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Resumen

Contexto: la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es una enfermedad prevalente que puede
comprometer cualquier 6rgano. La enfermedad renal diabética (ERD) es una de las
complicaciones de la DM2.

Objetivo: conocer las caracteristicas sociodemogréficas, clinicas, de laboratorio clinico y
biomarcadores interleucina (IL)-17 e IL-33 en plasma y orina de nuestra poblacién con
DM2 y ERD, y encontrar si hay diferencias al comparar con pacientes sin ERD y sin DM2.

Metodologia: en este estudio de corte transversal los datos se obtuvieron de las historias
clinicas. Se midieron las IL-17 e IL-33 en plasma y orina mediante kits comerciales de
ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas.

Resultados: se incluyeron 62 pacientes con DM2, 23 pacientes con ERD, 39 pacientes
sin ERD y 29 pacientes sin DM2. Aquellos con DM2 tienen mayores niveles en orina de
IL-17 comparado con los que no tienen DM2 (p<0.001). Los pacientes sin ERD presentan
mayores niveles de IL-33 en plasma comparado con los que padecen ERD (p=0.0046).
En los pacientes con DM2 existe correlacién positiva entre los niveles de IL-17 e IL-33
en orina. Los niveles de IL-33 en plasma presentaron un area bajo la curva de 0.74 para
diferenciar entre pacientes con ERD y sin ERD.

Conclusiones: los niveles de IL-17 en orina son mayores en pacientes con DM2. Los
niveles de IL-33 en plasma son mayores en pacientes sin ERD. El nivel de IL-33 en plasma
podria ser (til para diferenciar casos de ERD.

Palabras clave: diabetes mellitus tipo 2, enfermedades renales, biomarcadores, citocinas,
plasma, orina.
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Destacados

= La prevalencia de |a diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) esté
aumentando rapidamente en
todo el mundo y se estima
que para el afio 2035 habra
aproximadamente 590 millones
de personas con DM2.

= Ladeteccion tempranay la
correccion de los factores
de riesgo modificables, junto
con el uso potencial de los
biomarcadores interleucina (IL)-
17 e IL-33, podrian ayudaren la
deteccion temprana de la ERD y
reducir la tasa de deterioro de la
funcion renal.

= El presente estudio nacional
evalud los niveles de IL-17 e IL-
33 en pacientes con enfermedad
renal diabética (ERD), sin ERD
y sin diabetes mellitus tipo 2
(DM2). Se encontré que los
pacientes con DM2 presentan
niveles elevados de IL-17 en la
orina, mientras que los pacientes
sin ERD tienen niveles més altos
de IL-33 en plasma.

= Los niveles de IL-33 en plasma
pueden ser (tiles para diferenciar
casos de ERD.
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Niveles de interleucina-17

Levels of interleukin-17 and interleukin-33 in plasma
and urine of patients with type 2 Diabetes Mellitus and

diabetic kidney disease

Abstract

Context: Type 2 diabetes mellitus (DM2) is a prevalent disease that can affect various
organs. Diabetic kidney disease (DKD) is one of the complications of DM2.

Objective: To understand the sociodemographic and clinical characteristics, clinical
laboratory findings, and interleukin (IL)-17 and IL-33 biomarkers in plasma and urine of
our population with DM2 and DKD, and to determine if there are differences compared to
patients without DKD and without DM2.

Methodology: This cross-sectional study obtained data from medical records. IL-17 and
IL-33 levels in plasma and urine were measured using commercially available enzyme-
linked immunosorbent assay kits.

Results: The study included 62 patients with DM2: 23 patients with DKD, 39 patients
without DKD, and 29 patients without DM2. Patients with DM2 had higher levels of IL-17
in urine compared to patients without DM2 (p<0.001). Patients without DKD had higher
levels of IL-33 in plasma compared to patients with DKD (p=0.0046). In patients with
DM2, there was a positive correlation between IL-17 and IL-33 levels in urine. The plasma
levels of IL-33 had an area under the curve of 0.74 in distinguishing between patients with
and without DKD.

Conclusions: IL-17 levels in urine are higher in patients with DM2. IL-33 levels in
plasma are higher in patients without DKD. The level of IL-33 in plasma could be useful in

Highlights

The prevalence of type 2
diabetes mellitus (DM2) is
rapidly increasing worldwide,
with an estimated 590 million
people having DM2 by the year
2035.

Early detection and correction
of modifiable risk factors,

along with the potential use of
biomarkers interleukin (IL)-17
and IL-33, could aid in the
early detection of DKD and
reduce the rate of renal function
deterioration.

This national study assessed

the levels of IL-17 and IL-33

in patients with Diabetic Kidney
Disease (DKD), without DKD,
and without type 2 diabetes
mellitus (DM2). It was found
that patients with DM2 have
elevated levels of IL-17 in urine,
while patients without DKD have
higher levels of IL-33 in plasma.

Plasma levels of IL-33 can be

differentiating cases of DKD.

Urine.

Keywords: Type 2 Diabetes Mellitus, Kidney Diseases, Biomarkers, Cytokines, Plasma,

useful in differentiating cases of
DKD.

Introduccién

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) esta
aumentando rapidamente alrededor del mundo. Se
estima que para el afio 2035 haya aproximadamente
590 millones de personas con DM2 en todo el
mundo. Es una de las principales causas de muerte
en Estados Unidos (1). Se calcula que la prevalencia
de DM2 en América Latina aumentara en 250 % en
los proximos 20 afios (2). Los pacientes con DM2
consumen alrededor de 6 % del costo en salud
en América Latina y el Caribe (2). En Colombia,
cerca del 8 % de personas sufren de DM2 (3, 4).
La enfermedad renal diabética (ERD) es una de las
complicaciones mas importantes de la diabetes,
se estima que aproximadamente 20-50 % de
pacientes con DM2 desarrollan ERD (5, 6). En
Colombia se desconoce la incidencia, prevalencia
y la mortalidad de la ERD (3) la cual es la causa
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mas comin de enfermedad renal crénica (ERQ)
(1). La ERC se define como una tasa de filtracién
glomerular estimada (TFG) persistentemente < 60
mL/min/1.73 m?, albuminuria (relacién albuminuria/
creatinuria, ACR, > 30 mg/ g), u otros marcadores
de dafio renal, como hematuria o anomalias
estructurales. En la mayoria de las personas, la ERC
no se identifica como resultado de los sintomas,
sino que suele diagnosticarse a través de pruebas
de tamizaje rutinarias. La recomendacion es que se
haga una prueba de tamizaje anual de estimacién
de TFG o medicion de ACR a los pacientes con
DM2 desde su diagnéstico. La Sociedad Americana
de Nefrologia y la Fundaciéon Nacional del Rifién
sugieren estimar la TFG mediante la formula CKD-
EPI 2021 (3, 5). Aun asi, la disminucion de la TFG
suele detectarse en las fases moderada o grave
de la ERC, por lo que los pacientes se pierden
el periodo 6ptimo de tratamiento. La deteccién
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precoz y la correccién de los factores de riesgo
modificables pueden reducir |a tasa de deterioro de
la funcién renal.

Los biomarcadores son caracteristicas que
pueden reflejar un estado patolégico de forma
mas temprana que una manifestaciéon clinica (7).
Usualmente, el biomarcador esta alterado en los
enfermos. Para poder clasificar a una persona
como enferma o no enferma debe establecerse
un punto de corte del biomarcador de modo que
los pacientes con niveles de un lado del punto
de corte sean enfermos y del otro sanos. Para
evaluar la efectividad practica de un biomarcador
se puede usar la curva Receiver Operating
Characteristic (ROC), una grafica de sensibilidad
contra l-especificidad de cada posible punto de
corte del biomarcador. El indice de Youden es el
valor para punto de corte que mejor tiene balance
entre sensibilidad y especificidad (8).

Hasta el momento se hanidentificado una serie de
proteinas proinflamatorias caracteristicas de la ERD,
entre las que se encuentran la interleucina (IL)-17 y
la [L-33, las cuales podrian tener un potencial uso en
la deteccion temprana de ERD. Se ha propuesto que
la progresion de la enfermedad renal esta asociada
a la activacion sostenida de la via IL-33/ST2. Por
lo tanto, la via IL-33/ST2 parece ser un importante
mecanismo subyacente a la enfermedad fibrética
renal (9). Se ha descrito que la IL-17 media lesion
de podocitos, expansion del mesangio y fibrosis renal
dentro del desarrollo de ERD (10, 11).

Este estudio se planted para conocer las
caracteristicas ~ sociodemograficas,  clinicas,
paraclinicas y nivelesde [L-17 e IL-33 en nuestra
poblaciébn con DM2 y ERD, asi como para
encontrar si habia diferencias en comparacién
con pacientes sin ERD y sin DM2. Ademés,
se quiso indagar si existia algin grado de
correlacion entre los niveles de IL-17 e IL-33 y
los marcadores de funcion renal, también si los
niveles de IL-17 e IL-33 podrian tener alguna
utilidad diagnéstica.

Metodologia

Disefio del estudio

Estudio observacional, analitico, de corte
transversal, desarrollado con los pacientes de la
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consulta externa de endocrinologia de un hospital
de tercer nivel de Neiva, Colombia.

Pacientes y muestras

El estudio fue aprobado segiin acta 010-003
del 16 de octubre de 2018 por el Comité de Etica
Bioética e Investigacién Local. Durante el periodo
de reclutamiento, aproximadamente 1000
pacientes fueron a la consulta de endocrinologia
del hospital de referencia, se realizé un muestreo
no probabilistico por conveniencia y se invit6é a
participar a los pacientes con DM2 de la consulta
externa de endocrinologia del HUHMP, asi como
también a aquellos que no tenian DM2. Los
pacientes fueron divididos en grupos: los que
tenian ERD fueron definidos por la presencia de
diagnodstico de DM2 y alguno de los dos criterios
para ERD: tasa de filtracion glomerular estimada
< 60 mL/min/1.73 m? o relacién albuminuria/
creatinuria (en adelante microalbuminuria)
> 30 mg/g (5). Los demas pacientes con DM?2
que no cumplieron criterios para diagnéstico de
ERD fueron asignados al grupo sin ERD. Los
participantes que no tenfan diagndstico de DM2
fueron asignados al grupo sin DM2. Seincluyeron
todoslospacientesquefirmaronelconsentimiento
informado y se les tomb muestra de sangre y de
orina. Se excluyeron aquellos a los que no se
pudo tener acceso a la historia clinica o cuyas
muestras fueron mal rotuladas. Los pacientes
que aceptaron participar fueron redirigidos a las
instalaciones del hospital local para la toma de
muestras de sangre (4-6 mL), las cuales fueron
realizadas por personal calificado a través de
una venopuncién; las muestras se recogieron
en tubos con acido etilendiaminotetraacético
(EDTA, Greiner bio-one North America Inc.,
Ref 454021H, 4238 Capital Drive, Monroe,
NC 28110, USA). También, se recolectaron las
muestras de orina en los frascos recomendados
para tal fin. Las muestras fueron centrifugadas
a 300 x g, para luego recoger el sobrenadante
y almacenarlo a -70°C hasta el momento de la
medicién de IL-17 e IL-33 en el Laboratorio de
Infeccién e Inmunidad de la Facultad de Salud de
la Universidad Surcolombiana.

Historia clinica
Se recolectd informacién de las historias

clinicas registradas en el sistema del hospital de
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referencia. Se extrajeron datos de las variables
sociodemograficas, como edad y género; también,
informacion de variables clinicas, como peso,
talla, antecedentes patologicos, tratamiento
farmacolbgico previo, entre otros. Se recolectaron
también datos sobre resultados de laboratorios
registrados en la historia clinica: glucosa
plasmatica en ayunas (en adelante glucemia),
colesterol sérico, triglicéridos séricos (TAG),
colesterol de lipoproteina de alta densidad (HDL),
colesterol de lipoproteina de baja densidad (LDL),
creatinina sérica, hemoglobina glicada (HbAlc) y
microalbuminuria (o albuminuria —cuando se use
el término macroalbuminuria correspondera a
los casos con niveles > 300 mg/g—). A partir de
la creatinina sérica y el género se calculd la tasa
de filtracion glomerular utilizando la ecuacibon
establecida por la National Kidney Fundation
(CKD-EPI 2021).

Medicién de IL-17 e IL-33

Para la deteccion de [L-17 e IL-33 en plasma
y orina por ensayo de inmunoabsorcién ligado
a enzima (ELISA, por sus siglas en inglés) se
emplearon el kit de ELISA (R&D Human IL-17
DuoSet ELISA, Cat: DYDY317 y R&D Human IL-
33 DuoSet ELISA Cat: 3625B, McKinley Place NE,
Minneapolis, MN 55413, USA), comercialmente
disponibles, siguiendo las recomendaciones del
fabricante. En placas de 96 pozos se adicion6
el anticuerpo de captura. Luego de bloquear la
placa, se adicionaron 100 pl de la muestra pura
de plasma/orina en duplicado; posteriormente,
se agreg6 el anticuerpo de captura y, en pasos
sucesivos, los reactivos del sistema de revelado.
Para los experimentos de IL-17 se usd como
anticuerpo de captura un anti-IL-17-humana
de ratén y como anticuerpo de deteccién se usb
un anti-IL-17-humana biotinilado de cabra, v,
para los experimentos de IL-33, se utiliz6 como
anticuerpo de captura un anti-IL-33-humana de
cabra y como anticuerpo de deteccion se utilizé
un anti-IL-33-humana biotinilado de conejo.
Como sistema de revelado se utilizé una solucion
substrato que mezcla perdéxido de hidrégeno
(H202)yTetrametilbencidina (TMB) en proporcion
1:1, la cual se dejo6 actuar a temperatura ambiente,
hasta que la intensidad de color de la dilucion final
de la curva estandar fuera dos veces la intensidad

Volumen 10, nimero 4 de 2023

493

Niveles de interleucina-17

del control negativo (solucion diluyente). Se
detuvo la reaccién con &cido sulflrico con
concentracion 2 Ny, finalmente, la placa fue leida
en espectrofotémetro Multiskan FC (Thermo) a
450 nm. Los resultados de densidades opticas se
corrigieron restando el promedio del blanco de
cada experimento. La concentraciones de [L-17 e
IL-33 fueron calculadas a partir de lainterpolacién
a una la curva estandar con modelo de hipérbola,
con 5-7 puntos de referencia empleando para
ello el software GraphPad Prism 9.5.0 (GraphPad
Prism, La Jolla, CA). La concentracion inferior en
la curva estandar del kit de la IL-17 era de 15.6
pg/mL y del kit de la IL-33 de 23.4 pg/mL. Los
valores inferiores a estos fueron extrapolados
seglin la curva estandar. Se incluyeron todos
los experimentos en los que la variabilidad entre
duplicados fue <10 % y el r* de las curvas estandar
fue > 99 % para asequrar la mayor precisioén de
los datos (Suplementaria 1). La extrapolacion
es un método que ofrece menor error que la
imputacion para reemplazar datos inferiores a los
de la sensibilidad de un ensayo (12). Los valores
extrapolados que estuvieron entre O y 0.05 pg/mL
se muestran como < 0.05.

Los datos obtenidos de los pacientes a
partir de las historias clinicas y los niveles de
IL-17 e IL-33 en plasma y orina medidos por
ELISA fueron registrados en una base de datos
en Microsoft® Excel® para Office 365 MSO
versién 16.0.10730.202064 32 bits (Microsoft
Headquarters One Microsoft Way Redmond,
WA 98052) y, posteriormente, analizados con el
software estadistico GraphPad Prismversion 9.5.0
(GraphPad Software 2365 Northside Dr. Suite
560 San Diego, CA92108). Serealizbé una prueba
de normalidad de Kolmogérov-Smirnov. Los datos
son expresados como mediana (minimo-maximo)
para las variables continuas y como frecuencia y
proporciones para las variables categoéricas. Las
diferencias entre dos grupos, para las variables
cuantitativas, fueron analizadas usando la prueba
U de Mann—Whitney (MW) para las variables con
distribucién no normal. Para la comparacion entre
mas de dos grupos se usé la prueba de Kruskal-
Wallis (KW) para las variables con distribucién no
normal. Si la prueba de KW mostraba diferencias
significativas estadisticamente, se aplicé la prueba
de Dunn para comparaciones miltiples entre las
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Suplementaria 1. Curvas estandar de IL-17 e IL-33.
Fuente: elaboracion propia.
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posibles parejas. Para las variables categoéricas
se usaron las pruebas de Chi cuadrado o test
exacto de Fisher segln fue pertinente. Se realiz6
un analisis de correlacion mediante prueba de rho
de Spearman entre las variables de funcion renal
y niveles de IL. Como anélisis exploratorio, por
analisis Receiver Operating Characteristics (ROC)
y célculo del indice de Youden, se identifico el
punto de corte optimo para distinguir entre los
grupos ERD y sin ERD mediante los niveles de |L-
33 en plasma. De la curva ROC se expresa el area
bajo la curva (AUC) (Cl). Las variables con missing
data> 30 % fueron excluidas del analisis. Un valor
de p < 0.05 fue considerado estadisticamente
significativo.

Niveles de interleucina-17

Resultados

Desde junio de 2018 a junio de 2020 se invito
a los pacientes de la consulta de endocrinologia
del HUHMP a participar en el estudio (N=1,000).
Durante el periodo de reclutamiento, 69 pacientes
con DM2 y 29 sin DM2 aceptaron participar.
Todos los participantes firmaron el formato de
consentimiento informado. De los pacientes
con DM2 se excluyeron 7 por imposibilidad de
acceder a la historia clinica por motivos técnicos
o por pérdida en las muestras de sangre y orina.
Se incluyeron finalmente 62 pacientes con DM2,
los cuales se clasificaron en pacientes con ERD
(n=23) y sin ERD (n=39) (figura 1).

Pacientes de la consulta extemna de
Endocrinologia desde jun 2018 a Jun

2020 en el HUHMP
MN=1,000

l

l

Se invitd a paricipar a los
pacientes con DM 2.
Firma consentimiento informado

Se invitaron pacientes sin DM 2
coma grupo contral
Firma consentimiento informado

n=69 n=29
Excluidos por historia
clinica o muestra
sanguinea ausente | '
n=7 Y
DM 2 sin DM 2
n=52 n=29

L

DM 2 con ERD
n=23

D 2 SIN ERD

n=39

Figura 1. Flujograma del estudio. HUHMP: Hospital Universitario
Hernando Moncaleano Perdomo. DM2: diabetes mellitus tipo 2. ERD:
enfermedad renal diabética.

Fuente: elaboracién propia.
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Caracteristicas sociodemograficas

En la Tabla 1 se encuentran las caracteristicas
sociodemograficas de los participantes. En
el grupo sin DM2 habia mayor proporciéon de

Niveles de interleucina-17

participantes femeninas que en los grupos de
pacientes con DM2. La edad de los pacientes
con ERD (p < 0.0001) y sin ERD (p=0.0281) fue
mayor que la edad de los pacientes sin DM2.

Tabla 1. Caracteristicas sociodemograficas

DM2,n=62
Variable sin DM2, n = 29 P
ERD, n =23 sin ERD, n= 39

Género, 14 60.87 23 58.97 28 96.55 | 0.0014*
Femenino

Edad, afiost 64 36-86 57 34-80 51 22-75 0.0001*
Peso, Kgt 68 51-112 75 45-122 69 41-107 0.4959
Talla, Cmft 158 143-173 159 148-180 157 152-163 | 0.4695
IMC, Kg/m2t 27.27 | 19.68-45.2 | 27.94 20-42.6 31.4 23.2-40.2 | 0.2501

°Se expresan: frecuencia, porcentaje; el valor de p corresponde a la prueba de Chi cuadrado.

T se expresan: mediana, minimo-maximo; el valor de p corresponde a la prueba de Kruskal-Wallis.
DM2: diabetes mellitus tipo 2. ERD: enfermedad renal diabética. IMC: indice de masa corporal.

Fuente: elaboracién propia.

Comorbilidades

La comorbilidad mas frecuente en pacientes
con DM2 con ERD (n=14, 60 %) y sin ERD
(n=25, 64 %) fue la hipertension arterial; en el
grupo de ERD, las siguientes comorbilidades
mas frecuentes fueron el hipotiroidismo (n=6,
26 %), la insuficiencia cardiaca (n=4, 17 %), la
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (n=2, 8
%), la enfermedad cerebrovascular (n=2, 8 %), la
osteoporosis (n=1, 4 %) y el hipertiroidismo (n=1,
4 %). En el grupo de pacientes sin ERD, luego
de la hipertension, las mas frecuentes fueron:
el hipotiroidismo (n=10, 25 %), la enfermedad
cerebrovascular (n=4, 10 %), la osteoporosis
(n=4, 10 %) y el hipertiroidismo (n=4, 10 %). No se
encontraron diferencias significativas (p > 0.05)
entre las frecuencias excepto en la frecuencia
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de insuficiencia cardiaca congestiva, que fue
mayor en el grupo ERD (p=0.0159). La variable
de tiempo desde el diagnéstico de diabetes fue
excluida del analisis por su alto missing data.

Caracteristicas paraclinicas

Las caracteristicas de los hallazgos de
laboratorio de los grupos se muestran en la
tabla 2. Se encontraron diferencias significativas
entre los niveles de glucemia del grupo no DM
comparado con los pacientes con ERD y sin ERD.
Otras diferencias identificadas fueron un menor
valor de creatinina sérica de los pacientes sin DM2
comparados con el grupo con ERD (p=0.0277).
Solocincodelos pacientes ERD fueronclasificados
asi por su TFG, los demas se asignaron a este
grupo por su nivel de microalbuminuria.

http://revistaendocrino.org/index.php/rcedm
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Tabla 2. Caracteristicas paraclinicas

Niveles de interleucina-17

DM2, n = 62
Paraclinico® sin DM2, n = 29 P
ERD, n = 23 sin ERD, n = 39
COLT, mg/dL 170 | 116-299 | 195 | 106-283 | 180 | 135-322 | 0.2551
TAG, mg/dL 154 | 103-625 | 157 | 57-485 | 134 | 66-444 0.3689
LDL, mg/dL 82 | 33.8-219 | 105 | 43-176 | 111 | 61-197 0.2327
HDL, mg/dL 38 27-60 40 29-93 49 25-68 0.0946
Glucemia, mg/dL | 140 | 88-355 | 147 | 88-437 | 90 | 69-111 | <0.0001*
HBALc, % 82 | 6-123 | 84 | 5.8-15 N.A. 0.6297°"
sCr, mg/dL 08 | 04-27 | 08 | 04-137 | 07 | 04-11 | 0.0319*
MiAlb, mg/g 61 | 8.2-434 | 4.8 0-18 N.A. <0.0001*"
;FIS L73ma/ml | 934 | 24-123 | 103 | 66-122 | 104 | 58-126 0.1065

°se expresan: mediana, minimo-maximo.

DM2: diabetes mellitus tipo 2. ERD: enfermedad renal diabética. COLT: colesterol total. TAG: triglicéridos. LDL:

colesterol de baja densidad. HDL: colesterol de alta densidad. HBAlc: hemoglobina glicada. SCr: creatinina en

plasma. MiAlb: microalbuminuria. TFG: tasa de filtracién glomerular calculada por CKD-EPI 2021. El valor de p
corresponde a la prueba de Kruskal-Wallis.

**el valor de p corresponde a la prueba U de Mann-Whitney.

Fuente: elaboracion propia.

Medicamentos

En orden, los medicamentos y grupos de
medicamentos que recibian con mayor frecuencia
los pacientes con ERD fueron: insulina basal (n=16,
69 %), metformina (n=13, 56 %), estatinas (n=11,
47 %), inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina (IECAs)/antagonistas del receptor de
angiotensina-2 (ARA-2) (n=11, 47 %), acido acetil
salicilico (n=10, n 43 %), calcio-antagonistas (n=6,
26 %), analogos del Glucagon-Like-Peptide-1
(aGLP-1) (n=5, 21 %), inhibidores de la dipeptidil
peptidasa-4 (iDPP-4) (n=2, 8 %), inhibidores del
cotransportador de sodio-glucosa-2 (iSGLT-2)
(n=2, 8 %) ydiuréticos (n=1, 4 %). No se encontraron
diferencias significativas de la frecuencia de uso
medicamentos entre los grupos sin ERD y con ERD.

Volumen 10, nimero 4 de 2023

497

Niveles de interleucinas-17 y 33 en
plasma y orina

La tabla 3 muestra los valores de los niveles
de IL-17 e IL-33 en plasma y orina. También
se muestra el nmero de pacientes que tuvieron
niveles detectables de cada IL en plasma y orina.
No se encontré ninguna diferencia respecto a los
niveles de IL-17 en plasma ni en la frecuencia
de pacientes con niveles detectables (figura 2,
Ay B).

Sobre los niveles de IL-17 en orina, los niveles
delos pacientes con ERDysin ERD fueron mayores
comparados con los valores de los pacientes sin
DM2 (figura 2, C); no hubo diferencias en cuanto
al nimero de pacientes con niveles detectables
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Tabla 3. Niveles de interleucinas 17 y 33 en plasma y orina

DM2,n=62
Interleucinas sin DM2, n = 29 P
ERD, n =23 sin ERD, n = 39
Me, Min- <0.05- <0.05- <0.05- .
IL-17 (pg/mL) Max 00 0.22 SO wgp | O g Qg
en plasma
n, %9 15 65.22 23 58.97 16 55.17 0.7633x
Me, Min- _ <0.05- <0.05- -
IL-17 (pg/mL) Mix 1 0.39-1.42 | 1.00 > 88 0.47 101 <0.0001
en orina
n, %9 23 100 37 94.87 26 89.65 0.2643=
Me, Min- <0.05- <0.05- <0.05- .
IL-33 (pg/mL) mMax | 005 | 1283 L | zgae | P | zeam | OS5
en plasma
n, %9 8 34.78 31 79.48 18 62.07 0.0021*=n
Me, Min- 12.16- <0.05- <0.05- .
IL-33 (pg/mL) Ve | 1807 | o | 2021 | G300 1954 S0 | 0.3060
en orina
n, %1 23 100 38 97.41 28 96.55 0.6865=

IL. interleucina. DM2: diabetes mellitus tipo 2. ERD: enfermedad renal diabética.
Me: Mediana. Min-Max: minimo-maximo.

fipacientes con niveles detectables.

-El valor de p corresponde a la prueba de Kruskal-Wallis.

®E| valor de p corresponde a la prueba de Chi cuadrado.

Fuente: elaboracion propia

de IL-17 en orina entre los grupos (figura 2, D).
Adicionalmente, se encontré que los pacientes
con DM2 sin proteinuria y los pacientes con DM2
con microalbuminuria presentan mayores niveles
de IL-17 en orina, comparado con los pacientes
sin DM2 (p < 0.0001). No se encontré diferencia
entre los niveles de |L-17 en orina de pacientes
con ERD y macroalbuminuria y de los pacientes
sin DM2 (suplementaria 2).

Los niveles de IL-33 en plasma fueron
diferentes en magnitud y en frecuencia de
deteccidén: mayores en los pacientes sin
DM2, comparados con los pacientes con ERD
(figura 2, E); la proporciéon de pacientes con
niveles detectables fue mayor en los pacientes sin
ERD (p=0.0009, Odds ratio: 0.1376, intervalo
de confianza 95 %: 0.0428-0.4236) y sin DM2

Volumen 10, nimero 4 de 2023

comparados con los de pacientes con ERD
(figura 2, F). En los pacientes con ERD se
encontré6 asociacion entre tener niveles
detectables de IL-33 en plasma y TFG < 60
1.73 m2/mL/min (p=0.0329). No se encontré
asociacion entre niveles detectables de [L-33
en plasma y presencia de falla cardiaca como
comorbilidad (p=0.1028), ni los niveles que se
detectaron de aquellos con falla cardiaca fueron
diferentes (p=0.2501).

Por Gltimo, respecto a los niveles de IL-33 en
orina, no se encontré diferencia entre la magnitud
de los niveles detectables ni en la frecuencia de
pacientes con niveles detectables (figura 2, Gy H).
Al separar ERD segun el estadio en ERC avanzada
y ERC no avanzada (p > 0.05) no se encontraron
diferencias adicionales.
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Figura 2. Diagramas de cajas y bigotes e histogramas de frecuencia de pacientes
con niveles detectables de interleucinas (IL)-17 y 33 en plasmay orina.

IL: interleucina. DM2: diabetes mellitus tipo 2. ERD: enfermedad renal diabética. Ay
B, IL-17 en plasma. Cy D, IL-17 en orina. Ey F, IL-33 en plasma. Gy H, IL-33 en
orina. Los valores de p en los diagramas de cajas y bigotes corresponden a la prueba
de comparaciones multiples de Dunn en las comparaciones donde se encontraron
diferencias en la prueba de Kruskal-Wallis. En los histogramas, los valores de p
corresponden a la prueba de chi cuadrado. Solo se muestran los resultados de las
pruebas de hipbtesis en las que se encontraron diferencias significativas.

Fuente: elaboracion propia.
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Suplementaria 2.

Diagramas de cajas y bigotes e histogramas de los niveles de interleucina (IL)-17 en
orina de pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (DM2) con macroalbuminuria (MaAlb),
microalbuminuria (MiAlb), sin MiAlb y sin DM2. Los valores de p corresponden a la
prueba de comparaciones miultiples de Dunn.

Fuente: elaboracién propia.

Correlacién entre marcadores de
funcién renal y niveles de interleucinas

Se evaludé la correlacion mediante la rho de
Spearman en los grupos sin DM2 (figura 3, A),
todos los pacientes con DM2 (figura 3, B), y
divididos en ERD (figura 3, C) y sin ERD (figura
3, D). En los pacientes sin DM2 se encontrd una
correlacién positiva entre los niveles de creatinina
sérica y los niveles de IL-33 en plasma. En los
pacientes con DM2 se encontrd una correlacion
negativa entre los niveles de microalbuminuria
y los niveles de IL-33 en plasma; ademas, se
encontré una correlacion positiva entre los
niveles en orina de IL-17 e IL-33. Cuando se
analizaron por separado los pacientes sin ERD y
ERD, se encontrd que la correlacion positiva entre
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los niveles en orina de IL-17 e IL-33 era mayor
en este dltimo grupo. En todos los grupos se
encontrd correlacion negativa entre los niveles de
creatinina sérica y la tasa de filtracion glomerular,
siendo mayor la correlacién en pacientes con DM2
dentro de este grupo, en los pacientes ERD. No
hubo correlacién entre la microalbuminuria y los
niveles de [L-17 o IL-33.

Rendimiento diagnéstico de los niveles
de IL-33 en plasma

Por las diferencias encontradas entre
pacientes con ERD y sin ERD se exploro el
rendimiento diagnostico de los niveles y frecuencia
de deteccion de IL-33 en plasma. Basados
en la frecuencia de deteccion de los niveles,
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con el mejor indice de Youden fue < 0.1585 pg/
mL con sensibilidad de 73.9 % y especificidad de
79.4 %. La curva ROC con los niveles de [L-33 en
plasma no tuvo un AUC aceptable para diferenciar
pacientes con DM2 y sin DM2.

la sensibilidad, la especificidad y los valores
predictivos: positivo y negativo; ningin indicador
de diagnoéstico fue superior al 60 %. Explorando
el rendimiento diagndstico de los niveles de I1L-33
en plasma se construyd una curva ROC (figura 4)
conun AUCde 0.74 (p=0.0012). El punto de corte
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Figura 3. Matriz de correlaciones entre marcadores de funcién renal e interleucinas 17 y 33
en plasma y orina. Se muestra el valor de rho de Spearman. * p < 0.05.

DM2: diabetes mellitus tipo 2. ERD: enfermedad renal diabética. IL. interleucina. (p): en
muestra de plasma. (0): en muestra de orina. A: en grupo sin DM2. B: pacientes con DM2.
C: en grupo sin ERD. D: en grupo ERD. SCr: creatinina en plasma. MiAlb: microalbuminuria.

TFG: tasa de filtraciéon glomerular.

Fuente: elaboracién propia.
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Figura 4. Curva Receiver Operator Characteristics de la
interleucina-33 en plasma (p) para pacientes con diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) con enfermedad renal diabética (ERD)
vs. sin enfermedad renal diabética.

AUC: area bajo la curva.

Fuente: elaboracion propia.

Discusién

Este articulo representa el primer estudio a
nivel nacional que evalda los niveles de IL-17 e
IL-33 en pacientes con ERD, sin ERD y sin DM2.

En investigaciones previas sobre caracte-
rizacion de pacientes con DM2 en el pais, se
ha encontrado que la edad de los pacientes en
promedio era de 60 afios aproximadamente (2),
similar al dato encontrado en nuestro grupo de
pacientes con DM2. De igual forma, los pacientes
con DM2 son con mas frecuencia mujeres:
alrededor de 60 % (2), dato que también es
similar a lo que mostraron nuestros pacientes. La
diferencia de edad encontrada entre pacientes con
DM2 y sin DM2 es la esperada, pues es ya bien
conocido que la edad es un factor de riesgo para
el desarrollo de DM2 (3). En estudios de la India
también se han reportado datos similares sobre la
edad (13).

Volumen 10, nimero 4 de 2023

502

Sobre las comorbilidades, también
encontramos datos similares a lo ya reportado en
el pais (2). La comorbilidad mas frecuente de los
pacientes con DM2 fue la hipertensién arterial, la
cual se presenta en alrededor de 62 % de nuestros
pacientes. El sobrepeso y la obesidad estuvieron
presentes en al menos 50 % de nuestros pacientes,
lo que también se ha reportado en estudios
nacionales previos (2, 3). Lo mismo ocurre con
el control de lipidos; un hecho a favor de nuestro
estudio fue que las comorbilidades que pueden
afectar los niveles de IL-33 (14) se encontraban
balanceadas entre los pacientes con ERD y sin
ERD.

Respecto al uso de medicamentos en
pacientes con DM2, los estudios nacionales
previos son de hace poco mas de 10 afios,
por lo que era frecuente la formulaciéon de

sulfonilureas y metformina (2). La metformina
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sigue apareciendo como medicamento usado en
cerca de 50 % de los pacientes, mientras que,
actualmente, no se encontraron pacientes usando
sulfonilureas. En cerca de un 50 % de pacientes
del estudio se encontrd el uso de un iDPP4,
aGLP-1 o iSGLT-2, medicamentos que se ha
visto que pueden tener efectos antiinflamatorios
en la ERD. Afortunadamente, no hubo diferencias
entre los pacientes con ERD y sin ERD en cuanto
a la frecuencia del uso de estos medicamentos,
lo cual disminuye su efecto en las diferencias
encontradas en cuanto a niveles de ILs.

Lo encontrado en los reportes de paraclinicos
de los pacientes del estudio pone de manifiesto
que la mayoria de pacientes no se encuentran
con niveles en meta de HbAlc, lo que ha sido
reportado también en otros estudios nacionales
previos (2). De todos modos, también existen
reportes de poblaciones con pacientes con DM2
y niveles de HbAlc en metas, como en un estudio
reportado en 2020, realizado con pacientes de
Armenia (3). En paises como la India, también se
ha reportado un alto porcentaje de pacientes con
HbA1lc fuera de metas (13).

En la practica diaria local, no es frecuente
que el personal médico en general, que atiende
pacientes con DM?2, haga uso rutinario de la
mediciéon de microalbuminuria para el sequimiento
del compromiso renal de estos pacientes. Un
hallazgo interesante de este estudio es que la
mayoria de los pacientes que fueron clasificados
con ERD no fueron clasificados asi por su TFG,
sino por su microalbuminuria, lo que resalta
el papel importante que tiene la mediciéon de
microalbuminuria para la correcta identificacion
de pacientes con ERD. En otras palabras, de
no haberse tenido en cuenta el criterio de
microalbuminuria para la clasificacion de los
pacientes con ERD, la mayoria de estos hubiera
sido clasificado como no ERD. En la practica
clinica esto puede afectar de forma negativa
el ejercicio médico de aquellos que no hacen
seguimiento a los niveles de microalbuminuria
de los pacientes con DMZ2; por supuesto, es una
practica que priva a los pacientes de un manejo
idoneo. No restamos valor al seguimiento de los
niveles de creatinina sérica para la estimacion de
la TFG, pero si hacemos énfasis en que también es
necesario sequir los niveles de albuminuria.
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Se ha descrito previamente que hay una
poblacién de células Th17 que infiltra el rifidén en
los pacientes con ERD, lo que produce aumento
de IL-17 localmente (15). Nuestros resultados
también soportanestateoria, yaqueseencontraron
mayores niveles de IL-17 en la orina de pacientes
con ERD, comparado con los pacientes sin DM2,
igual que en otros estudios (8). De igual forma,
encontramos que los niveles de IL-17 en orina son
mayores en los pacientes con DM?2 sin proteinuria
y aquellos con microalbuminuria comparados con
aquellos sin DM2. No se encontro diferencia entre
los pacientes con ERD y macroalbuminuria y los
pacientes sin DM2. Esto ha sido reportado antes,
sugiriendo que temprano en la DM2, incluso en
pacientes que no cumplen criterios para ERD,
existe una expresion aumentada de [L-17, pero
que es disminuida una vez se desarrolla una ERD
mas avanzada (10).

En otros estudios, se han encontrado
diferencias entre pacientes sin DM2 y pacientes
con DM2 y diversos grados de ERD respecto a los
niveles de IL-17 circulantes, siendo mayores en
los pacientes con enfermedad (16). En nuestro
estudio no se encontraron estas diferencias de
niveles en plasma.

El hecho de que hayamos identificado también
mayores niveles de IL-17 en |a orina de pacientes
con DM2 pero sin ERD comparados con los niveles
de pacientes sin DM2 sugiere que la produccion
aumentada de IL-17 localmente en el rifi6n
precede el desarrollo de ERD. Seria interesante
poder establecer el punto en el cual se empieza
a aumentar la produccion local de IL-17 y cuanto
tiempo después de estos cambios se presenta
la ERD. Ademas, seria interesante conocer si el
uso de farmacos con efecto anti-IL17 pudiera
retrasar el inicio de ERD en humanos, algo que ha
sido demostrado en modelos murinos (10).

En nuestro estudio encontramos que los
pacientes con ERD presentan menores niveles
de IL-33 en plasma comparados con los niveles
de pacientes sin ERD y muestran una tendencia a
ser menores, también comparados con los niveles
de pacientes sin DM2, lo que estaria acorde a los
hallazgos previamente reportados que muestran
quelaexpresiondeacidosribonucleicos mensajeros
de IL-33 estd disminuida en los pacientes con
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ERD cuando se compara con individuos sanos
(16). En otros estudios también se ha encontrado
la misma diferencia entre los niveles de IL-33 en
plasma de pacientes sin DM2 y ERD; también, se
han hallado menores niveles de IL-33 en pacientes
con ERD, comparados con los pacientes con DM2
pero sin ERD (13). Aparte de esta similitud con
este estudio realizado en India, es de interés notar
que los niveles de IL-33 en plasma fueron mucho
mayores que los encontrados en nuestro estudio,
mientras que los mayores niveles de [L-33 en
el estudio de India fueron alrededor de 348 pg/
mL (13). En nuestro estudio, los mayores niveles
fueron cerca de 19.54 pg/mL. En China, el nivel
de IL-33 de pacientes sanos se ha reportado en
76.24 pg/mL (17). Esta diferencia podria hacer
pensar que existe una expresioén distinta de I1L-33
en una variedad de poblaciones. Se ha reportado
previamente que los pacientes sin DM2 presentan
mayores niveles de IL-33 circulante que los
pacientes con DM2 y una diferencia mas grande
con aquellos que presentan ERD.

Los biomarcadores de fibrosis, remodelado de
la matriz e inflamacion en falla cardiaca descritos
incluyen al ST-2 y el sST2 (ST-2 soluble) que se
puede medir en el plasma y se une a la IL-33 y
anulan la via IL-33/ST-2L (ST-2 ligando). EI ST2
funciona como receptor para la IL-33 secretada
por miocitos sometidos a tensiéon mecanica (18).
La via de sefializacion cardioprotectora [L-33/
ST2L indica a los cardiomiocitos y células inmunes
locales la presencia de lesiones ocasionadas por
estrés miocardico; ademas, controla e inhibe la
hipertrofia de los cardiomiocitos y la fibrosis
cardiaca (19). La produccién aumentada de sST2
en los pacientes con falla cardiaca incluidos en
el estudio podria estar relacionada con los bajos
niveles detectados de IL-33 en los pacientes
ERD, pues los cuatro pacientes con falla cardiaca
estaban clasificados en el grupo ERD; sin
embargo, no se encontré asociacién ni diferencias
significativas entres los pacientes con y sin falla
cardiaca y los niveles detectables de IL-33.

En otros estudios se ha encontrado
correlacion positiva entre los niveles de IL-17 vy
los niveles de HbAlc en los pacientes con DM2 y
compromiso renal (16); sin embargo, no hallamos
esta correlacién en nuestros resultados. En otros
estudios se ha visto que los pacientes con ERD
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presentan correlacién positiva de los niveles
de IL-17 con la albuminuria (20); no obstante,
no encontramos este hallazgo en nuestra
investigacion. También, se ha analizado que hay
una correlaciéon negativa de IL-33 tanto con los
niveles de HbAlc como con la microalbuminuria
(11); sin embargo, estas no fueron encontradas
en nuestro estudio. La medicion simultanea de
IL-17 y de IL-33 en plasma y orina no se ha
encontrado en estudios previos, y, por esto, la
correlaciéon hallada entre los niveles de IL-17 e
IL-33 en orina no ha sido previamente reportada.

Dentro de las debilidades de este trabajo se
incluyen: la muestra, que no es representativa
de toda la poblaciéon para la estimaciéon de la
prevalencia de ERD y compromete la validez
externa de los resultados. De todos modos,
los datos sobre los niveles de IL-17 e [L-33
reportados en este estudio siguen siendo valiosos
por la solidez de los métodos estadisticos
utilizados y son congruentes con algunos
reportes previos; ademas, es el primer trabajo de
este tipo a nivel nacional. Al tener un componente
retrospectivo, encontramos problemas con el
missing data; particularmente, se identificé que
no hay registro del tiempo desde el diagndstico
en los pacientes con DM2, un factor que es clave
para determinar el riesgo cardiovascular de los
mismos (5). En estudios previos se ha encontrado
correlaciéon entre los niveles de IL-17 o IL-33
y el tiempo de evoluciéon de la DM2, pero por
el inconveniente mencionado, no fue posible
identificar si esta correlacion también se presenta
en nuestra poblacion. Una posible solucion para
estas limitaciones podria ser el disefio de un
estudio prospectivo, para evitar el missing data, y
multicéntrico, para aumentar la muestra reclutada
y mejorar la validez externa de los resultados.

Una situacion muy retadora para el desarrollo
de este trabajo fue el hecho de que la mayoria de
los niveles de ILs estaban por debajo del limite de
deteccién de los kits de ELISA utilizados, a pesar
de que los DuoSet han demostrado ser kits Gtiles
para la deteccion de estas IL (14). Esta situacion
se pudo sortear usando métodos de extrapolacion
basados en la curva estandar. No obstante, para
futuros estudios en esta area podria ser (til usar
otro método de diagnostico mas sensible (13),
porque a pesar de que la r? de las curvas estandar
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fue adecuada, no deja de ser una estimacién
que puede tener resultados que difieren de una
medicibén precisa.

Es necesario mencionar que la utilidad
diagnodstica de la IL-33 en plasma no se ha
hecho antes en otros estudios. La utilidad que se
expone en este trabajo es de manera exploratoria,
teniendo en cuenta que el disefio principal del
estudio no estaba encaminado hacia indagar el
rendimiento diagnostico de estos biomarcadores,
sumado a que la mayoria de los valores de ILs
que se identificaron aqui se encontraban por
debajo del Iimite de deteccidon de los kits de ELISA
usados, por lo que la curva ROC puede estar sujeta
a sesgos (8). No deja de ser interesante buscar
en futuros estudios, con disefios de rendimiento
diagndstico mas sdlidos, el real rendimiento de
estos biomarcadores.

Se recalca con esta investigacion que es
posible dentro de nuestras instituciones lIlevar
a cabo trabajos en los que las ciencias clinicas y
bésicas se dan la mano para poder obtener buenos
resultados. A pesar de ser un estudio con una
muestra relativamente pequefia, es el primero de
este tipo en nuestra region y el pais, por lo que
consideramos que los resultados son relevantes
y serviran de base para el desarrollo de nuevas
investigaciones que busquen complementar el
conocimiento sobre ERD y la relacion de los
niveles IL con esta condicion.

En conclusién, los nivelesde IL-17 en orina son
mayores en pacientes con DM2. Los niveles de |L-
33 en plasma son mayores en pacientes sin ERD.
El nivel de IL-33 en plasma podria ser (Gtil para
diferenciar casos de ERD. A pesar de las falencias,
los resultados del estudio son importantes vy
resaltan la necesidad de realizar investigaciones
de este tipo a nivel local. El presente trabajo
representa la primera aproximacion, a nivel
nacional, para determinar los niveles de IL-17 e
[L-33 en pacientes con ERD.
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