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RESUMEN

La Copeptina es el fragmento carboxilo terminal del precursor de la vasopresina (pre-
pro-vasopresina), es un marcador sustituto del nivel plasmatico de vasopresina. La
Copeptina es considerado marcador pronéstico de morbimortalidad en insuficiencia
cardiaca crénica, se ha asociado con microalbuminuria y con la funcién renal.

El objetivo de este estudio es determinar la asociacion entre la concentracién
plasmatica de copeptina con la declinacién de la funcién renal en pacientes con
diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Es un estudio transversal de asociacion. Se
clasificaron 643 pacientes en seis grupos: sin dafno renal y en los 5 estadios de la
Enfermedad Renal Crénica (ERC). Después de firmar la carta de consentimiento
informado, se realiz6 historia clinica, antropometria, presion arterial, glucosa,
creatinina, perfil de lipidos, microalbuminuria y copeptina plasmatica (pre y post-
hemodialisis) y la tasa de filtraciéon glomerular (TFG) se estim6 con la ecuacion
Cockroft-Gault. La distribucion de la poblacién estudiada fue 234 hombres y 409
mujeres, con edad promedio de 58+9.5 anos. Se encontrd correlacion negativa entre
copeptina y TFG (r=-0.445, p<0.0001) y correlacion positiva entre copeptina y
creatinina (r=0.449, p=0.0001). Las concentraciones mas altas de copeptina se
presentaron en el estadio 5 ERC (2.51+1.33 ng/mL), hubo diferencia entre los grupos
0-3 versus 5 (p<0.001). No se encontr6 diferencia en copeptina entre pre y post-
hemodialisis (2.08+1.04 vs 2.00+0.09; p=0.536). La concentracién plasmatica de
Copeptina se asocia con la declinacion de la funcién renal en pacientes con DM2
(R=0.314; p=0.001).

Se requieren estudios adicionales para identificar qué mecanismos se encuentran

involucrados




1. Introduccion

La Enfermedad Renal Crénica (ERC) es un problema de salud creciente en
todo el mundo. La incidencia y prevalencia de la ERC terminal (ERCT) han crecido
en las ultimas tres décadas y por tanto, la necesidad de terapia de reemplazo de la
funcion renal en cualquiera de sus modalidades también se ha incrementado, asi
como los gastos originados por la atencién de estos pacientes (1). La principal causa
de la ERCT es la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) seguida de la hipertensién arterial
(HTA) y de las glomerulopatias (2). En Estados Unidos 25.6 millones de personas
tienen diabetes y 202, 290 personas viven con ERCT secundaria a la diabetes (3).
México no es la excepcion y quedé demostrado en la Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion 2006 (4) donde se encontré una prevalencia para DM2 del 14.42 % en
poblacion adulta. Esta prevalencia se incrementé aun mas en los pacientes que
sufrian de dafio renal. En un estudio realizado en poblacién mexicana, se determind
que la prevalencia de ERCT (TFG < 15 mL/min) fue de 1,142 por millén de habitantes
(pmh), en tanto que para los estadios 3y 4 (TFG < 60 mL/min y > de 15 mL/min) fue
de 80,788 pmh. Al igual que en otras poblaciones la principal causa fue la DM2,
aunque también algunos factores socioeconémicos y genéticos pueden repercutir (5).

La principal causa de morbimortalidad en pacientes con diabetes tipo 2 es la
enfermedad cardiovascular (ECV); dos de cada tres pacientes desarrollan
insuficiencia cardiaca (IC) o han muerto por infarto agudo de miocardio (IAM) o
evento vascular cerebral (EVC) (6). La nefropatia diabética es un factor de riesgo
para ECV y para EVC ya que se asocia con el desarrollo temprano de dafo
endotelial, aunque factores neurohumorales también contribuyen como riesgo
adicional (7). El incremento del riesgo cardiovascular en diabetes tipo 2 ha sido
relacionado con disfuncién endotelial y renal; lo anterior fue demostrado en un
estudio  prospectivo, donde encontraron que cuatro precursores de péptidos
vasoactivos y natriuréticos: pro-adrenomedulina (MR-proADM), péptido proatrial
natriurético (MR-proANP), proendotelina-1 (CT-proET-1) y provasopresina o

copeptina (CT-proAVP) mantienen una estrecha relacion con la funcion renal y
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eventos cardiovasculares; lo cual vincula dos de las principales complicaciones de la

diabetes: la nefropatia diabética y la enfermedad cardiovascular (ECV) (8).

La arginina-vasopresina (AVP) también conocida como hormona antidiurética
0 vasopresina es crucial para el equilibrio hidrico y homeostasis cardiovascular. Su
secrecion es estimulada principalmente en respuesta a un incremento en la
osmolaridad plasmatica o un decremento en el volumen o presion sanguinea. (9)

La AVP es un nanopéptido con un puente disulfuro entre dos cisteinas. El gen
que codifica para la sintesis de AVP esta constituido por tres exones y en el humano
se localiza en el cromosoma 20. (10). Se sintetiza en las neuronas magnocelulares
de los nucleos supradptico y paraventricular del hipotadlamo como pre-prohormona la
cual esta constituida por un péptido sefal, AVP, neurofisina Il y un glicopéptido:
copeptina (figura 1.) (11-13). Tras su sintesis en el citosol de la célula, se separa el
péptido senal en el reticulo endoplasmico, lo que permite la formacion de dimeros de
la molécula restante (pro-hormona) que, en el aparato de Golgi, es empaquetada en
granulos de secrecion; en ellos la molécula se escinde nuevamente dando como
resultado AVP, neurofisina Il y copeptina, dichos péptidos viajan por los axones y se
almacenan en las terminaciones nerviosas de la neurohipdfisis hasta su liberacion

por exocitosis mediada por diferentes estimulos. (13-15)

Péptido Precursor de la AVP

1 20 28 32 124 126 164
sefial  AVP Neurofisina Il copeptina
(CT-proAVP)

Figura 1. Precursor de la Arginina Vasopresina (AVP).

Los numeros indican la posicién de los aminoacidos de la pre-prohormona.

La ausencia de AVP que resulta en la diabetes insipida, sugiere un papel
critico en el proceso de plegamiento de la hormona precursora. Después de
escindirse la pro-vasopresina solamente la AVP vy la neurofisina Il ejercen efectos

bioldgicos periféricos conocidos (16).
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La AVP se distribuye de forma libre y alrededor del 25% se filtra en el
glomérulo y el resto se degrada, probablemente en el higado. (14,15)

El efecto principal de la AVP es reducir el volumen de diuresis incrementando
la reabsorcién de agua libre de solutos, filtrada en los tubulos distal y colector del
rindn (17). Este efecto lo lleva a cabo mediante su union a receptores V2 en el tabulo
colector, acoplado a proteinas G mediante la via de AMPc (18); induciendo la
insercion de canales agua aquaporina-2 en la membrana luminal de las células
principales (9). En ausencia de AVP los receptores V2 permanecen inactivos y el
tubulo colector es impermeable al agua (17).

Existen otros dos receptores para AVP: Via, el cual es ampliamente
expresado (19) y V1b, expresado especificamente en la hipdfisis y en el pancreas
(20). EI efecto vasoconstrictor (incrementando el calcio intracelular via inositol
trifosfato) de la AVP es mediado principalmente por los receptores Via y la
secrecion de corticotrofina por los receptores Vib (21).

La medicibn de la arginina-vasopresina, esta sujeta a varios retos
metodolégicos, ya que el 90% de la AVP plasmética esta unida a plaquetas, tiene
un tiempo de vida media corto (aproximadamente de 20 a 30 minutos) y es
inestable in vitro. En contraste con la AVP, la copeptina es extremadamente estable
in vivo e in vitro en plasma o suero y por tanto, puede ser confiablemente medida; la
copeptina se secreta simultdneamente y en concentracién equimolar a la AVP, por lo
que es un confiable marcador sustituto de la concentracion plasmatica de la AVP
(22).

La COPEPTINA se describidé por primera vez en 1972 (23) y recientemente
cobré interés después de haberse desarrollado el inmunoensayo para su medicion;
es el fragmento carboxilo terminal de la pro-vasopresina; es un glucopéptido
constituido por 39 aminoacidos con masa molecular de 5 kDa, cuya funcion en la
circulacién es desconocida, pero se utiliza como marcador sustituto de la
concentraciéon plasmatica de AVP (16). La copeptina es muy robusta para su
medicién ex vivo y se comporta de forma similar a la AVP en la circulacién; los dos
marcadores estdn muy correlacionados (22). La concentracion promedio de

copeptina en individuos sanos es 5.2 pmol/L (0.02ng/mL). El sexo masculino
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muestra ligeramente valores mas altos que el femenino, aproximadamente 1pmol/L.
(22, 24 25).

Mientras que el intervalo normal de copeptina refleja la secrecion AVP
fisioldégica necesaria para mantener la osmolaridad plasmatica, en las enfermedades
graves o estados, como: choque, sépsis, evento vascular cerebral o enfermedad
cardiovascular, la liberacion no osmaética de la AVP se representa por un brusco
aumento de la copeptina plasmatica, el cual tiene valor diagnostico y prondstico (26).
COPEPTINA Y FUNCION RENAL

Varios efectos desfavorables de la AVP han sido reportados afectando la
hemodinamia renal; en la enfermedad renal, la albuminuria es un poderoso predictor
de progresion de dafo cardiovascular y renal (27). Estudios experimentales han
mostrado que la estimulacién sostenida de receptores V2 resulta en un incremento
del flujo plasmatico renal y particularmente en un incremento en la tasa de filtracién
glomerular (28). Esta hiperfiltracién puede tener consecuencias deletéreas resultando
hipertrofia renal, proteinuria (29) y una acelerada declinacion de la funcién renal (30).
Estos mecanismos propuestos son sustentados mediante estudios en ratas con ERC,
mostrando que un incremento en la ingesta de agua, o la infusién cronica de un
antagonista del receptor-V2 de AVP reduce la albuminuria y previene Ila
glomeruloesclerosis (31). De igual forma, la infusion cronica de un antagonista del
receptor-V2 de AVP reduce la proteinuria y el peso del rindn en ratas diabéticas (32).
La administracién de agonistas del receptor-V2 AVP en ratas y humanos induce
albuminuria (28,33). Aun no es claro si esto es debido a un efecto directo de la AVP
sobre la excrecion de albumina o si es secundario al efecto de la AVP sobre y el
volumen y la presion sanguinea.

En el estudio PREVEND (Prevention of Renal and Vascular End-Stage
Disease) realizado en poblacion adulta con y sin enfermedad renal, Meijer y
Gansevoort reportan una asociacion entre copeptina y microalbuminuria, lo cual
sugiere un efecto directo de la AVP sobre la excrecion urinaria de albamina (34). Los
individuos con concentracion plasmatica elevada de copeptina en el quintil mas alto
(>10.5 pmol/L) tuvieron dos veces mas prevalencia de microalbuminuria comparado

con los individuos con niveles de copeptina en los dos quintiles mas bajos (<5.3
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pmol/L) (32). Esta asociacién fue independiente de la edad y de otros potenciales
factores de confusion.

El mismo grupo investigador también examind una cohorte de 548 receptores
de trasplante renal, donde la elevada concentracién de copeptina (9.1 pmol/L) fue
asociada con una acelerada declinacion de la funcién renal, mediante la disminucién
de la tasa de filtracion glomerular durante un seguimiento de 3.6 afnos. Nuevamente
esta asociacion parece ser independiente de otros factores de riesgo para la
declinacion de la funcidén renal en pacientes receptores de trasplante renal (35).
Estudios de intervencién con antagonistas del receptor- V2 AVP parecen ser
justificados y copeptina puede servir como un biomarcador para identificar pacientes
con trasplante renal que pueden ser beneficiados con este tipo de tratamiento (35).

En un estudio reciente, Fenske reporta que concentraciones altas de
copeptina son fuertemente asociadas con accidente vascular cerebral, muerte subita,
en conjunto con eventos cardiovasculares y mortalidad en pacientes con diabetes
tipo 2 en hemodialisis (37).

COPEPTINA EN CHOQUE SEPTICO Y CARDIOVASCULAR

Alta concentracién de copeptina en pacientes en choque cardiovascular han
sido descritas y la AVP exdgena es considerada terapéutica en arresto cardiaco y en
diferentes estados de choque (38-42).

Debido a que la fase temprana de choque séptico es dominada por
alteraciones graves del sistema cardiovascular, el valor predictivo de copeptina y pro-
adrenomedulina (dos pro-hormonas vasoactivas) para mortalidad fueron estudiadas
en 99 pacientes y se determin6 que ambos son biomarcadores de prediccion de

muerte en 28 dias después de presentar choque séptico (43).

COPEPTINA EN INFARTO AGUDO DE MIOCARDIO (IAM)

Los primeros resultados fueron reportados en el estudio LAMP (Leicester
Acute Myocardial Infarction Peptide), donde concluyen que el sistema de la
vasopresina es activado después de un IAM y que la copeptina es un nuevo
marcador pronostico de muerte o falla cardiaca en pacientes con IAM, independiente

de los factores de riesgo convencionales. La copeptina puede predecir resultados
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adversos, especialmente en aquellos con NTproBNP elevado (méas de 900 pmol/L)
(44).

Posteriormente Reichilin y Mueller estudian el incremento de la concentracion
plasmatica de copeptina, para la rapida exclusion diagnéstica de IAM en 487
pacientes con sintomas sugestivos de |AM; donde el diagnéstico final fue 81
pacientes con IAM. Los niveles de copeptina fueron significantemente altos en
pacientes con IAM en comparaciéon con los pacientes que tuvieron otro diagndstico
(M=20.8 pmol/L vs. 6.0 pmol/L; p=0.001). Por lo que la copeptina parece permitir una
rapida y segura exclusion de IAM y poder asi obviar la necesidad de un monitoreo

prolongado con muestras de sangre seriadas (45).

COPEPTINA EN FALLA CARDIACA

Neuhold y Pacher reportan que la Copeptina es un marcador predictivo en falla
cardiaca sistdlica no solo en estadio avanzado, sino también en estadios menos
graves. La copeptina fue superior al BNP en este estudio, pero los dos marcadores
parecen estar muy relacionados (46).

El estudio OPTIMAAL muestra que la copeptina es un fuerte marcador
pronostico de morbimortalidad en pacientes con falla cardiaca después de un IAM, en
esta poblacion el valor predictivo de copeptina fue incluso mas fuerte que el BNP y
NT-proBNP (47).

COPEPTINA EN EVENTO VASCULAR CEREBRAL (EVC)

Un estudio reciente muestra que la copeptina se eleva en pacientes con
accidente cerebrovascular isquémico (48).
La copeptina es asociada con la severidad del evento vascular cerebral como lo
define The National Institutes of Health Stoke Scale (NIHSS) socore. La copeptina
predice el estado funcional de los pacientes, desfavorable (19.4 pmol/L) comparado
con los pacientes de resultado favorable (8.2 pmol/L) (48).

La copeptina también es un marcador predictivo de muerte en 90 dias en esta
poblacion, la media de la concentracién fue tres veces mas alta en los pacientes que

fallecieron (35.6 pmol/L) en comparaciéon con los que sobrevivieron (9.5 pmol/L). La
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informacion prondstica fue independiente después de ajustarse por los diversos
factores de riesgo y otros predictores (48).
FARMACOTERAPIA CON ANTAGONISTAS DEL RECEPTOR DE AVP

Antagonistas del receptor para AVP han sido empleados exitosa vy
ampliamente de forma experimental en falla cardiaca congestiva e hiponatremia, pero
los primeros ensayos clinicos reportan resultados cruzados en la terapia de falla

cardiaca y sin efecto sobre la mortalidad (49,50).

2. Planteamiento del problema

La DM2, HTA y la ERC son tres problemas de salud publica que por su
relacion, tienen altos costos econdmicos y sociales para todos los sistemas publicos
de salud de todos los paises y de México. Por lo anterior, han recibido mucha
atencién por parte de las autoridades sanitarias y de todo el equipo de salud, con el
propésito de establecer un diagndstico temprano y un tratamiento oportuno para
evitar o retardar las complicaciones crénicas de estas patologias. Sin embargo, por la
magnitud y trascendencia del problema que representan, los resultados no se han
visto reflejados del todo y ademas no existe un presupuesto suficiente para su
atencion. Como ya se ha establecido previamente, la DM2 es la principal causa de
ERCT seguida de la HTA y de las glomerulopatias; ademas la ERCT se asocia como
un factor de riesgo para morbimortalidad por ECV. Por lo anterior, en los ultimos afios
una gran cantidad de estudios dirigidos a la identificacion de igual nimero de
biomarcadores de riesgo para el desarrollo y progresion del dafo renal y para
morbilidad y mortalidad por ECV han sido publicados, pero la informacién generada
aun sigue siendo insuficiente. Por tal motivo, con el presente estudio, se pretende
demostrar si el nivel plasmatico de copeptina se asocia con dafo renal en esta
poblacion. Por lo anterior, se hace el siguiente cuestionamiento:
¢La concentracion plasmatica de copeptina se asocia con la declinacion de la funcion

renal en pacientes con DM2?




3. Justificacion del estudio
La enfermedad cardiovascular (ECV) es la principal causa de mortalidad en

pacientes con ERCT. Acorde al reporte del National Kidney Foundation Task Force
on Cardiovascular Disease in Chronic Kidney Disease, pacientes con ERCT tienen
10 a 30 veces mayor riesgo de mortalidad cardiovascular comparado con la
poblacion general, aleatorizada por edad, género y raza (51); por otro lado, la
enfermedad renal se ha considerado como un factor de riesgo para ECV lo que
hace mas complejo el problema (52). Varios son los mecanismos que llevan a la
declinacién de la funcién renal; entre ellos, la diabetes y la HTA; mecanismos
genéticos también participan; recientemente fue demostrado que algunos
polimorfismos de los genes que codifican para el sistema renina angiotensina se
relacionan con el desarrollo y progresion de la nefropatia diabética y con el sindrome
metabdlico. (53,54).

Los biomarcadores son parametros medibles que proporcionan estimacion de la
funcién biolégica. En medicina clinica, los biomarcadores son usados para estimar
procesos funcionales, establecer un diagnéstico, determinar la eficacia de un
tratamiento, y estimar o predecir riesgo de un evento adverso y para que un
tratamiento pueda ser dirigido para reducir el riesgo (55).

Nuevos péptidos estan siendo identificados como marcadores para complementar
las herramientas actuales, para mejorar la precisién diagndstica y prondstica de la
enfermedad clinica. Recientemente, se han realizado algunos estudios que
identifican al BNP, proteina C reactiva y el proBNP, como marcadores diagndsticos
y prondésticos de morbimortalidad por ECV en diversas poblaciones (56-58).
Copeptina es la fraccion C-terminal del precursor de la AVP. La AVP u hormona
antidiurética es secretada en respuesta a la hiperosmolaridad plasmatica o
hipovolemia, ejerciendo un efecto antidiurético; contribuyendo a la regulacion del
volumen y homeostasis cardiovascular (59). La copeptina recientemente ha
demostrado ser comparable con los péptidos natriuréticos en el diagnostico y
pronéstico de la insuficiencia cardiaca (60), sin embargo, poco se ha estudiado en
relacion con la funcién renal por lo que en este estudio se pretende establecer si el
nivel plasmatico de copeptina se relaciona con la declinacion de la funcion renal en

pacientes con DM2.
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4. Hipétesis de investigacion

La copeptina es un marcador que se asocia con dafio renal en pacientes con

DM2.

5. Objetivos del estudio

5.10bjetivo General

Determinar la asociacién entre el nivel plasmatico de copeptina con la

declinacion de la funcion renal en pacientes con diabetes mellitus tipo 2.

5.20bjetivos especificos

6.1.

6.2.

Conocer la concentracion plasmatica de copeptina en pacientes con DM2 con
Y sin enfermedad renal crénica.

Determinar la relacién entre la concentracion plasmatica de copeptina y los
diferentes estadios de la enfermedad renal créonica.

Conocer la concentracién plasméatica de copeptina pre y post-hemodialisis en

un grupo de 62 pacientes.

Material y métodos

Tipo de estudio:

Estudio transversal de asociacién.
Poblacion de estudio

Pacientes con DM2 con una evolucion minima de tres anos, de ambos sexos,

adscritos a la Unidad de Medicina Familiar No. 75; pacientes con las mismas

caracteristicas mencionadas y en estadio 3, 4 y 5 de la ERC adscritos a la Unidad de

Medicina Ambulatoria del Hospital General Regional No. 1 del Instituto Mexicano del

Seguro social.

Se clasificaron los pacientes en 6 grupos, de acuerdo con los estadios de la

enfermedad renal crénica (ERC) segun las guias K/DOQI 2002 (61). (Anexo1)

Grupo 0: Pacientes con DM2 sin dafio renal

Grupo 1: Pacientes con DM2 en estadio 1 de la ERC
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Grupo 2: Pacientes con DM2 en estadio 2 de la ERC
Grupo 3: Pacientes con DM2 en estadio 3 de la ERC
Grupo 4: Pacientes con DM2 en estadio 4 de la ERC
Grupo 5: Pacientes con DM2 en estadio 5 de la ERC

6.3. Tamanho de muestra

El tamafo de muestra (N) se calculé con la ecuacidén de tamafo de muestra

para estimar la proporcion de la poblacion.

n (Z w2)> P (1-P)
N = mmmmmmmmmmmmm e - N=528
(n-1) €2+ (Z u2)® P (1-P)

Donde:

Z 4: Valor de Z que corresponde al nivel de confianza del 95% = 1.96

P: Proporcién estimada de pacientes con DM-2 y dafio renal = 10%

e: error maximo del 25.0% = 0.0025

n: tamafo de la poblacion de los pacientes de la UMF No. 75 con DM2 = 11475

6.4. Criterios de Seleccion

6.4.1. Criterios de Inclusion

e Pacientes entre 18 y 75 afos de edad.

e Pacientes con DM2 con una evolucién minima de 3 anos.

e Pacientes con DM2 con funcion renal normal.

o Pacientes con DM2 en estadios 1-5 de la ERC acorde con la clasificacion de
las Guias K/DOQI.

e Pacientes con o sin manifestaciones clinicas y/o por radiografia,

electrocardiografia y ecocardiografia de ECV.
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6.4.2. Criterios de Exclusioén

e Pacientes con dario renal de causa diferente a la DM2.
e Pacientes con enfermedad hepatica conocida.

e Pacientes con enfermedad tiroidea conocida

e Pacientes con sindrome nefrético y nefritico.

e Pacientes con hipo e hipercorticismo

6.4.3. Criterios de Eliminacion

e Pacientes que no tengan historia clinica completa

6.5. Metodologia

A cada paciente que reunid los criterios de inclusion, que acept6 participar en
el estudio y otorgd su consentimiento informado por escrito (anexo), se le dio cita en
la Unidad de Investigacion en Epidemiologia Clinica del HGR No.1 del IMSS a las
6:30 a. m. con las siguientes indicaciones: presentarse en ayuno de 12 horas, con su
primer orina de la manana (volumen total de una miccién), con ropa ligera, recetas
y/0o medicamentos que esté tomando y estudios de laboratorio recientes; para
realizarle una valoracién que incluy6 los siguientes puntos:

6.5.1. Realizacion de historia clinica

Incluyé antecedentes heredofamiliares de obesidad y/o enfermedades
concomitantes; antecedentes personales patoldgicos, y una exploracion fisica
completa.
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6.5.2. Evaluacion antropométrica
Incluyé las mediciones de peso, talla, circunferencia abdominal y

circunferencia de cadera bajo los lineamientos establecidos.

6.5.2.1. Peso Corporal

Para la medicion del peso corporal (kg), se colocé al paciente en una bascula
con estadimetro en bipedestacién, con la menor ropa posible y sin zapatos. La
medicién de la talla (m) en posicidén erecta, con talones juntos y los pies separados
en un angulo de 60° con la cabeza en un plano horizontal de Frankfort (linea
imaginaria que une el borde superior del conducto auditivo con la 6rbita); brazos
libres a los costados y las palmas hacia las caderas. También se calculé el IMC

(peso kg/ talla m?) de los pacientes.

6.5.2.2. Circunferencia abdominal y circunferencia de cadera

La circunferencia abdominal se midi6 con cinta métrica, trazando una linea
imaginaria del hueco de la axila hasta la cresta iliaca; sobre de ésta se identifico el
punto medio entre la Ultima costilla y la parte superior de la cresta iliaca y en ese
punto se tomo el perimetro abdominal y estando el paciente de pie. La circunferencia
de la cadera se midi6 a la altura de la cresta iliaca.

6.5.3. Medicion de la presion arterial

La presion arterial se midi6 con un esfingomanémetro de mercurio,
previamente calibrado (Mercurial sfingomanometer) sin que el paciente hubiera
tomado bebidas cafeinadas o hubiera fumado por lo menos 30 minutos antes de la
toma. El paciente debid estar en reposo y en posicion de sentado por al menos cinco

minutos previos a la medicion.

6.5.4. Toma de muestra sanguinea

De cada paciente se colectaron 5 ml de sangre venosa en tubo vacutainer sin
anticoagulante para la cuantificacion sérica de glucosa, urea, creatinina, acido urico,
perfil de lipidos (colesterol, triglicéridos, HDL y LDL), electrolitos séricos (sodio, calcio
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y fésforo). En tubo vacutainer con anticoagulante EDTA (&cido dietilén-amino-
tetraacético) se colectaron 5 mL de sangre venosa para la cuantificacion plasmatica
de copeptina. La sangre contenida en ambos tubos fue centrifugada para la
extraccién de suero y plasma correspondientemente. Se hicieron alicuotas de 300 pL

tanto de suero como de plasma y se almacenaron a -72°C hasta su procesamiento.

6.5.4.1. Muestra adicional

Se colectaron adicionalmente 2 mL de sangre venosa en tubo vacutainer
EDTA para extraccion de DNA; para la creacién de un banco de DNA que se
utilizarda en estudios posteriores, principalmente con el objetivo de identificar
polimorfismos genéticos de riesgo cardiovascular en esta poblacion.
La extraccién de DNA se realizé bajo el protocolo establecido por el kit comercial
GenomicPrep (GE Healthcare).

6.5.4.2. Recepcion de muestra de orina
La muestra de orina se rotulé y almacené inmediatamente a 4°C, hasta su

analisis 4 horas posteriores a la recepcion.

6.5.5. Analisis Bioquimicos
Se determinaron: glucosa, urea, creatinina, acido urico, colesterol, triglicéridos,

HDL, LDL, sodio, calcio, fésforo, microalbuminuria y copeptina.

6.5.5.1. Quimica sanguinea, perfil de lipidos y electrolitos

Se cuantific6 en suero glucosa, urea, creatinina, acido Urico, colesterol,
triglicéridos, HDL, LDL, sodio, calcio y fésforo por método enzimatico colorimétrico
(Syncron CX9 Pro, Beckman Coulter). El equipo fue previamente calibrado y
verificado con los controles especificos para las pruebas realizadas, como lo indica el

manual de procedimientos del equipo.

6.5.5.2. Microalbuminuria
La microalbumina fue determinada y cuantificada en una muestra de orina

aislada no ajustada a la creatinina, por método enzimatico quimioluminiscente

14 |



competitivo (Analizador IMMULITE 1000), con una sensibilidad de 1ug/mL. Previo al
analisis de las muestras se realiz6 la calibracion del equipo y el andlisis de los
controles.

Segun la excrecion urinaria de albumina se consideraron los siguientes valores:

Normal <20 pg/mL, microalbuminuria de 20-199 pg/mL y proteinuria 2200 pg/mL.

6.5.5.3. Copeptina plasmatica
Se cuantificé por inmunoensayo enzimatico competitivo con el kit* comercial

de Phoenix Pharmaceuticals, Inc (USA).

*Sensibilidad: concentracion minima detectable 0.15 ng/mL, precisién: variacién intraensayo: 10%, interensayo
15%, rango: 0-100 ng/mL, especificidad 100%.

6.5.5.3.1. Técnica de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Es un ensayo inmunoenzimatico que se caracteriza por ser muy sensible, de
alta especificidad, rapido y econémico. Esta técnica se fundamenta en el uso de
anticuerpos especificos para capturar la proteina de interés. En la figura 2. Se
muestra una de las variantes de ELISA de tipo competitivo: La placa en el kit
Copeptin (human) Phoenix Pharmaceuticals, Inc. fue pre-cubierta con un anticuerpo
secundario el cual tiene bloqueados los sitios de unién no especificos. El anticuerpo
secundario puede unirse al fragmento Fc del anticuerpo primario (anticuerpo A) cuya
fraccion Fab puede unirse tanto al péptido biotinilado como al péptido estandar y al
péptido de la muestra. El péptido biotinilado interactia con la estreptavidina
conjugada con peroxidasa de rabano [(SA-HRP) anticuerpo B], la cual cataliza el
sustrato en presencia del cromogeno TMB, dando un producto de color amarillo. La
intensidad del color amarillo producido en la reaccion es directamente proporcional a
la cantidad del complejo péptido biotinilado-SA-ARP producido e inversamente
proporcional a la cantidad de péptido en las soluciones estdndar o en las muestras.
Esto es debido a la unién competitiva del péptido biotinilado, del péptido estandar y
de las muestras, al anticuerpo primario. En consecuencia, se puede establecer una
curva estandar de concentracién conocida. La concentracion de copeptina en las

muestras se determina mediante extrapolacion de dicha curva estéandar.
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Figura 2. Técnica de ELISA Tipo Competitivo

Anticuerpo A

6.5.5.3.2. Material

6.5.5.3.3. Metodologia

El ensayo se realiz6 bajo el protocolo establecido en el kit.
Se prepararon los buffers y se rehidrataron el anticuerpo primario, el péptido
biotinilado y el control positivo para su empleo.
Las muestras, el control positivo y la curva estandar se realizaron por duplicado.
Se realizé una curva estandar con concentraciones de péptido (copeptina) conocidas
(100,10, 1, 0.1 y 0.01 ng/mL).
Se adicionaron en los pocillos de la placa 50 pL de muestra, péptido estandar o
control positivo, 25 pL de anticuerpo primario y 25 pL de péptido biotinilado,
posteriormente se incubo la placa a temperatura ambiente (20-23°C) por dos horas.
Se lavo cuatro veces con 350 pL de buffer de lavado y se adicionaron 100 pL de
solucién SA-HRP. Nuevamente se incub6 a temperatura ambiente (20-23°C) por una
hora y se lavé la placa cuatro veces con 350 pL de buffer de lavado. Se adicionaron
100 pL de solucion de sustrato TMB, luego se incubé a temperatura ambiente por
una hora (protegiendo la placa de la luz), posteriormente se par6 la reaccién con 100
uL de HCI 2N. Finalmente se leyé la absorbancia (O.D.) a 450 nm y se calcularon los
resultados en un programa de ajuste de curvas para cuatro parametros logisticos o
log-logit.
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6.5.6. Parametros calculados
Se calcularon la tasa de filtracion glomerular y la osmolaridad plasmatica

efectiva.

6.5.6.1. Tasa de filtracion glomerular (TFGe)

Se estimé con la ecuaciéon Cockeroft-Gault (corregida por superficie corporal)
ampliamente validada (62,63). Los pacientes fueron clasificados acorde con las guias
KDOQI (61). La microalbuminuria fue el parametro utilizado para discriminar estadio
1 de ERC de ausencia de dafio renal. <*TFGe (mL/min/1.73m?)= [(140-edad)*(peso en kg)*(0.85 si

mujer)] / (72*creatinina sérica en mg/dL) >

6.5.6.2. Osmolaridad plasmatica efectiva (OPE)
Se calculd con la siguiente ecuacién: < OPE (mOsm/L)= 2*[Na* (mmol/L)] + [glucosa

(mg/dL))18> Se consideraron valores normales de 270-285 mOsm/L.

6.6. Andlisis estadistico

El analisis estadistico fue realizado con el programa estadistico SPSS
version 18 para Windows (SPSS Inc.,Chicago, IL).
La normalidad de las variables fue analizada mediante el test de Kolmogorov-
Smirnov. Los Resultados son presentados en medias + DE para las variables
paramétricas. La diferencia entre las medias fue analizada por Analisis de Varianza
(ANOVA) de una Viay prueba de Tukey como Post Hoc.

La correlacién entre las variables continuas se evalu6 mediante el coeficiente
de correlacion de Pearson. Para comparar dos variables continuas se aplicd la
prueba t de student. Mientras que para investigar la asociacion entre copeptina y
cambio en la funcién renal se realizé un andlisis de regresién lineal univariado
(modelo 1), usando la copeptina como variable independiente. Mediante un modelo
de regresion lineal multivariado esta asociacion fue ajustada por varios factores tales
como: edad, sexo, IMC, antihipertensivos y diuréticos. Se consideré de significancia
estadistica a un valor de p<0.05.
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6.7. Consideraciones éticas

6.7.1. Buenas Practicas Clinicas

Este estudio se realizé de acuerdo con las Buenas Practicas Clinicas, segun
fue definido en la Conferencia Internacional sobre Armonizacién y de acuerdo con
los principios éticos subyacentes en las disposiciones contenidas en el Reglamento
de la Ley General de Salud en materia de Investigacién para la Salud. Conforme a
dicho reglamento, esta investigacion es clasificada como: Investigacién de riesgo
minimo [Seccién de .Aspectos Eticos de la Investigacién en Seres Humanos.
(pag.424, Capitulo |, Articulo 17)] y se ajusta a los principios cientificos y éticos
prescritos en la Norma Oficial Mexicana para realizar estudios de investigacién en
humanos.

El protocolo realizado en ninguno de sus procedimientos atenté contra la
integridad fisica y/o moral de las personas que se involucraron en él. El investigador
principal que particip6 en la realizacion de este estudio fue calificado por educacion,
capacitacién y experiencia para realizar dichas tareas, fue el mismo investigador
quien acudio a los diversos servicios clinicos para tener acceso a los expedientes de
los pacientes salvaguardando el principio de confidencialidad; de igual forma se
manejo la identidad de todos los participantes del estudio.

Se respetaron cabalmente las enmiendas de la Declaracion de Helsinki de
1964, revisado por ultima vez en 2004, los principios contenidos en el Cédigo de
Nuremberg, el Informe Belmont y el Cédigo de Reglamentos Federales de Estados

Unidos.

6.7.2. Comité de Etica en Investigacion

Este Protocolo de Investigacion fue sometido a consideracién del Comité Local
de Etica en Investigaciéon en Salud del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS),
que de acuerdo con las recomendaciones de sus integrantes y revisores
consideraron que cumple con la calidad metodolégica y los requerimientos de ética
médica y de investigacion vigentes; por lo que el dictamen emitido fue de autorizado
el 11de junio del 2010 con No. de registro R-2010-1602-9. (Anexo 2)
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6.7.3. Consentimiento informado

El investigador se asegur6 de que los participantes (0 su representante
legalmente aceptable) recibieran informacion clara y completa acerca del propésito,
riesgos, beneficios y asuntos relacionados al estudio en el cual participarian de
manera voluntaria. Se obtuvo el consentimiento informado por escrito y libremente

otorgado de cada individuo para su participacion en este estudio. (Anexo 3y 4).

7. Resultados

Se reclutaron 645 pacientes, de los cuales 2 fueron eliminados. En total se
estudié una poblaciéon de 643 pacientes; con una distribuciéon de 63% mujeres y
36.4% hombres.

Tabla 1. Parametros clinicos de la poblacién estudiada

Variable Estadio 0 Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3 Estadio 4 Estadio 5
n=86 n=33 n=246 n=102 n=34 n=142
Sexo (M/F) 19/67 9/24 68/178 40/62 20/14 78/64
Edad (afios) 49.8+8.3 45.3+8.5% 59.24+7.4 63.448.0 64.0£8.0 60.449.0
Peso (kg) 78+14.57 89.3+26.0*  70.9+12.30 70.8+15.0 67.8+12.70 65.6+12.3

IMC (cm’) 31.4454 34.7749.3% 28.7+4.0 28.245.2 26.4+4 .4 25.44+4.2
Cintura (cm) 102.4+11.3 108.8+x14.3* 98.3x12.0  99.6£17.0 95.8+8.4 89.743.1
Cadera (cm) 109.8+14.7 108.7+14.3  102.2+14.3 99.8421.8 97.7+10.0 93.7+£6.9
PAS (mm/Hg)  117.3£17.1 124.0+x16.4 118.4+14.5 130.5+17.5 141.2#20.3 143.4+27.0%*
PAD (mmHg) 75.9¢11.0 78+11.0 75.3£10.9  82.6+10.9  85.8+10.9  82.4+15.4*
DM?2 (afios) 7.1+6.2 6.1+6.4 8.7+6.4 14.6 9.3 19.0+8.0 18.5+8.4*

ANOVA y Tukey como Post Hoc *p=0.001

Las comparaciones son entre los estadios 2-5 versus estadio 1, excepto para la presién arterial.

IMC: indice de masa corporal, PAS: presion arterial sistélica, PAD: presién arterial diastélica, DM2: afios de diagnéstico de la
diabetes mellitus tipo 2

Al analizar las variables clinicas (tablal) se encontr6 que los pacientes en
estadio 1 ERC fueron los mas jovenes y con mayor obesidad respecto a los demas
estadios (F=20.3; p=0.001), mientras que los pacientes en estadio 4 y 5 presentaron
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mayor presion arterial sistélica, diastélica y més anos de evolucion de la diabetes
(F=39.6; p=0.001).

Tabla 2. Pardmetros bioquimicos de la poblacién estudiada

Variable Estadio 0 Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3 Estadio 4 Estadio 5
n=86 n=33 n=246 n=102 n=34 n=142

Glucosa 156.5+41.7 178.1+£59.8 162.2+60.0 166.0+67.5 176.4+71.1 205497.5%
(mg/dL)

Albimina 4.07+0.35 3.08+0.26 4.0+0.32 3.74+0.31 3.32456 3.154+0.55%
(g/dL)

Acido drico  4.9+1.1 5.1%1.1 5.1£1.3 5.9+1.4 6.6+1.6 6.7%1.4%*
(mg/dL)

Colesterol 193.8+30.3 180.6+22.8 194.1+£34.0 194.8+32.9 176.5+45.0 169.4+46.9%*
(mg/dL)

Triglicérido 201.9+161.6 179.1£101.3 168.5+60.4 173.7463.8 163.5+£37.7 159.0+83.2
s (mg/dL)

HDL 41.56+10.21 41.7148.26%* 43.85+8.39 41.0248.10 40.91£5.93 39.13+6.86
(mg/dL)

LDL 113.06+24.1 102.18+16.5* 116.33+£25.3 115414233  114.91+21.7 109.51+21.3
(mg/dL)

Na 138.1+4.6 138.6+4.0 138.2+4.1 136.7£5.0 137.1£5.6 135.244.0
(mmol/L)

Ca (mg/dL) 9.4+0.6 9.4+0.6 9.5+0.6 9.5+0.6 9.5+0.8 9.3+0.9

P (mg/dL) 3.9+0.6 4.1+0.6 4.0+0.6 4.7+0.9 5.241.1 5.241.6*

ANOVA y Tukey como Post Hoc *p=0.001

Las comparaciones son entre los estadios 0-3 versus estadio 4 y 5, excepto para HDL, LDL.
HDL: lipoproteinas de alta densidad, LDL: lipoproteinas de baja densidad, Na: sodio, Ca: calcio, P: fésforo.

Los pacientes en estadio 5 tuvieron las concentraciones de glucosa (F=8.3;
p=0.0001) y &cido urico (F=38.3; p=0.0001) mas altas, en comparacion con el resto
de los grupos; estando el acido urico dentro de los parametros normales. Este mismo
grupo presenté en promedio la concentracidn mas baja (normal) de colesterol total
(F=10.4; p=0.0001), pero el resto de los grupos también presentaron cifras dentro de
lo normal, tanto en colesterol total, como en las lipoproteinas de alta densidad. El
grupo en estadio 1 de ERC presentd HDL dentro de los limites normales a pesar de
ser el grupo con mayor porcentaje de IMC. Todos los grupos presentaron
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concentracién elevada de triglicéridos, no existiendo diferencia significativa entre los

mismos.

Tabla 3. Parametros bioquimicos de la funcion renal y TFGe

Variable Estadio 0 Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3 Estadio 4 Estadio 5
n=86 n=33 n=246 n=102 n=34 n=142

Urea 26.8+6.2 28.5+7.2 32.849.4 49.3+20.0 78.7+£38.0  118.5+50.0*

(mg/dL)

Creatinina 0.81+0.12 0.80+0.11 0.93+0.16 1.4+0.42 3.0+1.06 8.0+3.40*

(mg/dL)

u-albuminuria  4.5+£2.40* 26.20+15.0 26.71+8.03

(ug/mL)

TFG 102.249.7 116.1+£19.0 75.6+8.4 47.448.5 224454 10.5+£7.0*

(mL/min/1.73m?)

ANOVA y Tukey como Post Hoc *p=0.001
Las comparaciones son entre los estadios 0-2 versus estadio 3-5

En la tabla 3, se refleja el patrén conocido de la enfermedad renal, en donde
aumentan los azoados y disminuye la TFG. El aumento de la creatinina se observo
hasta el estadio 3 ERC, por lo que no debe utilizarse de forma aislada para valorar el
nivel de funcién renal. No se encontrd diferencia significativa entre los estadios 0-2
para urea y creatinina, no siendo asi para los estadios 3-5. En los estadios 1y 2

ERC se encontré microalbuminuria.

Para investigar si la concentracion de copeptina, como medida indirecta de la
AVP es consistente con la regulacion fisiolégica normal, se realiz6 una prueba de
asociaciéon (coeficiente de Pearson) entre copeptina y la osmolaridad plasmatica
efectiva, ya que la hiperosmolaridad es una de las principales causas de secrecion
de copeptina 'y AVP.

La osmolaridad plasmatica efectiva (mOsmol/L) por grupo fue: Estadio 0/sin ERC
(283.84£8.7), estadio 1 (284.8+8.5), estadio 2 (285.5+8.8), estadio 3 (284+10.3),
estadio 4 (285%12), estadio 5 (287+8.8). Se encontrd que la osmolaridad plasmatica
efectiva fue asociada positivamente con el logaritmo de la copeptina (r=0.10,
p=0.030), indicando que una alta osmolaridad plasmatica es asociada con alta

concentracion de copeptina.
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Figura 3. Concentracion de copeptina por estadio de ERC

ANOVA y Tukey como Post Hoc *p=0.0001
Las comparaciones son entre los estadios 0-3 versus estadio 4 y 5

La concentracion plasmatica de copeptina en pacientes con DM2 con tasa de
filtracion glomerular normal y sin dafo renal (n=86) fue 1.28+0.65ng/mL; en pacientes
con una TFGe>90 mL/min estimada por Cockcrof-Gault y con dafo renal (estadio-
1ERC) (n=33) fue 1.28+0.65 ng/mL, en pacientes con una tasa de filtracién
glomerular de 60-89 mL/min (estadio-2 ERC) (n=246) fue 1,38+0.60 ng/mL, mientras
que en los pacientes en estadio 3 ERC (n=102) con una TFGe de 30-59 mL/min la
concentraciéon plasmatica de copeptina fue 1.6£0.81 ng/mL (sin diferencia
significativa entre estos grupos 0-3), en pacientes en estadio 4 ERC (n=34) con una
TFGe de 15-29 mL/min fue 2.06+0.76 ng/mL (p=0.0001 vs TFGe>29 mL/min),
mientras que en pacientes en estadio 5 (n=142) con una TFG <15 mL/min fue
2.51+1.33 ng/mL (p=0.0001vs TFGe>29 mL/min). Las concentraciones mas altas de
copeptina se encontraron en el estadio 4 y 5 (F=28.8; p=0.0001), no habiendo
diferencia significativa entre estos grupos (figura 2). También la concentracion fue
mas alta en hombres (1.92+1.15 ng/mL) que en mujeres (1.65+0.85 ng/mL)
(p=0.007).
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Figura 4. Concentracion de copeptina pre y poshemodialisis

Prueba t de student para muestras relacionadas (t=0.622; p=0.536)

Uno de los objetivos especificos de este estudio fue conocer la concentracién
plasmatica de copeptina pre y post-hemodidlisis de un grupo de 62 pacientes con
DM2 (figura 3), con la finalidad de determinar si la elevada concentracion de
copeptina en pacientes con ERC (en este caso particular en pacientes con fallo renal)
se debia a un menor aclaramiento de la misma. La concentracién de copeptina
(ng/mL) fue: Pre-hemodidlisis: 2.19+1.36 y post-hemodialisis 2.03+0.68. No se
encontré diferencia significativa en la concentracion de copeptina pre y post
hemodialisis (p=0.536).

Se encontr6 correlacién inversa significativa entre copeptina y la TFGe (r= -0.445;
p=0.0001) (figura 4), el coeficiente de Pearson de esta relacion fue menor que el
encontrado entre creatinina y la TFGe (r=-0.760; p=0.0001) (figurab).

La copeptina sostuvo una correlacion lineal positiva con la creatinina (r= 0.449;
p=0.0001) (figura 6) y no se encontrd relacién entre la copeptina y la edad (r=0.044;
p=0.339) (figura 7).
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Tabla 4. Asociacion entre copeptina, TFGe, edad, sexo, IMC, glucosa y tratamiento
antihipertensivo y diuréticos

Modelo Ajustado por TFG (ml/min/1.73/m SC)
B Estandarizado p
1 Cruda -0.468 <0.0001
2 Copeptina, edad y
género -0.416 <0.0001
3 Copeptina, IECAs,
ARA-Il y diuréticos -0.488 <0.0001
4 Copeptina, edad,
género, glucosa e
IMC -0.365 <0.0001

Una B estandarizada negativa indica que una alta concentracion de copeptina es

asociada con una baja TFG.

TFG= Tasa de filtrado glomerular; IECAS= Inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina; ARA-II=
antagonistas de los receptores de la Angiotensina Il; IMC= indice de masa corporal.

La variable independiente fue copeptina plasmatica. La variable dependiente TFG (ml/min/1 .73m?), edad, género,
tratamiento antihipertensivo (IECAs y/o ARA-II), diuréticos, niveles séricos de glucosa e IMC (peso kg/talla m?).
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Adicionalmente se elabor6 un banco de DNA gendémico. Se realizé la
extraccion de DNA gendmico de 50 muestras de sangre total de pacientes con

diabetes mellitus tipo 2 con enfermedad renal crénica.

Se obtuvieron en promedio 10 ug de DNA por cada 300 pL de sangre total (figura 8),
el método realizado (kit comercial Genomic-prep) garantiza una alta calidad del DNA
genomico libre de contaminacién de proteinas y RNA. Las muestras se conservan a -

70°C en buffer de estabilizacién.

figura 9. Gel de agarosa 1% . DNA genémico
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8. Discusion

La finalidad de este estudio fue investigar la posible asociacion entre la
concentracién de copeptina con la declinacién de la funcién renal en una poblacion
diabética tipo 2, en los diferentes estadios de la enfermedad renal y sin dafo renal.
La regulacion de copeptina en este estudio parece ser consistente con la fisiologia
normal, ya que se encontrd una asociacién positiva entre la osmolaridad plasmatica
efectiva y la concentracion de copeptina (r=0.100; p=0.030). Con respecto a la
pregunta de investigacion se encontré que una elevada concentracion de copeptina
se asocia con la declinacién de la funcién renal en esta poblacién; esto es acorde con
lo reportado por Meijer et al (35) donde la copeptina fue asociada con cambios en la
TFG en pacientes receptores de trasplante renal y por Malyszko et al (64) en
pacientes receptores de trasplante de corazoén y riion.

En este estudio se encontr6 que la concentracion de copeptina en pacientes
con DM2 y en diferentes estadios de enfermedad renal, fue mas alta en hombres
(1.92+1.15 ng/mL) que en mujeres (1.65+0.85 ng/mL) (p=0.007), de acuerdo con
reportes previos (22, 24, 25).

La concentracidén plasmatica de copeptina en pacientes con DM2 con una
TFG>60 mL/min [estadio (E) 1y 2 ERC] estimada por Cockcrof-Gault (n=279) fue
1.37+0.57 ng/mL, en pacientes en estadio 3 ERC con TFGe de 30-59 mL/min fue
1.6+0.81 ng/mL. No hubo diferencia significativa en la concentracién de copeptina
entre los estadios 1-3 ERC y sin ERC. Entre los grupos en estadio 4 y 5 con una
TFGe de 29-15 y <15 mbL/min respectivamente [copeptina (ng/mL) 2.06+0.76,
2.51+1.33) tampoco hubo diferencia, mientras que si se encontr6 diferencia
significativa (p=0.0001) para los grupos en estadio 4 y 5 vs 0-3.

Estas concentraciones de copeptina son mas altas que los valores reportados
en individuos sanos (0.021 ng/mL) (22) y en otras poblaciones con dafo renal (64)
(E1-2 ERC=0.88+0.42ng/mL, E3 ERC=1.16+0.56 ng/mL y E4=1.22+0.51 ng/mL). En
el caso del estadio 4 ERC la concentracion de copeptina plasmatica encontrada en

este estudio, es el doble de lo reportado por Malyszko et al. Valores mayores de
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concentraciéon de copeptina en la poblacion estudiada, puede deberse a que la
copeptina también se ha asociado con resistencia a la insulina (65) por lo que la
poblacion tiene mayor “riesgo” de tener concentraciéon elevada de copeptina, por la
diabetes mellitus y la enfermedad renal (24). Se ha descrito previamente que la
copeptina se asocia con funcion renal (24) y la razén de este fenbmeno es aun
desconocido. Se ha hipotetizado que la concentracién copeptina es consecuencia
de un menor aclaramiento, porque la AVP (y también la copeptina) es aclarada en
un 25% por los rifiones (14, 66); a pesar de ser poco probable esta hipétesis, porque
mecanismos de retroalimentacién negativa pueden reducir la tasa de secrecion de la
hormona vy regresarla a concentraciones normales (asumiendo que el efecto en el
6rgano blanco no es reparado) en el presente estudio se quiso probar si la copeptina
es filtrada por hemodialisis ya que las caracteristicas quimicas y fisicas de la
molécula la hacen factible de filtrarse (22). No se encontré diferencia
estadisticamente significativa entre la concentracion plasmatica de copeptina pre y
post-hemodialisis (2.08+£1.04 ng/mL vs 2.00+0.63, t=0.622; p=0.536) en un grupo de
62 pacientes, lo que sugiere que otros mecanismos estan implicados en la elevacion
de la copeptina plasmatica y que lo mas probable es que no es consecuencia de un
menor aclaramiento.

Estudios en animales de experimentacion, en efecto sugieren que una alta
concentracién de AVP causa una acelerada declinacién de la funcién renal (30), esto
es también consistente con lo reportado por Meijer en pacientes receptores de
trasplante renal (35).También se ha determinado que una reduccién de la
concentraciéon plasmatica de la AVP retarda la progresion del dafo renal en ratas con
ERC (67), mientras que la infusion crénica de 1-desamino 8-D- arginina vasopresina
(agonista del receptor V2-AVP) induce proteinuria y una aumento de la creatinina
seérica en ratas (68).

Un analisis retrospectivo del estudio MDRD muestra que pacientes con
enfermedad renal cronica, con un alto volumen urinario y una baja osmolaridad
urinaria, fue asociado con una rpida declinacion de la tasa de filtracion glomerular
(69). Los autores sugieren dos posibles explicaciones para esta relacién; la primera
es que la ingesta excesiva de fluidos puede causar una rapida progresion de la

enfermedad renal, lo cual es contrastante con lo encontrado en este estudio y otros
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(35), porque una ingesta excesiva de fluidos es probablemente asociada con una
baja concentracion de AVP (o copeptina), sin embargo existen mecanismos no
osmoticos, que en condiciones normales influyen poco para la secrecion de la
hormona. La otra explicacion es que en lugar de ser la causa, un alto volumen
urinario y una baja osmolaridad urinaria sea el resultado de una acelerada
declinacion de la funcién renal. Esta explicaciéon es consistente con una de las
manifestaciones clinicas de la enfermedad renal, como es la incapacidad de
concentrar la orina (70).

Por otro lado, se ha argumentado que efectos desfavorables de la AVP en
rindn, se debe en parte a un efecto sobre la presidén sanguinea, ya que la arginina-
vasopresina puede contribuir a la hipertension mediante efecto directo sobre musculo
liso vascular a través del receptor V1 (71) o mediante receptor V2 dependiente de
efectos tubulares (72), tales como la modificacidén indirecta de la concentracién de
NaCl en la mécula densa y asi influir en la retroalimentacion tubulo-glomerular,
provocando la liberacibn de renina, hipertension, hiperfiltracion glomerular,
proteinuria y si persiste la estimulacion sobre el receptor V2-AVP hipertrofia renal y
enfermedad tdbulointersticial (73, 74). En este estudio se encontrd relacion entre la
concentracién de copeptina y la presion arterial (PAS r=0.165; p=0.0001y PAD
r=0.868; p=0.0001), esto sugiere que la AVP esta implicada en el aumento de la
presion arterial en esta poblacion; en otros estudios no se ha encontrado dicha
asociacién (35, 64) y han reportado que la asociacion entre copeptina y la excrecion
urinaria de albumina fue independiente de la presion arterial sistémica (34,35), ellos
también reportaron una relacién inversa entre copeptina y la funcién renal (35), como
fue encontrado en este estudio. Por otro lado varios estudios han demostrado que
citocinas proinflamatorias pueden activar la secrecion de AVP (75), la inflamacién es
una condicién presente en la poblacion diabética y ademas puede inducir una
acelerada declinacion de la funcién renal (8). Otro factor que puede contribuir
simultaneamente a la secrecidn de vasopresina y a la declinacién de la funciéon renal,
es la falla cardiaca (45, 46,76) y en diabetes dos de cada tres pacientes desarrollan
insuficiencia cardiaca (6), ademas el incremento del riesgo cardiovascular en esta
poblacion ha sido relacionado con dafo endotelial y renal (8). También otros factores

no identificados podrian contribuir tanto en la secrecién de la AVP como en la
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declinacion de la funcién renal, sin embargo como se menciond previamente en
animales de experimentacioén, la administracion de AVP indujo deterioro de la funcién
renal y la intervencion con antagonistas del V2-AVP otorgé renoproteccién; lo cual
sugirié estrictamente que la AVP tuvo un rol causal en la declinacién de la funcion
renal en ratas. En la actualidad varios antagonistas selectivos (V1a o V2) y
combinados (V1/V2) del receptor de la AVP han sido desarrollados para su uso
clinico (77). El uso de estos farmacos puede proveer una valiosa herramienta para
determinar si la AVP esta relacionada con la declinacién de la funcién renal y si los
receptores Viay V2 son involucrados (35).

La asociacion entre copeptina y la declinacién de la funcién renal encontrada
en este estudio, tuvo un valor de B estandarizada=-0.468 (p<0.0001) este valor de
B relativamente bajo, indica que otros factores pueden contribuir en la declinacién de
la funcién renal, por ello se incluyeron varios factores de riesgo conocidos (en
poblacion diabética) en el modelo de regresion multivariado tales como edad, sexo,
IMC, presion arterial sistémica, glucosa sérica, diuréticos y farmacos
antihipertensivos (IECA y ARA2). Después de hacer la correccién de la regresiéon por
estos factores tenemos que el valor de B estandarizada de copeptina es -0.365
(p<0.0001), que en comparacién con otros factores conocidos que intervienen en la
declinacion de la funcién renal como es la presion arterial y la glucosa, encontramos

que el valor de r de estas asociaciones es similar o incluso menor.

9. Conclusion:

La copeptina fue asociada independientemente con la declinacion de la
funcién renal en pacientes con DM2. Esto sugiere que la AVP puede tener un rol en
la declinacién de la funcidn renal. Se requieren estudios adicionales para identificar
qué mecanismos se encuentran involucrados y para determinar si este péptido es un

marcador de mortalidad por enfermedad cardiovascular.

31|



10. Perspectivas

Se creara una cohorte de subpoblacién de estudio de pacientes con nefropatia
diabética que por clinica y ecocardiografia se diagnostigue con Enfermedad
Cardiovascular a la cual se le dara seguimiento durante dos afios para establecer si
la copeptina plasmatica se asocia como factor de riesgo para mortalidad por ECV en
esta poblacion.
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11. Anexos
(Anexo 1)

Clasificacion de los estadios de la enfermedad renal créonica (ERC)
por las guias K/DOQI 2002 de la National Kidney Foundation.

Estadio Descripcion FG (mL/min/1.73 m2)
------ Riesgo aumentado de ERC >60 con factores de riesgo*

1 Daiio renal >90
con FG normal

2 Dafio renal f con FG 60-89
ligeramente disminuido

3 FG moderadamente 30-59
disminuido

4 FG gravemente disminuido 15-29

5 Fallo renal < 15 6 dialisis

FG: Filtrado glomerular

* Factores de riesgo de ERC: edad avanzada, historia familiar de ERC, hipertension arterial
diabetes, reduccion de masa renal, bajo peso al nacer, enfermedades autoinmunes y sistémicas,
infecciones urinarias, litiasis, enfermedades obstructivas de las vias urinarias bajas, uso de
farmacos nefrotoxicos, razas afroamericana y otras minoritarias en Estados Unidos y bajo
nivel educativo o social.

1 Dafio renal: alteraciones patolégicas o marcadores de dafio, fundamentalmente una
proteinuria/albuminuria persistente (indice albimina/creatinina > 30 mg/g aunque se han
propuesto cortes sexo-especificos en > 17 mg/g en varones y 25 mg/g en mujeres); otros
marcadores pueden ser las alteraciones en el sedimento urinario y alteraciones morfolgicas en
las pruebas de imagen.
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(Anexo 2)

Carta Dictamen Pagina 1 de 1

an
A

INSTITUTO MEXICANO DLL SEGURO SOCIAL

DIRECCION DE PRESTACIONES MEDICAS
Unidad de Educacién, Investigacion y Politicas de Salud
Coordinacion de Investigacién en Salud

Dictamen de Autorizado

COMITE LOCAL DE INVESTIGACION EN SALUD 1602

FECHA 11/06/2010

Estimado CLETO ALVAREZ AGUILAR

PRESENTE

Tengo el agrado de notificarle que, el protocolo de investigacién en salud presentado por
usted, cuyo titulo es:

VALOR PREDICTIVO DE COPEPTINA EN LA DECLINACION DE LA FUNCION RENAL EN
PACIENTES CON DIABETES MELLITUS TIPO 2

fue sometido a consideracion del Comité Local de Investigacion en Salud, quien de acuerdo
con las recomendaciones de sus integrantes y de los revisores consideraron que cumple con la
calidad metodoldgica y los requerimientos de ética médica y de investigacion vigentes, por lo
que el dictamen emitido fue de: AUTORIZADO.

Habiéndose asignado el siguiente nimero de registro institucional

No. de Registro
R-2010-1602-9

Atentamente

Dr(a). Mario Albe rtine: mus
Presidente del té Local de Invwgstigacion en Salud Nim 1602
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(Anexo 3)

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
HOSPITAL GENERAL REGIONAL NO. 1 i
UNIDAD DE INVESTIGACION EN EPIDEMIOLOGIA CLINICA

IMSS

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACI(’)N EN
PROTOCOLOS DE INVESTIGACION CLINICA

Morelia, Michoacan a: de: del 2011

Por medio de la presente acepto participar en el protocolo de investigacion titulado:
“Valor predictivo de copeptina en la declinacion de la funcion renal en los pacientes con
diabetes mellitus tipo 2.”

Registrado ante el Comité Local de Investigacion en Salud Nim 1602 con nimero de
registro Institucional: R-2010-1602-9

El objetivo del estudio es: Evaluar la asociaciéon entre la concentracion plasmatica de
copeptina con la declinacion de la funcién renal en pacientes con diabetes mellitus tipo 2.

Se me ha informado que mi participacién consistird en acudir a la unidad de Investigacién en
epidemiologia Clinica a las 6:30 a. m. para una extraccion de sangre venosa (12 ml en total,
equivalente a 2.5 cucharadas soperas) para la realizacion de los siguientes estudios: quimica
sanguinea, perfil de lipidos, electrolitos séricos, copeptina plasmatica y extraccion de DNA
(material genético).

Se me ha informado que esta investigacion, segin la Ley General de Salud se considera de
riesgo minimo. (p.424, Capitulo I, Articulo 17, Ley General de Salud).

Todas muestras serdn tomadas con material estéril, desechable y por personal ampliamente
capacitado. Se me ha informado que adicionalmente se me realizard un interrogatorio de mis
antecedentes directos y de mi familia y una exploracion fisica que servird para realizar mi
historia clinica. Se centrard mds sobre si tengo antecedentes de familiares con diabetes,
hipertensién, enfermedades del corazén y si tabaquismo. Estos antecedentes serdn
investigados también en mi persona.

El investigador responsable me ha informado sobre los posibles riesgos, inconvenientes y
beneficios derivados de mi participacion en el estudio, asi como al acceso a mis resultados y se
ha comprometido a responder a cualquier pregunta y aclararme dudas que le plantee acerca de
mi participacién o cualquier asunto relacionado con la investigacion.

También se me ha informado que en caso de yo solicitarlo, las muestras sanguineas que se
obtengan de mi persona serdn desechadas.
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El investigador responsable se ha comprometido a darme informacién oportuna sobre
cualquier procedimiento alternativo adecuado que pudiera ser ventajoso para mi tratamiento.

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que lo
considere conveniente, sin que ello afecte la atencién médica que recibo en el Instituto.

El investigador responsable me ha dado seguridad de que no se me identificard en las
presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio y de que los datos relacionados con
mi privacidad serdn manejados en forma confidencial. También se ha comprometido a
proporcionarme la informacion actualizada que se obtenga durante el estudio, aunque esta
pudiera cambiar de parecer respecto a mi permanencia en el mismo.

Numeros telefénicos a los cuales puede comunicarse en caso de dudas o preguntas
relacionadas con el estudio:

QFB. Maria de la Luz Villela Torres Cel:
Tel:

Nombre y firma del paciente o de su representante legal

Nombre y firma del Investigador responsable

Nombre y firma del testigo 1

Nombre y firma del testigo 2

36|



(Anexo 4)

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
HOSPITAL GENERAL REGIONAL NO. 1 )
UNIDAD DE INVESTIGACION EN EPIDEMIOLOGIA CLINICA

IMSS

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACI(’)N EN
PROTOCOLOS DE INVESTIGACION CLINICA

Morelia, Michoacan a: de: del 2011

Por medio de la presente acepto participar en el protocolo de investigacion titulado:
“Valor predictivo de copeptina en la declinacion de la funcion renal en los pacientes con
diabetes mellitus tipo 2.”

Registrado ante el Comité Local de Investigacion en Salud Nim 1602 con niimero de
registro Institucional: R-2010-1602-9

El objetivo del estudio es: Evaluar la asociacién entre la concentracion plasmdtica de
copeptina con la declinacién de la funcién renal en pacientes con diabetes mellitus tipo 2.

Se me ha informado que mi participacién consistird en acudir a la Clinica Fresenius 6 UMA
segiin me corresponda, en mi horario habitual para mi sesién de hemodialisis, para una
extraccion de sangre venosa (13 ml en total, equivalente a 2.5 cucharadas soperas) tomada al
momento de la conexién de mi acceso vascular, para la realizacién de los siguientes estudios:
quimica sanguinea, perfil de lipidos, electrolitos séricos, copeptina plasmatica y extraccion de
DNA (material genético).

Se me ha informado que esta investigacion, segtin la Ley General de Salud se considera de
riesgo minimo. (p.424, Capitulo I, Articulo 17, Ley General de Salud).

Todas muestras serdn tomadas con material estéril, desechable y por personal ampliamente
capacitado. Se me ha informado que adicionalmente se me realizard un interrogatorio de mis
antecedentes directos y de mi familia y una exploracién fisica que servird para realizar mi
historia clinica. Se centrard mdas sobre si tengo antecedentes de familiares con diabetes,
hipertensién, enfermedades del corazén y si tabaquismo. Estos antecedentes seran
investigados también en mi persona.

El investigador responsable me ha informado sobre los posibles riesgos, inconvenientes y
beneficios derivados de mi participacion en el estudio, asi como al acceso a mis resultados y se
ha comprometido a responder a cualquier pregunta y aclararme dudas que le plantee acerca de
mi participacién o cualquier asunto relacionado con la investigacion.

También se me ha informado que en caso de yo solicitarlo, las muestras sanguineas que se
obtengan de mi persona serdn desechadas.
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El investigador responsable se ha comprometido a darme informacién oportuna sobre
cualquier procedimiento alternativo adecuado que pudiera ser ventajoso para mi tratamiento.

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que lo
considere conveniente, sin que ello afecte la atencién médica que recibo en el Instituto.

El investigador responsable me ha dado seguridad de que no se me identificara en las
presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio y de que los datos relacionados con
mi privacidad serdn manejados en forma confidencial. También se ha comprometido a
proporcionarme la informacién actualizada que se obtenga durante el estudio, aunque esta
pudiera cambiar de parecer respecto a mi permanencia en el mismo.

Nimeros telefénicos a los cuales puede comunicarse en caso de dudas o preguntas
relacionadas con el estudio:

QFB. Maria de la Luz Villela Torres Cel:

Clinica Fresenius Tel:

Nombre y firma del paciente o de su representante legal

Nombre y firma del Investigador responsable

Nombre y firma del testigo 1
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Nombre y firma del testigo 2
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