature, which generate a reduction in 312 

blood supply to the retina, damage to the retinal microenvironment, and retinal metabolic 313 

disturbance, thus impairing the structure and function of the retina and leading to loss of vision 314 

[2]. This complication occurs, to a large extent, in individuals who are still of reproductive age 315 

and the main risk factors are the time since diagnosis of Diabetes Type 2 (DM2) [3], glycemic 316 

control [4], and high blood pressure [5]. 317 

Despite the well-established risk factors, their impact on the development and severity 318 

of DR remains incompletely understood. Some patients with poor glycemic and blood pressure 319 

control do not develop DR, while others with effective management of these factors still 320 

progress to the disease. In fact, the "Diabetes Control and Complications Trial" demonstrated 321 

that glycemic control accounts for only about ~11% of the variation in DR risk, with the 322 

remaining risk attributed to other factors within the diabetic environment [6]. 323 

Therefore, the established risk factors may not be sufficient to explain DR. The risk 324 

factors for DR are largely the same as those for diabetes, such as inadequate glycemic control 325 

and hypertension [7]. However, the influence of factors such as physical inactivity [8] and 326 

oxidative stress [9], which are related to DM2, on DR is not yet well defined and requires further 327 

studies. 328 

In addition to established risk factors, genetic and epigenetic factors are crucial in the 329 

diagnosis and progression of DR. Changes in DNA methylation, histone modification, and 330 

expression of non-coding RNAs, especially microRNAs (miRNAs), play an important role. 331 

Recent studies indicate that miRNAs, due to their high sensitivity and specificity, can serve as 332 

effective non-invasive biomarkers in the detection and progression of DR, influencing 333 

microvascularization, dyslipidemia, and disease slowdown [10-11]. 334 

MicroRNA-9 (miR-9) is located in three independent loci in DNA [12] and its 335 

expression is affected by methylation in the promoter region of the gene [13]. Increased miR-9 336 

in pancreatic β-cells influences insulin secretion by regulating granulophilin expression through 337 

the transcription factor ONECUT2 (OC2) [14] and modulating insulin secretion by inhibiting 338 

Sirt1 deacetylase, in addition to suppressing the expression of the mitochondrial uncoupling 339 

protein 2 (UCP2) [15-16]. Furthermore, reduced expression of syntaxin-binding protein 1 [17] 340 

is associated with lower insulin secretion in patients with DM2 [18], highlighting the 341 
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importance of these mechanisms in regulating glycemic homeostasis and the physiology of 342 

pancreatic secretory cells, and consequently, in the pathogenesis of DR [15]. 343 

Recent findings reported a consistent association between the methylated profile of miR-344 

9-3 and an increased risk of developing DR in patients with DM2, which ranged between 7 and 345 

8 times, respectively [19-20]. This methylation profile was found to be particularly linked to an 346 

approximately 2.5-fold increase in the odds ratio of developing proliferative diabetic 347 

retinopathy (PDR). Furthermore, higher levels of Vascular Endothelial Growth Factor A 348 

(VEGF-A) are associated with this methylated profile in patients with non-proliferative diabetic 349 

retinopathy (NPDR) [21]. 350 

Based on these findings, the need to deepen understanding of the role of miR-9-3 in DR 351 

and the mechanisms of its epigenetic control is evident. Factors such as oxidative stress [22] 352 

and physical activity [23] can induce alterations in the expression of microRNAs in DM2 and 353 

DR. Studies indicate that physical activity can alter the methylation of genes, such as Vitamin 354 

D Receptor (VDR) [24], Methylenetetrahydrofolate Reductase (MTHFR) [25], and several 355 

miRNAs, in DM2 patients [26]. Furthermore, there is an association between oxidative stress, 356 

DNA methylation, insulin secretion [27] and the incidence of DM2 [28]. However, the role of 357 

physical activity and oxidative stress on miR-9-3 methylation has not yet been investigated. 358 

Therefore, we hypothesized that insufficient physical activity is a risk factor for miR-9-359 

3 methylation and, consequently, is involved in the development of DR. The objective of the 360 

current study was to verify the influence of physical activity level (PAL) on miR-9-3 361 

methylation in patients with DR. 362 

 363 

Materials and Methods 364 

 365 

Type of study, ethical aspects, and sample size 366 

 367 

A cross-sectional epidemiological study was carried out from October 2019 to July 2022. This 368 

study involved 170 individuals diagnosed with type 2 diabetes and was carried out in the 369 

Endocrinology and Ophthalmology outpatient clinics of the Lauro Wanderley University 370 

Hospital in João Pessoa, Paraíba, Brazil. The study included men and women who had DM2, 371 

with at least five years since diagnosis. Participants were excluded if they had type 1 diabetes 372 

mellitus, DM2 diagnosed less than five years previously, a history of LASIK surgery, or those 373 

who presented insufficient DNA samples for methylation analysis. After receiving a medical 374 

diagnosis, participants were divided into two groups: the DM2 control group and the DR group. 375 
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The study was approved by the Human Research Ethics Committee of the Lauro Wanderley 376 

University Hospital of the Federal University of Paraíba (Opinion nos.: 3.053.068 and 377 

4.917.746) and was conducted in accordance with Resolution 466/2012 of the National Council 378 

of Health. Participants signed the free and informed consent form before data collection. 379 

The required sample size was calculated using the Raosoft Sample Size Calculator 380 

program, http://www.raosoft.com/samplesize.html. To calculate the sample size, the diabetic 381 

population of João Pessoa was considered. According to data from VIGITEL 2006-2021 [29], 382 

the estimated number of individuals with diabetes in João Pessoa is approximately 72.552. To 383 

guarantee a margin of error of 5% and a confidence level of 95%, a sample size of 122 384 

participants was required. However, to account for possible sample losses, the sample was 385 

adjusted by 15%, resulting in a minimum of 140 participants needed for the study. 386 

 387 

Clinical characterization 388 

 389 

Retinal evaluation was performed using indirect binocular ophthalmoscopy, after pupillary 390 

dilation with 0.5% tropicamide. Retinal images of the macula and central disc were captured 391 

with a fundus camera. The diagnosis and classification of DR were determined based on the 392 

standards and recommendations of the Action to Control Cardiovascular Risk in Diabetes 393 

(ACCORD) [30] and the Early Treatment Diabetic Retinopathy Study (ETDRS) [31], with the 394 

examinations carried out by specialized ophthalmologists. The DM2 control group (n = 64) 395 

consisted of patients with DM2 without retinopathy, while patients with diabetic retinopathy 396 

constituted the DR group (n = 106). 397 

 398 

Blood collection and biochemical analyses 399 

 400 

In total, 20 mL of venous blood were collected after a 12-hour overnight fast. DNA extraction 401 

and glycated hemoglobin (HbA1C) measurements were performed in tubes containing 402 

K3EDTA, while blood collection for biochemical analysis was performed in a clot activator 403 

tube. Serum or plasma was separated during centrifugation for 15 minutes at 3000 rpm. 404 

Glycemia, total cholesterol (TC), high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C), and 405 

triglycerides (TG) were analyzed using enzymatic techniques. Creatinine and HbA1c were 406 

analyzed using kinetic and turbidimetric techniques, respectively. Commercial kits and an 407 

automatic analyzer (Selectra XL Flexor) were used according to the manufacturer's instructions. 408 
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The Friedewald formula was used to determine the concentration of low-density lipoproteins 409 

cholesterol (LDL-C): LDL-C = (total cholesterol) - (HDL-C) - (triglycerides 5) [32]. 410 

The evaluation of antioxidant activity followed the procedure described by Brand-411 

Williams, Cuvelier and Berset [33]. A solution of 1.25 mg of 2.2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 412 

(DPPH) was dissolved in 100 mL of 99.5% absolute ethanol. This DPPH solution was stored 413 

in a refrigerated environment protected from light. For the assay, 2 mL of diluted DPPH 414 

solution was mixed with 50 μL of plasma in individual tubes. The mixture was vortexed and 415 

incubated for 30 minutes. Subsequently, the tubes were centrifuged at 10.000 g for 15 minutes 416 

at a temperature of 20ºC. The resulting supernatant was used for spectrophotometric analysis 417 

at a wavelength of 515 nm using a Biospectro SP-22 spectrophotometer (Curitiba, Brazil). 418 

Antioxidant activity was expressed as a percentage, representing the difference between the 419 

concentrations of DPPH radicals remaining after 30 minutes in the sample (t) and in the blank 420 

(B). The blank, composed only of distilled water and DPPH, served as a control during 421 

spectrophotometric readings. 422 

 423 

DNA isolation and miR-9-3 methylation analyses 424 

 425 

Leukocyte DNA was isolated using the GeneJET Whole Blood Genomic DNA Purification 426 

Mini Kit (Thermo Fisher Scientific) for subsequent methylation analysis. A methylation-427 

specific PCR method (PCR-MSP) was carried out, which is used to transform unmethylated 428 

cytosine into uracil using sodium bisulfite (EpiJET Bisulfite Conversion Kit - Thermo Fisher 429 

Scientific). Since the method does not alter the structure of methylated cytosines, it is possible 430 

to detect the occurrence of methylation using sequence-specific primers [34]. Differences in 431 

sequences after DNA treatment were detected by the PCR technique using Dream Taq™ Hot 432 

Start (Thermo Fisher Scientific), and specific primers for the methylated and unmethylated 433 

sequences of miR-9-3, following specific PCR conditions, as previously described [19]. After 434 

amplification, 7 μl of PCR products were subjected to electrophoresis performed on a 3% 435 

agarose gel with GelRed® (Biotium). DNA amplicons were visualized under translucent 436 

ultraviolet light. Methylated DNA and unmethylated DNA controls (Cells-to-CpG™ 437 

Methylated & Unmethylated DNA Control Kit, Life Technologies) were used for the 438 

methylated and unmethylated amplification reaction conditions. DNA amplicons were 439 

visualized under translucent ultraviolet light. Methylated DNA and unmethylated DNA 440 

controls (Cells-to-CpG™ Methylated & Unmethylated DNA Control Kit, Life Technologies) 441 

were used for the methylated and unmethylated amplification reaction conditions. Assay 442 
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conditions were standardized at the point at which the primer pair designed for the methylated 443 

condition recognized the methylated control and no longer affected it; the opposite occurred for 444 

the primer pair designed for the unmethylated condition, which was only able to recognize the 445 

unmethylated control DNA sample. The same amount of transformed DNA (100 ng) was tested 446 

with each pair of primers (methylated and unmethylated condition) independently. The result 447 

can be interpreted as a sample that contains only methylated DNA when the sample is detected 448 

only in the methylated condition, partially methylated when both primers are detected, and 449 

unmethylated when the band occurs only in this condition. 450 

 451 

Level of physical activity 452 

 453 

The PAL was analyzed using the International Physical Activity Questionnaire (IPAQ) short 454 

version [35], considering the activities of the last seven days. The questionnaire covers four 455 

parts: walking, moderate physical activity, vigorous physical activity, and sitting time. 456 

Participants indicated the estimated frequency and duration of walking, moderate activity, 457 

vigorous activity, and total daily time spent in a sitting position. The answers were based on the 458 

activities performed in the previous week and the questionnaire was administered by a qualified 459 

researcher. The total number of minutes per week spent on moderate and vigorous physical 460 

activity in its various domains was considered. Participants who performed at least 150 minutes 461 

of light or moderate physical activity per week or at least 75 minutes of intense physical activity 462 

per week were classified as active. Participants who engaged in less than 150 minutes of light 463 

or moderate physical activity per week or less than 75 minutes of intense physical activity per 464 

week were classified as insufficiently active. To be classified as very active, participants were 465 

required to practice at least 300 minutes of moderate physical activity per week or at least 150 466 

minutes of intense physical activity per week [36]. 467 

 468 

Anthropometric analysis 469 

 470 

Body mass (kg) and height (m) were measured using a scale (Omron Healthcare Brazil, São 471 

Paulo, Brazil) and a portable stadiometer (Sanny, Standard, São Paulo, Brazil). The BMI was 472 

then calculated and participants classified according to the presence of overweight and obesity, 473 

according to the cut-off points for adults; overweight, BMI = 25-29.9 kg/m2 and obesity, BMI 474 

≥ 30 kg/m2, and for older adults; overweight, BMI = ≥ 27 kg/m2 < 30 kg/m2, proposed by the 475 
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World Health Organization [37]. In addition, waist and hip circumferences were measured with 476 

an inextensible tape (Sanny, Standard, São Paulo, Brazil). 477 

 478 

Statistical analysis 479 

 480 

Data are presented as mean, standard deviation (SD) or median with interquartile range (IQR) 481 

for continuous variables, and absolute and relative frequencies for categorical variables. The 482 

normality of continuous data was assessed using the Kolmogorov-Smirnov test. To compare 483 

the groups, the independent t-test or the Mann-Whitney test (continuous variables) and the chi-484 

square test or Fisher's exact test (categorical variables) were used. Binary logistic regression 485 

was used to evaluate the odds ratio of PAL on miR-9-3 methylation. The models were selected 486 

based, firstly, on a hierarchical criterion, considering the results of statistical comparison tests 487 

between groups (p < 0.05), and, secondly, on the clinical relevance of the variables for the main 488 

outcome (miR-9-3 methylation). The dependent variable was miR-9-3 methylation, and the 489 

independent variable was PAL. Furthermore, in the analysis, the collinearity assumptions were 490 

rigorously tested and respected (absence of perfect correlation, tolerable correlation between 491 

the independent variables). Values of p < 0.05 were considered statistically significant. Data 492 

were analyzed using SPSS software version 26 (IBM SPSS, Chicago, IL, USA) and graphic 493 

figures were generated using GraphPad Prism software version 8 (GraphPad Prism Software 494 

Inc., San Diego, CA). 495 

  496 

Results  497 

 498 

Table 1 presents the general characteristics of the participants. The DM2 control group had a 499 

higher absolute and relative frequency of female patients compared to the DR group (p = 0.017). 500 

Diabetes duration was longer in the DR group compared to the DM2 control group (p = 0.001). 501 

Insulin treatment was more frequent in DR patients compared to the DM2 control group (p = 502 

0.001). SBP (p = 0.001), DBP (p = 0.019). and creatinine (p = 0.001) were also higher in the 503 

DR group compared to the control group.  504 

 505 

 506 

 507 

 508 

 509 
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Table 1. General Characteristics of Study Participants (n = 170) 510 
 511 

  
DM2 control   DR 

 

 Unmethylated 

(n = 41) 

Methylated  

(n = 23) p 
Unmethylated

(n = 41) 

Methylated 

(n = 65) p 

Age (years) 60.1 ± 12  60.3 ± 10.2 0.945 60.2 ± 8.7 61.4 ± 8.8 0.468 

Sex, n (%)       

Female 32 (78) 14 (60.9) 0.142 28 (68.3) 29 (44.6) 0.017* 

 

DM2 duration  

(years) 

 

8 (5) 9 (5) 0.220 15 (10) 17 (9) 0.506 

Insulin treat, 

n (%) 

   
 

  

 

Yes 
17 (41.5) 10 (43.5) 0.876 28 (68.3) 43 (66.2) 0.820 

SBP (mmHg) 130 (20) 130 (20) 0.740 150 (40) 150 (30) 0.779 

DBP mmHg) 80 (10) 80 (10) 0.823 90 (20) 90 (20) 0.717 

BMI (kg/m2) 30.5 ± 5.5 29.5 ± 3.7 0.428 28.5 ± 4.9 29 ± 4.3 0.609 

WHR (cm) 0.96 ± 0.07 0.95 ± 0.05 0.476 0.94 ± 0;04 0.96 ± 0.05 0.072 

Glycemia (mg/dL) 136 (67) 127 (39.5) 0.463 134 (72) 132 (58) 0.753 

HbA1c (%) 7.8 (2.1) 7.2 (1.3) 0.114 7.4 (1.4) 7.2 (1.5) 0.267 

Creatinine 

(mg/dL) 
0.68 (0.35) 0.80 (0.23) 0.218 0.81 (0.40) 0.93 (4.45) 0.115 

Triglycerídes 

(mg/dL) 
116 (79) 155 (46.5) 0.016* 115 (42) 110 (64) 0.536 

TC  (mg/dL) 161.8 ± 35.3 157.4 ± 37.5 0.642 171.4 ± 40 159.6 ± 43 0.239 

HDL-c (mg/dL) 38 (12) 38 (14.5) 0.547 45 (16) 40 (14) 0.167 

LDL-c (mg/dL) 96.9 ± 34.3 84.9 ± 37 0.191 103 ± 37 95.8 ± 36.8 0.235 

Data expressed as mean ± SD or median and (IQR), n (%). In the DM2 control group versus DR group the data were analyzed by 512 
independent t test or Mann-Whitney U test. The chi-square test was used to compare categorical variables. Statistical significance 513 
= < 0.05. SAH = Systolic Arterial Hypertension; SBP = Systolic Blood Pressure; DBP = Diastolic Blood Pressure; PAL = Physical 514 
Activity Level; BMI = Body Mass Index; WHR: Waist-Hip Ratio; HbA1c: Glycated hemoglobin; HDL-c, high-density lipoprotein 515 
cholesterol; LDL-c: low-density lipoprotein cholesterol. 516 

 517 

A Fig.1 presents an example of the analysis of the methylation profile of miR-9-3. Comparisons 518 

between the methylation profiles of miR-9-3 in the two clinical groups showed that methylation 519 

was more frequent in the group with DR (n = 65; 61.3%) than in the DM2 control group (n = 520 

23; 35.9%). This difference was statistically significant (p = 0.001). 521 
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 522 
Fig 1 miR-9-3 promoter methylation profile with representative samples of the groups studied after MSP (116 523 
bp); MW: molecular weight; M: methylated; U: unmethylated. DR: Diabetes Retinopathy. Data analysed by 524 
Pearson's chi-square test. Data were represented as absolute and relative values. * < 0.05 = statistically 525 
significant difference. 526 

 527 

A Fig. 2 presents the results regarding PAL according to the methylation profile of miR-9-3. In 528 

the DR group (Panel B), when comparing the methylation profile of miR-9-3 with PAL, an 529 

imbalance was observed of the methylated and unmethylated states between those classified as 530 

active and insufficiently active, although without statistical difference. In the DM2 control 531 

group (Panel A), among insufficiently active patients, there was a significant imbalance in the 532 

distribution of methylation profiles. The frequency of patients with a methylated profile was 533 

higher compared to the unmethylated profile (p = 0.011). Among physically active patients, the 534 

frequency of unmethylated profiles was higher than methylated profiles. Furthermore, Panel C 535 

shows that, in the DM2 control group, patients with an unmethylated profile had a greater total 536 

time of physical activity in METs compared to methylated patients (p = 0.010). 537 
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 538 

Fig. 2 Physical Activity Levels according Methylation profile of miR-9-3. Data expressed as median and IQR, n (%). In the 539 
DM2 control group versus DR group the data were analysed by Mann-Whitney U test. The chi-square test was used to compare 540 
categorical the variables. Statistical significance = < 0.05. PA = Physical Activity; METs = Metabolic Equivalent of Task. 541 

 542 

The fig. 3 in the DR group, the TAC concentration was statistically higher in patients with an 543 

unmethylated miR-9-3 profile (p = 0.013) compared to patients with a methylated profile, while 544 

no difference in TAC concentration was observed in the DM2 control group. 545 

 546 

 547 
Fig. 3 Plasma antioxidant activity according to the methylation profile. Data expressed as median and interquartile IQR, n (%). 548 
In the DM2 control group versus DR group the data were analysed by Mann-Whitney U test. Statistical significance = < 0.05. 549 
TAC = Total Antioxidant     Capacity 550 

 551 

Table 2 presents the logistic regression analyses, in which the miR-9-3 methylation profile was 552 

considered as the dependent variable and the PAL as the independent variable. In all models 553 

tested, PAL was identified as a risk factor for the methylated profile of miR-9-3, regardless of 554 
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TAC, sex, triglycerides, duration of DM2, and insulin therapy (p = 0.000, 0.003, 0.003, and 555 

0.006, respectively). In addition, the TAC concentration was shown to be a protective covariate 556 

against miR-9-3 methylation in models 2, 3, and 4 (p = 0.003, 0.018, and 0.021, respectively). 557 

The male sex was also an influencing covariate in miR-9-3 methylation in models 3 and 4 (p = 558 

0.017 and 0.014, respectively). 559 
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Table 2. Logistic regression models verifying the influence of Physical Activity Level on miR-9-3 methylation 560 

  Model 1   Model 2   Model 3   Model 4  

Predictor Variables β (SE) OR IC 95% β (SE) OR IC 95% β (SE) OR IC 95% β (SE) OR IC 95% 

Insufficiently PAL  

 

active (%) 

 

1.216 ± 0.321 

 

3.375* 

 

1.797-6.337 

 

1.001 ± 0.335 

 

2.720* 

 

1.412-6.243 

 

1.118 ± 0.342 

 

2.768* 

 

1.416-5.411 

 

0.953 ± 0.349 

 

2.592* 

 

1.308-5.137 

TAC (%) 
   

-1.041 ± 0.355 0.353* 0.176-0.709 -0.851 ± 0.368 0.427* 0.208-0.878 -0.894 ± 0.738 0.409 0.195-0858 

Male Sex (%) 
      

0.846 ± 0.353 2.331* 1.166-4.659 0.902 ± 0.368 2.465 1.198-5.072 

Triglycerides (mg/dl) 
         

-0.007 ± 0.004 0.993 0.986-1.001 

DM2 duration (%) 
         

-0.404 ± 0.374 0.667 0.321-1.389 

Insulin therapy (%) 
         

-0.159 ± 0.373 0.853 0.411-1.770 

Variables tested by Binary Logistic Regression. Dependent variable: miR-9-3 methylation; Independent variable: Physical Activity Level insufficiently active; B = beta regression coefficient ± standard error; 561 
OR = odds  ratio; CI 95% = upper and lower odds limits; TAC = Total Antioxidant Capacity; * < 0.05 = statistically significant difference. 562 
Models 1: no adjustment 563 

 564 
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Discussion 

 

MiR-9-3 has been explored as a risk factor in the context of DM2, especially in DR. Dos Santos 

Nunes et al. [19] investigated the relationship between miR-9-3 methylation and diabetic 

complications in patients with DM2, establishing an association between the methylation of this 

microRNA and the presence of DR. In a study conducted by De Assis et al. [20], miR-9-3 

methylation was also related to the presence of DR, in a more pronounced way. In a more recent 

study, carried out by Sousa et al. [21], the authors confirmed that methylation of miR-9-3 

increases the risk of developing DR, especially the PDR stage, and is associated with higher 

levels of plasma VEGF-A in patients with NPDR. These findings highlight the potential of miR-

9-3 as a promising biomarker for DR and its respective stages in patients with DM2. 

This evidence aroused interest in investigating possible factors associated with the 

identified miR-9-3 methylation patterns, since it is a molecular factor that has the potential to 

be reversed. In the present study, we identified an association between PAL and the methylation 

profile of miR-9-3 in patients with DM2 without DR, as well as an association between plasma 

TAC concentration and the methylation profile of miR-9-3 in patients with DR. Logistic 

regression analyses indicated that insufficient PAL is a risk factor for miR-9-3 methylation, 

even after adjustments for variables such as TAC, sex, triglycerides, diabetes duration, and 

insulin therapy. 

These findings suggest that encouraging adequate physical activity may be an effective 

strategy for preventing or delaying the development of DR in patients with DM2, offering a 

promising approach to managing the disease. Therefore, modifiable factors, such as the practice 

of physical activity, are known to be one of the main regulators of epigenetic markers [38]. In 

fact, the literature is consistent in reporting that physical activity is related to a lower risk of 

both DM2 [39-40] and DR [41-42]. 

The results presented here are in line with the findings of Diniz et al. [25], who identified 

an association between insufficient PAL and MTHFR gene methylation in patients with DM2. 

It is important to highlight that, while the study by Diniz et al. investigated the relationship 

between physical activity and the MTHFR gene, the present study investigated the association 

between physical activity and miR-9-3. Despite the differences in the genes studied, it is 

interesting to note that both studies used the IPAQ to assess physical activity and found 

associations in similar populations of diabetic patients. This consistency strengthens the validity 

of the results, especially considering that the studies were conducted in comparable population 

groups and in the same geographic region. 
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In a cohort developed in Australia with cancer patients, total physical activity, as 

measured by the IPAQ, was found to be associated with DNA methylation in peripheral blood 

at a specific CpG site in the serum amyloid A protein gene (SAA2). Weaker evidence was found 

of associations for other CpG sites with total physical activity, leisure-time physical activity, 

and time watching television, in an Australian population  [43]. Furthermore, a study carried out 

with Polynesian individuals showed that physical training, both aerobic and resistance, 

conducted over 16 weeks in middle-aged obese individuals with DM2, resulted in 

hypomethylation of the GLUT-4 promoter, in addition to changes in miR-29a expression [44]. 

These findings complement studies that highlight the influence of DNA methylation patterns as 

indicators of a healthy lifestyle [45-46]. 

Insufficient PAL are associated with an increase in oxidative stress in the body [47-48]. 

Oxidative stress can trigger alterations in epigenetic processes, including the methylation of 

microRNAs [49], such as miR-9-3. Methylation of this miR can influence its expression, leading 

to altered regulation of target genes, including in the case of mir-9-3 in VEGF production. 

Inhibited expression of miR-9-3 results in an increase in the production of VEGF [50], which 

in turn is a crucial protein involved in angiogenesis and in the response to tissue injury. High 

levels of this factor are associated with DR [21]. Therefore, the relationship between low 

physical activity, oxidative stress, miR-9-3 methylation, and increased VEGF production may 

represent a potentially important mechanism in the pathophysiology of DR. 

Due to the nature of cross-sectional studies, it was not possible to establish cause and 

effect relationships here, but rather associations. This limitation prevents us from determining 

the temporal sequence of the variables studied; whether methylation occurred before the low 

total antioxidant capacity, or physical activity influenced the low total antioxidant activity, or 

perhaps a combination of both. Temporal nuances cannot be elucidated in this type of study. 

However, even considering these limitations, the current study paves the way for future 

interventional or longitudinal approaches, which could provide clearer and more definitive 

answers to these questions. 

 

Conclusion 

 

The results obtained in this study allow us to identify an association between insufficient PAL 

and miR-9-3 methylation in DM2 patients. Additionally, a positive influence of TAC 

concentration on the methylation profile of miR-9-3 in patients with DR stands out. These 
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findings suggest that physical activity plays an important role in epigenetic regulation and the 

development of DM2, which can lead to DR. 
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Abstract 

Purpose: To analyze the influence of dietary intake on miR-9-3 methylation in patients 

with diabetic retinopathy (DR). 

Methodology: A cross-sectional study was carried out with 170 participants with type 2 

diabetes, consisting of a control group (n = 64) and a group with diabetic retinopathy (n 

= 106). Dietary intake was analyzed by 24-hour food recall. DNA extracted from 

leukocytes was analyzed for miR-9-3 methylation using PCR-MSP. In addition, 

glycemia, glycated hemoglobin, creatinine, total cholesterol, HDL-C, and triglycerides 

were analyzed. 

Results: The methylation of miR-9-3 was more frequent in patients with diabetic 

retinopathy (61.3%) than in the type 2 diabetes control group (35.9%, p = 0.001). In the 

DR group, methylated patients had higher carbohydrate intake (p = 0.019) and thiamine 

intake (p = 0.034 for DM2 and p = 0.044 for DR) compared to non-methylated 

individuals, as well as higher riboflavin intake (p = 0.038). Carbohydrate intake (kcal) 

was an independent risk factor for miR-9-3 methylation (p = 0.000). 

Conclusion: Carbohydrate intake is associated with miR-9-3 methylation in patients with 

diabetic retinopathy, indicating that diet may influence epigenetic modulation and the risk 

of microvascular complications, highlighting the importance of dietary interventions in 

disease management. 

 

Keywords: Dietary intake, miR-9-3 Methylation, Diabetic Retinopathy, Epigenetic 

modulation 
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1. Introduction 
  

Diabetic retinopathy (DR) is one of the main complications of type 2 diabetes 

mellitus (DM2), affecting around 30% of the diabetic population worldwide (Teo et al., 

2021). DR is one of the leading causes of preventable blindness, especially among the 

adult working-age population (Ting et al., 2016). The main risk factors include glycemic 

control, duration of DM2 and hypertension arterial, in addition to other factors, obesity, 

hyperlipidemia, male gender, ethnicity and genetic predisposition (Scanlon, 2022). 

Traditional risk factors for DR, such as those associated with diabetes, may not be 

enough to fully explain its occurrence. Epigenetic factors, including changes in DNA 

methylation, histone modification and the expression of non-coding RNAs, such as 

microRNAs (miRNAs), play important roles in the development and progression of DR. 

Due to their high sensitivity and specificity, miRNAs have shown promise as non-

invasive biomarkers for the early detection and monitoring of DR, affecting processes 

such as microvascularization and dyslipidemia (Smit-Mcbride et al., 2020). 

MicroRNA-9 (miR-9) is encoded by three independent loci in the DNA, and its 

expression is influenced by methylation in the gene's promoter region (Hildebrandt et al. 

2010). In patients with DM2, an increase in miR-9 in pancreatic β-cells can regulate 

insulin secretion by modulating proteins such as granulophilin and OC2 (Plaisance et al. 

2006), as well as inhibiting the deacetylase Sirt1, influencing glucose homeostasis 

(Ramachandran et al. 2011). Recent studies show that the methylated profile of miR-9-3 

is associated with an increased risk of developing DR (Dos Santos Nunes et al. 2018; De 

Assis et al. 2021), as well as being related to high levels of VEGF-A in patients with DR 

(Sousa et al. 2024). 

Based on the results, there is a clear need to further understand the role of miR-9-

3 in DR, especially in epigenetic control mechanisms. Epigenetic modifications, such as 

DNA methylation and changes in histones, are influenced by dietary components, which 

can either promote or inhibit gene function (Acevedo-Espinola et al., 2024). In this sense, 

diet may be associated with the methylation of miR-9-3, influencing its expression and, 

consequently, the progression of DR. 

The aim of this study was to verify the influence of dietary intake on miR-9-3 

methylation in patients with diabetic retinopathy (DR). 

 

2. Methodology 

2.1 Type of study and ethical aspects 
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This is a cross-sectional study of 170 patients treated at the Lauro Wanderley 

University Hospital (UFPB) between 2019 and 2022. Patients with DM2 for at least 5 

years and a minimum age of 40 were included. Those with diabetes mellitus type 1 

(DM1), a DM2 diagnosis of less than 5 years, an age below 40 years or insufficient 

samples for methylation analysis were excluded. The study was approved by the hospital's 

Ethics Committee (CAAE: 99840118.3.0000.5183) and complied with current ethical 

standards. 

 

2.2 Clinical assessment of diabetic retinopathy 

 

 The retina was assessed using indirect binocular ophthalmoscopy, after pupil 

dilation with 0.5% tropicamide, and images of the macula and central disc were captured 

using a fundus camera. The diagnosis and classification of diabetic retinopathy (DR) 

followed the standards of the ACCORD (Chew et al. 2007) and the ETDRS (Gangnon et 

al. 2008), carried out by specialized ophthalmologists. The control group (n = 64) 

included patients with type 2 diabetes mellitus (DM2) without DR, while the DR group 

(n = 106) consisted of patients with retinopathy.  

 

2.3 Blood collection and biochemical analysis 

 

Twenty ml of venous blood was collected after a 12-hour fast. DNA and HbA1C 

were extracted from samples in tubes with K3EDTA, while biochemical analyses were 

carried out in tubes with clot activator. Serum/plasma was separated by centrifugation at 

3000 rpm for 15 minutes. Fasting blood glucose, total cholesterol, HDL and triglycerides 

were analyzed by enzymatic methods, while creatinine and HbA1c were analyzed by 

kinetic and turbidimetric techniques, respectively. The Friedewald formula was used to 

calculate LDL. The analyses were carried out on an automatic analyzer, following the 

instructions of the commercial kits.  

 

2.4 DNA isolation and methylation analysis 

 

DNA from leukocytes was isolated using the GeneJET Whole Blood Genomic 

DNA Purification Mini Kit (Thermo Fisher Scientific) for methylation analysis. 

Methylation-specific PCR (MS-PCR) used sodium bisulfite to convert unmethylated 

cytosines into uracil, while methylated cytosines remained unchanged. Detection of miR-
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9-3 methylation was performed with specific primers and Dream Taq™ Hot Start 

(Thermo Fisher Scientific), as described by Dos Santos Nunes et al. (2018). The PCR 

products were analyzed by electrophoresis in 3% agarose gel with GelRed® and 

visualized under ultraviolet light. The sample was classified as methylated when detected 

in both conditions and unmethylated when the band appeared only in the unmethylated 

condition. 

 

2.5 Food intake assessment 

 
A 24-hour food recall was used to identify and quantify the food and drink 

consumed in the 24 hours prior to the interview (Gibson, 2005). Participants provided 

detailed information such as preparation method, commercial brand of processed food 

and portion size. Two recalls were applied to estimate the intrapersonal variability of the 

diet and increase the accuracy of the dietary intake estimate (Verly-Jr et al., 2012). The 

data collected was analyzed by a specialist nutritionist using the Brasil Nutri® software 

and habitual energy and nutrient intake was estimated using the Multiple Source Method 

(MSM), a statistical method used to estimate habitual dietary intake based on two or more 

short-term measurements (Harttig et al. 2011).  

 

2.6 Anthropometric analysis 

 

Body mass (kg) and height (m) were assessed using a weight scale (Omron 

Healthcare Brasil, São Paulo, Brazil) and a portable stadiometer (Sanny, Standard, São 

Paulo, Brazil). (BMI) and the participants were classified according to the cut-off points 

proposed by the World Health Organization (Who, 2000). In addition, waist and hip 

circumferences were measured with an inextensible tape (Sanny, Standard, São Paulo, 

Brazil). 

 

2.7 Statistical analysis 

 

Continuous data was presented as mean ± standard deviation (SD) or median and 

interquartile range (IQR), and categorical variables as absolute and relative frequency. 

The normality of continuous data was checked using the Kolmogorov-Smirnov test. The 

independent t-test or Mann-Whitney test (continuous variables) and the chi-square or 

Fisher's exact test (categorical variables) were used to compare groups. Values of p < 0.05 

were considered significant, and the data was analyzed using SPSS version 26 (IBM 
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SPSS, Chicago, IL, USA). 

 

3. Results 

 

Table 1 shows the general characteristics of the study population. In the DR group, 

a higher proportion of men were observed in the methylated miR-9-3 profile compared to 

the unmethylated one (p < 0.017). In the control group (DM2), plasma triglyceride levels 

were significantly higher in the methylated profile (p < 0.016). There were no significant 

differences in the other variables. 

 

Table 1. General characteristics of study participants (n = 170) 

  
DM2 control   DR 

 

 Unmet. 

(n = 41) 

Met. 

(n = 23) p 
Unmet. 

(n = 41) 

Met.  

(n = 65) p 

Age (years) 60.1 ± 12  60.3 ± 10.2 0.945 60.2 ± 8.7 61.4 ± 8.8 0.468 

Sex, n (%)       

Female 32 (78) 14 (60.9) 0.142 28 (68.3) 29 (44.6) 0.017* 

 

DM2 duration  

(years) 

 

8 (5) 9 (5) 0.220 15 (10) 17 (9) 0.506 

Insulin 

treat, n 

(%) 

   

 

  

 

Yes 
17 (41.5) 10 (43.5) 0.876 28 (68.3) 43 (66.2) 0.820 

SBP 

(mmHg) 
130 (20) 130 (20) 0.740 150 (40) 150 (30) 0.779 

DBP 

mmHg) 
80 (10) 80 (10) 0.823 90 (20) 90 (20) 0.717 

BMI (kg/m2) 30.5 ± 5.5 29.5 ± 3.7 0.428 28.5 ± 4.9 29 ± 4.3 0.609 

WHR (cm) 0.96 ± 0.07 0.95 ± 0.05 0.476 0.94 ± 0;04 0.96 ± 0.05 0.072 

Glycemia 

(mg/dL) 
136 (67) 127 (39.5) 0.463 134 (72) 132 (58) 0.753 

HbA1c (%) 7.8 (2.1) 7.2 (1.3) 0.114 7.4 (1.4) 7.2 (1.5) 0.267 

Creatinine 

(mg/dL) 
0.68 (0.35) 0.80 (0.23) 0.218 0.81 (0.40) 0.93 (4.45) 0.115 

Triglycerídes 

(mg/dL) 
116 (79) 155 (46.5) 0.016* 115 (42) 110 (64) 0.536 

TC  (mg/dL) 161.8 ± 35.3 157.4 ± 37.5 0.642 171.4 ± 40 159.6 ± 43 0.239 

HDL-c 

(mg/dL) 
38 (12) 38 (14.5) 0.547 45 (16) 40 (14) 0.167 

LDL-c (mg/dL) 96.9 ± 34.3 84.9 ± 37 0.191 103 ± 37 95.8 ± 36.8 0.235 
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Data expressed as mean ± SD or median and (IQR), n (%). In the DM2 control group versus DR group the 

data were analyzed by independent t test or Mann-Whitney U test. The chi-square test was used to compare 

categorical variables. Statistical significance = < 0.05. SAH = Systolic Arterial Hypertension; SBP = Systolic 

Blood Pressure; DBP = Diastolic Blood Pressure; PAL = Physical Activity Level; BMI = Body Mass Index; 

WHR: Waist-Hip Ratio; HbA1c: Glycated hemoglobin; HDL-c, high-density lipoprotein cholesterol; LDL-

c: low-density lipoprotein cholesterol. 

 

Comparisons between the methylation profiles of miR-9-3 in the two clinical 

groups showed that methylation was more frequent in the group with DR (n = 65; 61.3%) 

compared to the DM2 control group (n = 23; 35.9%). This difference was statistically 

significant (p = 0.001). 

 Table 2 shows dietary intake according to the miR-9-3 methylation profile. It was 

observed that carbohydrate intake, both in grams and kilocalories, was significantly 

higher in DR group among methylated patients compared to non-methylated patients (p 

= 0.019). Regarding micronutrients, the intake of thiamine (vitamin B1) was significantly 

higher in both groups: DM2 and DR, in methylated patients compared to non-methylated 

patients (p = 0.034 and 0.044, respectively). In the DR group, there was also a 

significantly higher intake of riboflavin (vitamin B2) in methylated patients compared to 

non-methylated patients (p = 0.038). 
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Table 2. Dietary intake according to miR-9-3 methylation profile (n = 170) 

 DM2 control  DR  

 Unmt. 

 (n = 23) 

Met.  

(n = 41) 
p 

Unmt. 

(n = 41) 

Met 

 (n = 65) 
p 

Total Calories (kcal) 1153,1 ± 123,8 1204,7 ± 189,2 0,246 1225,1 ± 217 1299,8 ± 177 0,056 

Carbohydrate (g) 150,9 ± 18,7 162,2 ± 23,4 0,051 158,2 ± 24,7 168,4 ± 19,2 0.019* 

Carbohydrate (kcal) 603,7 ± 74,8 649,1 ± 93,9 0,051 632,9 ± 98,8 673,7 ± 76,9 0.019* 

Protein (g) 67,9 ± 8,7 67,3 ± 8,5 0,776 71 ± 10,7 72,4 ± 11,3 0.515 

Protein (kcal) 271,9 ± 35,1 269,3 ± 34,2 0,776 284,2 ± 43,1 289,9 ± 45 0.515 

Fat (g) 35,9 ± 7,4 36,3 ± 7,6 0,828 38 ± 9,8 39,5 ± 7,2 0,374 

Fat (kcal) 323,5 ± 67,2 327,4 ± 68,9 0,828 342,1 ± 88,8 355,4 ± 65 0,374 

Cholesterol (mg) 305,0 ± 69,5 300,7 ± 68,7 0,809 294 ± 72,9 312,8 ± 80,5 0.228 

Fiber (g) 16,0 ± 1,8 16,0 ± 1,8 0,866 15,9 ± 2,6 16,2 ± 2,1 0.552 

Saturated fat (g) 12,4 ± 2,8 12,9 ± 2,8 0,496 13,4 ± 3,4 13,9 ± 7 0.480 

Monounsaturated fat 

(g) 
11,0 ± 2,3 11,1 ± 2,1 0,927 12 ± 3,3 12,4 ± 2,6 0.466 

Polyunsaturated fat 

(g) 
8,0 ± 1,3 7,8 ± 1,6 0,552 8,2 ± 2,3 8,3 ± 1,8 0.812 

Trans fat (g) 0.80 ± 0.2 0.80 ± 0.2 0,838 0.80 ± 0.2 0.9 ± 0.2 0.485 

Vitamin A (mg) 476,8 ± 207,7 462,6 ± 199,6 0,789 423,4 ± 112 414 ± 133 0,710 



117 

 

 

Vitamin E (mcg) 4,9 ± 0,9 4,7 ± 0,7 0,374 4,7 ± 0,7 4,8 ± 0,8 0.416 

Vitamin C (mcg) 136,1 ± 49,8 122,5 ± 49,7 0,298 131,9 ± 69 151,2 ± 63 0.146 

Vitamin D (mcg) 1,3 ± 0,8 1,5 ± 0,7 0,196 1,5 ± 0,4 1,5 ± 0,5 0.668 

Thiamine (mcg) 0,64 ± 0,0 0,70 ± 0,1 0,037* 0,67 ± 0,1 0,72 ± 0,1 0,044* 

Riboflavin (mcg) 0,74 ± 0,2 0,87 ± 0,2 0,072 0,85 ± 0,2 0,96 ± 0,2 0,038* 

Niacin (mcg) 19,1 ± 0,2 18,9 ± 0,2 0,556 19,1 ± 0,8 19,2 ± 0,7 0,818 

Pyridoxin (mcg) 0,41 ± 0,0 0,44 ± 0,1 0,350 0,44 ± 0,1 0,49 ± 0,1 0,051 

Vitamin B12 (mcg) 3,2 ± 0,8 3,4 ± 0,7 0,234 3,6 ± 0,7 3,4 ± 0,7 0.243 

Calcium (mg) 367,6 ± 74,8 390,0 ± 80,7 0,280 386,7 ± 71,6 395,4 ± 79 0,572 

Magnesium (mg) 188,7 ± 23,7 193,0 ± 24,6 0,495 192,1 ± 26,2 192,7 ± 27,5 0.916 

Sodium (mg) 1730,5 ± 259,4 1747,9 ± 298,1 0,815 1858,5 ± 452 2063,3 ± 438 0,023* 

Potassium (mg) 1906,6 ± 166,6 1942,0 ± 233,8 0,525 1922,8 ± 196 1937 ± 243 0,754 

Phosphorus (mg) 831,9 ± 84,6 843,5 ± 91,1 0,618 855,5 ± 97,6 872,1 ± 104 0,415 

Copper (mg) 1,0 ± 0,1 1,0 ± 0,2 0,691 1,0 ± 0,2 1,1 ± 0,2 0,292 

Zinc (mg) 7,7 ± 1,3 7,8 ± 1,5 0,754 8,3 ± 1,9 8,4 ± 1,7 0792 

Data expressed as mean ± SD. Data analysed by independent t test. * < 0.05 = statistically significant difference. Unmt. = Unmetylated; Met. = Metylated.
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Table 3 presents the logistic regression analysis, where the methylation profile of miR-

9-3 was considered the dependent variable and carbohydrate intake the independent variable. 

Carbohydrate intake (kcal) was shown to be an independent risk factor, regardless of HbA1c, 

sodium intake, potassium, systemic arterial hypertension, thiamine, and riboflavin intake (p = 

0.000). 

 

Table 3. Logistic regression models verifying the influence of Carbohydrate intake on miR-9-

3 methylation 

Predictor Variables β (SE) OR IC 95% 

Carbohydrate intake 

(Kcal) 
1.657 ± 0.609 5.243* 1.588-17.306 

HbA1c (%) 0.209 ± 0.184 1.232 0.859-1.757 

Sodium intake (mg) 0.512 ± 0.582 1.668 0.533-5.221 

Potassium intake (mg) 0.002 ± 0.001 1.002 1.000-1.005 

HAS (years) -0.051 ± 0.029 0.950 0.898-1005 

Thiamin intake (mg) -2.814 ± 2.606 0.060 0.000-9.908 

Riboflavin intake (mg) 0.617 ± 1.053 1.854 0.235-14.614 

Variables tested by Binary Logistic Regression. Dependent variable: miR-9-3 methylation; Independent variable: 

Carbohydrate intake (Kcal); B = beta regression coefficient ± standard error; OR = odds ratio; CI 95% = upper 

and lower odds limits; HAS = Systemic arterial hypertension; * < 0.05 = statistically significant difference. 

 

4. Discussion 

 

 The results of this study highlight relevant differences in the methylation profile of miR-

9-3 in patients with diabetic retinopathy (DR), suggesting significant implications for the 

pathophysiology of the disease and for the modulation of metabolic and dietary risk factors. 

The higher frequency of methylation in the DR group compared to the DM2 group 

supports the hypothesis that miR-9-3 plays a crucial role in the progression of microvascular 

complications. Previous studies, such as those by Dos Santos Nunes et al. (2021) and De Assis 

et al. (2021), have also observed associations between the methylation of this microRNA and 

DR, suggesting its potential as a biomarker for risk stratification in diabetics. 

Regarding dietary intake, a higher carbohydrate intake was observed among patients 

with methylated DR. Notably, carbohydrate intake remained significant in the logistic 

regression analysis, even after adjusting for potential confounding variables such as HbA1c, 

sodium intake, potassium intake, systemic arterial hypertension, as well as thiamine and 
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riboflavin intake. The literature already suggests that high carbohydrate consumption can 

modulate the expression of genes involved in the progression of diabetic complications, as 

demonstrated by Mochizuki et al. (2021). Diets with a high glycemic index (GI) or glycemic 

load (GL) can induce epigenetic changes, affecting genes related to carbohydrate metabolism 

and insulin sensitivity, contributing to the pathogenesis of diabetes and its complications (Ott 

et al., 2023). 

In addition, sodium consumption was also higher in the methylated DR group, 

reinforcing the association between high sodium intake and the miR-9-3 methylation profile. 

Studies such as that by Liao et al. (2022) show that excess sodium can lead to epigenetic 

changes, as well as exacerbating vascular disorders that worsen microvascular complications 

such as retinopathy (Zhang et al., 2023). 

Finally, the higher intake of thiamine among methylated patients suggests a possible 

modulating role for these micronutrients in epigenetic regulation. Previous studies, such as 

those by Ziegler et al. (2023), indicate that thiamine deficiency can aggravate microvascular 

complications, reinforcing the importance of an adequate intake of this vitamin as part of the 

prevention of complications such as DR. However, our findings on riboflavin were consistent 

with the study by She et al. (2021), which found no significant association between riboflavin 

intake and DR. 

Despite observing higher sodium, thiamine, and riboflavin intake among methylated 

patients, these nutrients did not show statistical relevance in the logistic regression model tested. 

These results provide new insights into the role of diet in the epigenetic regulation of 

diabetic patients, suggesting that nutritional interventions focused on controlling carbohydrate 

intake may influence not only glycemic control but also the methylation of genes associated 

with the development of DR. 

 

5. Conclusion  

 

The findings of this study reinforce the importance of considering both epigenetic and 

dietary factors in the and dietary factors in the progression of diabetic retinopathy. The 

association between miR-9-3 methylation and high carbohydrate and sodium intake highlights 

the potential role of diet in epigenetic modulation and the risk of microvascular complications. 

complications. Nutritional interventions aimed at reducing carbohydrate intake may improve 

control of the disease and its complications. 
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ANEXO A – RECORDATÓRIO ALIMENTAR DE 24 HORAS 

 
 

Refeições/Alimentos 
Medida 

Caseira 

Tamanho da 

porção 

Valor em 

gramas/ml 

Observações 

     Preencher as 

medidas mostrando 

o álbum de medidas 

caseiras. 

 

Para mensurar o 

valor de g/ml das 

medidas caseiras, 

considerar o valor 

da porção média do 

QFCA, 

Se for pequena, / 2 

Se for grande, + ½ 

Se for extra-grande, 

X 2 

(p25 – p50 – p75 – 

p100) 

 

Descrever 

quantidades de 

alimentos por 

preparação: 

Papas, sopas, 

macarronada, 

feijoada, etc. E 

colocar neste 

recordatório, 

perguntado a 

responsável pela 

preparação, para 

quantas pessoas 

será dividida. 

 

Descrever neste 

recordatório se 

consome 

chá, caso sim, que 

tipo de chá, como 

também 

quantidade de água 

e horário. 

 

Descrever o 

tipo de 

cocção: - 

Fritura 

-Grelhado 

-Cozido 

- Assado 

     

Café Da 

Manhã 

    

    

     

     

Lanche     

     

     

     

     

Almoço 
    

     

     

     

     

Lanche     

     

     

     

 

Jantar 

    

    

     

     

 

Lanche 

Noturno 

    

    

Preferências Alimentares: 
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ANEXO B – QUESTIONÁRIO DE FREQUÊNCIA ALIMENTAR (QFA) 
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ANEXO C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO – TCLE 
 

 

Prezado (a) Senhor (a) 

 

Esta pesquisa é sobre Epigenética + genética: identificação de marcadores para 

Retinopatia Diabética e está sendo desenvolvida por Tainá Gomes Diniz, Caroline 

Severo de Assis e B runo Rafael Virginio de Sousa todos doutorandos do Curso de Pós 

Graduação em Ciências da Nutrição da Universidade Federal da Paraíba, 

sob a orientação da Profa Darlene Camati Persuhn. 

Os ob jetivos do estudo são estudar se alguns genes presentes nas suas cé lulas 

apresentam versões que podem estar relacionadas às complicações da diabetes que 

acontecem numa região dos olhos denominada retina . A finalidade deste trab alho é 

contribuir para identificar marcadores genéticos e precoces da retinopatia 

diabética, podendo abrir caminho para identificação antecipada de indivíduos com risco 

da complicação ou da sua rápida progressão. 

Solicitamos a sua colaboração para 1) responder algumas questões sobre sua 

condição de saúde, medicamentos que toma, e o conhecimento que possui sobre diabetes 

utilizando questionários apropriados que demorarão em torno de 20 minutos, 2) permitir 

aos pesquisadores determinar seu peso em balança apropriada; altura, medida da cintura 

e quadril utilizando fita métrica; 3)Permitir a realização do exame de fundo de olho para 

o diagnóstic da retinopatia diabética 4) permitir a coleta de uma amostra de sangue 

equivalente a 30mL ou 3 colheres de sopa, que servirá para determinação das taxas 

bioquímicas importantes para o estudo (colesterol, HDL, t riglicerídeos, glicose, 

hemoglobina glicada, creatinina) e variáveis bioquímicas relacionadas aos genes 

estudados. A mesma amostra de sangue será utilizada para isolamento do DNA 

cromossomal que permitirá analisar os marcadores genéticos que você possui. 

Solicitamos ainda sua autorização para apresentar os resultados deste estudo em eventos 

da área de saúde e publicar em revista científica nacional e/ou internacional . Por ocasião 

da publicação dos resultados, seu nome será mantido em sigilo absoluto. 

Informamos que a coleta de sangue pode trazer um pequeno desconforto local e a 

presença de hematoma discreto que tente a desaparecer em poucos dias. Caso ocorra dor 

ou aparecimento de hematoma devido a coleta de sangue, você deverá entrar em contato 

com os pesqu isadores e será orientado sobre a utilização de compressas e utilização de 

medicamentos de uso tópico. Por participar deste projeto, sua condição de diabético pode 

ficar exposta, no entanto, toda a identificação de materiais será realizada através de códig 

os para evitar sua exposição. 

Esclarecemos que sua participação no estudo é voluntá ria e, portanto, o(a) senhor(a) 

não é obrigado(a) a fornecer as informações e/ou colaborar com as atividades solicitadas 

pelo Pesquisador(a). Caso decida não participar do estudo, ou resolver a qualquer 

momento desistir do mesmo, não sofrerá nenhum dano, nem haverá modificação na 

assistência que vem recebendo na Instituição. Os pesquisadores estarão a sua 

disposição para qualquer esclarecimento que considere necessário em qualquer etapa da 

pesquisa. 
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Assinatura do(a) pesquisador(a) responsável 

 

 

Considerando, que fui informado(a) dos objetivos e da relevância do estudo 

proposto, d e como será minha participação, dos procedimentos e riscos decorrentes 

deste estudo , declaro o meu consentimento em p articipar da pesquisa, como também 

concordo que os dados obtidos na investigação sejam utilizados para fins científicos 

(divulgação em eventos e publicações) . Estou ciente que receberei uma via desse 

documento. 

 

João Pessoa ,  de  de   Impressão dactiloscópica 

 

 

Assinatura do participante ou responsável legal 

 

 

Contato com o Pesquisador (a) Responsável: 

 

Caso necessite de maiores informações sobre o presente estudo, favor ligar para o (a) 

pesquisador (a) Profa. Dra. Darlene Camati Persuhn Telefone: 83 999423268, email 

darlenecp@hotmail.com ou para o Comitê de Ética do Hospital Universitário Lauro 

Wanderley -Endereço: Hospital Universitário Lauro Wanderley-HULW – 2º andar. 

Cidade Universitária. Bairro: Castelo Branco – João Pessoa - PB. CEP: 58059-900. E-

mail: cep.hulw@ebserh.gov.br Campus I – Fone: 3206--0704 

mailto:darlenecp@hotmail.com
mailto:cep.hulw@ebserh.gov.br
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ANEXO D – INSTRUMENTO PARA COLETA DE DADOS 

 

 

 

 

 

 

INSTRUMENTO PARACOLETA DE DADOS                         

DADOS SÓCIODEMOGRAFICOS 

• Estado civil:  

(    )casado (a)  (    )desquitado(a)/ separado 

(    )viúvo (a)    (    ) solteiro (a) (    ) outros 

• Ocupação:     

(    ) trabalha  (    ) aposentado  

(    ) do lar     (     )outra:                  

• Número de membros da Família 

(residência):                      

• Escolaridade:   ____________ 

 

DADOS REFERENTES AO 

DIAGNOSTICO, TRATAMENTO E 

CONTROLE DO DIABETES E OUTRAS 

COMORBIDADES 

Tempo de Diagnóstico da Diabetes: ________  

Tempo de Diagnóstico da RD: ____________ 

  Casos de DM na família:  

(    ) sim   (    ) não  (    ) Não sabe 

• Fatores de risco para complicações vasculares: 

S (    )  N (    ) tabagismo                                                     

S (    )  N (    ) etilismo 

S (    )  N (    ) sedentarismo                                                

S (    )  N (    ) HAS há ______ anos 

S (    )  N (    ) depressão  

• Tratamento realizado:  

(    ) dieta   (    ) dieta e antidiabético oral 

(    ) dieta e insulina  (    ) dieta, antidiabético oral 

e insulina (    ) outro   

• Medicamentos que faz uso:  

_______________________________________

_______________________________________ 

_______________________________________ 

 

• Presença de complicações:  

S (    )  N (    ) IAM- Infarto agudo do miocárdio   

S (    )  N (    ) amputação de membro            

S (    )  N (    ) pé diabético    

S (    )  N (    ) AVE- Acidente vascular               

encefálico(derrame) 

(    ) Neuropatia   (    ) Nefropatia  

 

 

• Qual a Frequência que você faz uma consulta 

médica? 

(    ) 2 ou mais vezes por mês  

(    ) 1 vez por mês  

(    )  a cada 2(dois) meses  

(    )  a cada 3 (três) meses  

(    )  a cada 6 meses  

(    ) 1 vez por ano 

EXAMES LABORATORIAIS 

HbA1c ________ Glicemia de jejum __________ 

Colesterol total _______Colesterol HDL 

_______ 

Colesterol LDL _______ Triglicerídeos _______ 

Creatinina ________   CAT/MDA ____________ 

 

DADOS DA AVALIAÇÃO CLÍNICA 

• Oftalmologia  

(    ) S∕RD    (    ) RDNP leve   

(    ) RDNP moderada (    )  RDNP severa   

(    )  RDP (    )  EMD (edema macular diabético )  

Que tipo de tratamento vem sendo realizado para 

RD ? ___________________________________ 

________________________________________ 

• Pressão arterial : 

P.A. Sistólica: ________P.A. Diastólica: _______ 

AVALIAÇÃO ANTROPOMÉTRICA: 

Peso 

Atual(Kg) 

Estatura(cm): IMC(Kg/m²) 

Estado 

Nutricional: 

CIRCUNFERÊNCIAS 

Cintura(cm): Quadril(cm): Relação C/Q: 

Resultado: 

DOBRAS CUTÂNEAS 

(Referência DURNIN E WOMERSLEY, 1974) 

Triciptal(mm): Bicipital(mm): 

Subscapular(mm): Suprailiaca(mm): 

Percentual de gordura (%): 

 

  

Nome do entrevistador:   Nº de identificação:____________________ 

Nome:     Sexo ( ) F ( ) M  

Idade atual:     Data de nascimento: __/__/___ Naturalidade:___________________ Etnia:___________________ 

Unidade(ambulatório de acompanhamento):             ____________________________  

Prontuário HU :_____________Prontuário CEROF :____________  

Telefone :______________________________________________ 

Endereço: ________________________________________________________________________________ 
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• ANEXO E – IPAQ VERSÃO CURTA 
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ANEXO E – PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP 
 

 

 

 

 

 


