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ABREVIATURAS

% F ADN: Porcentaje de Fragmentacion del Acido Desoxiribonucleico
Alb: Albumina

ALT: Alaninaamino transferasa
AZT:Zidovudine®

AU:Acido Urico

BD: Becton Dickinson
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CDC: Centro parael Control de Enfermedades de Atlanta
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Creat: Creatinina
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EO: Estrés Oxidativo

ER: Especies Reactivas

ERN: Especies Reactivas de Nitrogeno

ERO: Especies Reactivas de Oxigeno

GPx: Glutatién peroxidasa

GSH: Glutation reducido

GR: Glutation reductasa

GPxSe: Glutati6n peroxidasa dependiente de selenio
Hb: Hemoglobina

HPO: Hidroperdxidos

Hto: Hematocrito

IPK: Instituto Pedro Kouri

MDA: Malonildialdehido

NFkB: Factor de Transcripcion Nuclear -k B

OT: Organoperoxidos Totales

O,": Anion radical superdxido

'0,: Oxigeno singlete

‘OH: Radica hidroxilo

Plg: Plaguetas

PP: Potencial de Peroxidacion

PT: Proteinas Totales

PVVIH: Personas Viviendo con VIH

RL:Radical libre

SIDA: Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
SOD: Superoxido dismutasa

SSV Sanatorio Santiago de las Vegas

TAS: Estado Antioxidante Total

Trx: Tiorredoxina

TrxR: Tiorredoxina reductasa
VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana



SINTESIS

El presente estudio comprendié la caracterizacion del estado redox, nutricional e
inmunolégica de 82 individuos seropositivos a virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) del sistema sanatorial de Cuba (Sanatorio Santiago de Las Vegas- La Habana).
Como resultado se evidencié que existen diferencias significativas en todos los marcadores
analizados con respecto a 40 individuos supuestamente sanos tomados como referencia,
mientras que no existieron diferencias entre los grupos de clasificacion (A2B2, A3B3). Al
evaluar la influencia del incremento de la ingesta de micronutrientes dietarios en 40
individuos VIH" sobre estos marcadores, durante un periodo de 3 meses, se apreciaron
diferencias (p< 0,05) en e incremento de la capacidad antioxidante evaluada como TAS,
GSH, GPx y SOD, sin efectos sobre € dafio oxidativo evaluado como MDA, OT y % F
ADN y sin modificaciones en los indicadores inmunol 6gicos de progresion de la infeccién
y e mantenimiento en un 56 % de adecuacion de la ingesta diaria recomendada en cuanto a
micronutrientes. Este resultado sugiri6 la necesidad del incremento de micronutrientes de
tipo antioxidante en estos individuos. Al evaluar la influencia de la suplementacion con
Vimang® durante 6 meses sobre estos marcadores en 82 individuos VIH*, siguiendo un
protocolo de ensayo clinico a doble ciego, monocéntrico y contra grupo placebo, se
pudieron apreciar diferencias significativas (p< 0,05) hacia una evolucién positiva en todos
los marcadores de EO, comparando € grupo suplementado con € placebo, unido a una
tendencia significativa de la disminucién de CD95 en el grupo VimangP. La eval uacion
global de la respuesta en este experimento evidencié una eficacia del producto Vimang® del
81,8% en d incremento de la capacidad antioxidante evaluado como TAS y PP y una
eficacia de 43,9% en € incremento de la capacidad antioxidante con una disminucién
simultanea del dafio oxidativo evaluado como MDA, OT y % F ADN frente aun 2% en €
grupo placebo. En ambos estudios de intervencion se evaluaron ademés indices
bioquimicos de funcion renal, hepatica y hematoldgica sin evidencias de toxicidad durante
los periodos de experimentacion. De igual manera no se apreciaron signos toxicos o
reacciones colateral es asociadas a la suplementacién con Vimang®.
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INTRODUCCION
El Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), retrovirus linfotropico de células T de
la familia de los Lentivirius, fue descubierto en 1983 por Luc Montagnier y colaboradores
(Barreras-Sinoussi et al., 1983). Desde entonces la infeccion por e VIH se ha convertido en
pandemia con cerca de 40 millones de personas infectadas a escala mundia y 3 millones de
muertes por afo, relacionadas con este virus. Los estudios con € fin de eucidar la
patogénesis de la enfermedad persisten, lograndose avances en € conocimiento y €
tratamiento de la enfermedad.
La progresiéon de la infecciéon por € VIH produce el sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA), estado que definitivamente contribuye a un desgaste fisico general del

individuo y que conduce a la muerte (Alan et al., 1998).

Actualmente se reconocen numerosos factores que contribuyen a la progresion de la
infeccién a estado SIDA, aunque los mecanismos por los cuales esto ocurre no estan
totalmente esclarecidos. Entre los multiples factores se incluyen los del hospedero:
genéticos, inmunol égicos, metabdlicos y nutricionales, y los virales: las caracteristicas de la
cepa infectante (Méellors et al., 1997; Alan et al., 1998). Dentro de los factores metabdlicos
se ha reconocido el proceso asociado ala pérdida del estado redox celular que conduce a un
estrés oxidativo (EO) (Schreck et al., 1991).

En 1988, en la literatura relacionada con la infeccién por VIH, comenzaron a referirse
investigaciones que mostraban una ateracion de la concentracion de algunos metabolitos
de importancia en diferentes funciones fisiopatol 6gicas, como el malonildialdehido (MDA)

con un incremento con respecto a individuos sanos (Sonnerborg et al., 1988). Las



implicaciones funcionales de este resultado eran que esta sustancia constituia un producto
fina de la peroxidacion lipidica con efectos citotoxicos.

Otro de los metabolitos reportados en 1989 como aterados en estos individuos fue €
glutation reducido (GSH), que ademas de repercutir en el metabolismo oxidativo, su
disminucién con respecto a lo reportado para individuos sanos implicaba alteraciones en la
regulacion y estabilidad de células del sistema inmune, ateraciones en la regulacion y
expresion de genes 'y alteraciones en la detoxificacion de sustancias (Buhl et al., 1989).

Desde 1988 hasta la fecha numerosas investigaciones caracterizan €l proceso de EO en
estos individuos como una disminucién de la capacidad antioxidante, que se manifiesta
desde las etapas iniciales de la infeccidn, apargjado a un incremento del dafio oxidativo a
las diferentes biomoléculas. Estas investigaciones refieren la evaluacion de uno o dos de los
biomarcadores reconocidos para la caracterizacion del balance redox. A medida que las
investigaciones en esta rama se han incrementado, las técnicas han ido perfecciondndose y
relacionandose con otros marcadores importantes en el curso de la infeccion (Sonnerborg et
al., 1988; Buhl et al., 1989; Favier et al., 1994; Repetto et al., 1996; Walmdley et al., 1997,
Rabaud et al., 1997; Herzenberg et al., 1997; Look et al., 1997; Israel y Gougerot-Pocidalo,
1997; McLemore et al., 1998; Romero-Avilay Roche, 1998; Allard et al., 1998a).

El EO que se produce en los individuos VIH+ posee un caréacter multifactorial, en
correspondencia con las propias caracteristicas del proceso infeccioso y como consecuencia
de la interrelacion de varios eventos: la generacion de Especies Reactivas de Oxigeno
(ERO) inducidas por € virus per se y como resultado de la activacion de linfocitos y
polimorfonucleares (Foga et al., 1997; Tzavara et al., 1997), la generacion de citoquinas

pro-inflamatorias que se producen por estimulos oxidantes (Baeir-Bitterlich et al., 1997) y



el agotamierto de sustancias antioxidantes enddgenas (Nakamura et al., 1996; Allard et al.,
1998a).

También como consecuencia de la generacion cronica de ERO (Romero-Avilay Roche,
1998), atos requerimientos de antioxidantes dietarios debido al carécter cronico de la
infeccion (Baum et al., 1992), infecciones recurrentes por enfermedades oportunistas
(Blanchard y Montagnier, 1994; Semba et al., 1999), sindrome de desgaste (Macallan,
1998), sindrome de malabsorcion (Greenson et al., 1991; Suttmann et al., 1995; Keating et
al., 1995) y reacciones colateraes de |la terapia especifica antiviral y concomitante (Prakash
et al., 1997; Sepkowitz, 1998).

Investigaciones recientes en sistemas in vitro reconocen e papel de las ERO en la
replicacion de ciertos virus como € VIH y su influencia en la activacion de vias de
apoptosis como la mediada por € receptor CD95 y su ligando CD95L, ambos mecanismos
relacionados con € Factor de Transcripcion Nuclear NF-?B (Okamoto et al., 1997,
Radrizzani et al., 1997; Premanathan et al., 1997; Ishikawa et al., 1997; Seve et al., 1999).
Diversas teorias sefiadlan al EO como un mediador importante de la muerte por apoptosis de
células gliales, los linfocitos T CD4+ y los enterocitos, de las cuales € VIH es huésped.
Este proceso influiriaen el desarrollo de la demenciay los sindromes de inmunodeficiencia
y malabsorcién, todos asociados a la infeccién por VIH (Laurent-Crawford et al., 1991;
Greenspan et al., 1994; Westendorp et al., 1995; Strack et al., 1996; Dobmeyer et al., 1997;
Shi et al., 1998; Kruman et al., 1998; Jaworowski y Crowe, 1999).

A pesar de la evolucion de la terapia antirretroviral, su ata especificidad y efectividad,
la misma no resuelve completamente las dteraciones inmunoldgicas y metabdlicas
caracteristicas de la infeccion (Teixeira et al., 1997; Sepkowitz 1998). El tratamiento

prolongado con las combinaciones antirretrovirales conlleva a eventos adversos y



colaterales que influyen en la calidad de vida del paciente y en la adherencia al tratamierto
(Vittecoq et al., 1998; Carr et al., 1998; Masutani, 2000).

Investigaciones recientes vinculan estos eventos toxicos con la generacion de ERO
producto de la biotransformacién y eliminacién de los fa&rmacos mencionados que
repercuten en e dafio oxidativo a tipos celulares en Grganos especificos relacionados con
diversas funciones (Prakash et al., 1997).

Diferentes grupos en e ambito internacional han realizado ensayos clinicos con
vitaminas antioxidantes y precursores, asi como con extractos herbarios con evidentes
resultados positivos para este tipo de pacientes. Incluso se han administrado estos
antioxidantes de forma concomitante con antirretrovirales, aunque los resultados ain son
controvertidos debido a la diversidad de diagnosticadores empleados (Delmas-Beauvieux et
al., 1996; Burack et al., 1996; Akerlund et al., 1996; Cho et al., 1997; Allard et al., 1998b;
Look et al., 1998; De Rosa et al., 2000; Muller et al., 2000).

Los estudios sobre la influencia de la nutricion en € curso de la infeccion han
contribuido notablemente a reconocimiento del factor nutricional en la evolucion del
proceso infeccioso, aungue |os efectos de la manipulacién dietética sobre |os biomarcadores
indicativos de dafio oxidativo no han sido reportados segun la literatura consultada. Las
intervenciones de tipo de suplementacion vitaminica referidas, consideran a veces la
evaluacion de uno o dos biomarcadores de dafio oxidativo, |0 que a nuestro juicio resulta
insuficiente para poder atribuir a estado nutricional, de forma concreta, un significado
sobre e estado redox celular de estos pacientes, con independencia de la valoracion de los
marcadores de progresion de la infeccién que resultan de carécter obligado cuando de

VIH/SIDA setrata



En Cuba, hasta la fecha, existen arededor de 4000 Personas Viviendo con VIH
(PVVIH), distribuidos para su seguimiento clinico y tratamiento en dos sistemas,
ambulatorio y sanatorial. Como consecuencia de la actualizacion constante en €
conocimiento sobre la infeccion y la instauracion de medidas gubernamentales para €
apoyo nutricional y la prevencion de la transmisién; la morbimortalidad y € contagio son
bajos en nuestro pais con respecto a area geogréaficay alo que acontece a escala mundial.

Actualmente se pretende, a través de las disciplinas involucradas en la atencién a
paciente, megjorar la calidad de vida de los mismos contribuyendo a una atencion integral,
para lo cual se implementa la evaluacion de la eficacia de los regimenes terapéuticos
empleados, ademés de introducir conceptos nuevos en la atencién y € tratamiento. La
terapia antioxidante promete ser una opcion beneficiosa basada en e estado de EO cronico
en estos pacientes, tanto através de laintervencion dietética, incrementando €l consumo de
alimentos ricos en micronutrientes antioxidantes y oligoelementos asi como introduciendo
la suplementacion antioxidante natural. En este caso a través de la utilizacion de un
producto cubano de potente actividad antioxidante de carécter multifuncional, que aporta
sustancias con estas propiedades y también oligoelementos de funcion biol dgica reconocida
y que son deficitarios en estos pacientes.

Teniendo en cuenta los antecedentes referidos planteamos la siguiente

HIPOTESIS
El desbalance redox, presente en los individuos seropositivos a VIH, es atenuado
mediante € incremento del consumo de antioxidantes provenientes de la dieta o la

suplementacion.



OBJETIVOS

General
Caracterizar el comportamiento de biomarcadores del balance redox en PVVIH,
establecer su relacion con marcadores inmunoldgicos de progresion de la infeccion y
modificar € desequilibrio redox tras la intervencion con antioxidantes provenientes de la

dieta o suplementos.

Especificos
» Caracterizar el estado redox, |os marcadores de progresion de lainfeccion por VIH y la

adecuacion de ladietaen PVVIH residentes del Sanatorio Santiago de Las Vegas.

» Establecer los efectos de un incremento en € suministro de micronutrientes dietarios en
e estado redox, los marcadores de progresion de la infeccién por VIH y la adecuacion

deladietaen PVVIH residentes del Sanatorio Santiago de Las Vegas.

> Evaluar los efectos de la suplementacion con VimangO en PVVIH residentes del
Sanatorio Santiago de Las Vegas, analizando sus efectos sobre los biomarcadores del
balance redox, los marcadores de progresion de la enfermedad asi como sus probables

efectos toxicos y reacciones colaterales.

Laevaluaciondel EO asociado a diferentes patologias en humanos, en la biologiay en
los alimentos resulta cada vez més interesante para € conocimiento de los fenédmenos
moleculares involucrados y un mejor tratamiento de estos problemas de salud. La novedad
cientifica de este trabajo consiste en que por primera vez se caracteriza el proceso de EO en
PVVIH cubanos del sistema sanatorial mediante € empleo de 10 marcadores bioquimicos
capaces de evidenciar dafio o proteccién sobre el ADN, los lipidosy las proteinas asi como

otros indicadores relacionados con la vaoracion integrada del balance antioxidante —



prooxidante indicativo del estado redox celular. Se establece de esta forma un diagndstico
gue contribuye ala atencion integral de estos pacientes, € que se aplicapor primeravez en
la evaluacion de la eficacia de una terapia alternativa. Ademés se conduce una intervencion
dietética 'y un ensayo clinico con un producto natural cubano con vistas a mejorar € estado

redox de estos pacientes, sin antecedentes en la literatura especializada.

Adicionalmente se realiza un estudio controlado del posible efecto téxico del producto

Vimang® en humanos.

El aporte tedrico del presente estudio se fundamenta en que € mismo permite
establecer la caracterizacion sistémica del estado redox celular en PVVIH cubanos
mediante 10 marcadores bioquimicos y su relacion con marcadores inmunoldgicos de
progresion de la enfermedad. A pesar de la complgiidad del proceso de EO y su
participacion en eventos fisiol 0gicos, numerosas evidencias reconocen el proceso como un
posible blanco terapéutico que pudiera contribuir a la prolongacion de la vida o a
incremento de la calidad de esta, en ausencia de una vacuna terapéutica que tantos
esfuerzos internacionales conlleva y la que alin no se dispone. Igualmente permite

identificar la estrategia més efectiva para la atenuacion del EO en estos individuos.

El aporte practico y social de esta investigacion viene dada porque permitié la
formacion de grupos multidisciplinarios, laincorporacion de investigadores del Laboratorio
de Farmacologia Clinica del Instituto “Pedro Kouri” a los esfuerzos de evaluacion y
seguimiento del proceso de EO en diversas patologias llevadas a cabo por €l Centro de
Estudios para las Evaluaciones e Investigaciones Biolégicas del Ingtituto de Farmacia y
Alimentos de la Universidad de La Habanay permitio € entrenamiento y capacitacion de

dos profesionales del IPK en e diagnéstico del EO. La preparacion tedricalpractica se



materializo a través del Diplomado “Balance oxidante-antioxidante: salud y enfermedad”
desarrollado en dicha ingtitucion, asi como con la participacion de uno de los profesionales
en dos cursos/entrenamientos internacionales auspiciados por la Sociedad Internacional de
Investigacion sobre Radicales Libres (FRRS) “Plant polyphenols antioxidants in the
biology and pathology of free radicals’ y “Free radicals, nitric oxide and inflammation:

molecular, biochemical and clinical aspects’.

La presentacion de trabajos en ambos eventos permitid ala autora obtener la membresia

de la Sociedad por un afio.

La introduccién y el empleo de los marcadores de EO permitirdn € monitoreo de este
proceso y la evaluacion integral de los pacientes en Cuba, asi como evaluar lainfluencia de
las terapias aternativas o especificas sobre el mismo. La evauacion nutricional realizada a
los PVVIH en e sistema sanatorial se revirtié en un aporte a conocimiento del estado
nutricional de los mismos y permitié tomar las medidas para su adecuaciéon. El rigor
cientifico con que se condujeron los estudios clinicos permitiran la utilizacién de estos

resultados para la comercializacion y extension del suplemento nutricional VimangO.

El presente trabajo fue realizado basicamente en las instalaciones del Laboratorio de
Farmacologia Clinicadel IPK, con la colaboracién del Centro de Quimica Farmacéutica, el
Instituto de Farmacia y Alimentos (UH) y el Sanatorio Santiago de Las Vegas. La tesis

cuenta con 85 péginas, distribuidas en 5 capitul os.



CAPITULO | REVISION BIBLIOGRAFICA

|.1 DESEQUILIBRIO REDOX

El equilibrio que se establece entre |os sistemas oxidantes y antioxidantes, es esencial
en € desarrollo de los organismos vivos. Este balance redox se establece a nivel fisiol égico,
siendo esencial para la regulacion metabdlica, en la activacion e inactivacion de
biomoléculas, la transduccion de sefides, la obtencion de energia metabdlica, € recambio y
la activacion celular. El desequilibrio, a favor de los procesos de oxidacion, por un exceso
en la produccién de ERO, €l debilitamiento de los sistemas antioxidantes, o por ambas
causas, eslo que se conoce como EO (Grisham y McCord, 1986; Garcia et al. 1994;
Sahnoun et al. 1997; Delatrade y Bonnefont-Roussel ot, 1998).

El término ERO engloba alos radicales libres (&tomos, iones o moléculas con uno o0 mas
electrones no apareados en €l orbital mas externo) y a las moléculas derivadas del oxigeno
gue tengan alta capacidad reactiva, que en conjunto constituyen un elemento basico en la
defensa antimicrobiana 'y antitumoral (Southorn y Powis, 1988). La generacion excesiva de
ERO puede dafiar a ADN, lipidos, proteinas y carbohidratos, conociéndose numerosas
condiciones clinicas en las que estan involucradas (Weiss, 1989; Frenk, 1995; Singh, 1997,
Peterhans, 1997a).

Debido a su efecto destructivo, las ERO se producen en los leucocitos contra agentes
externos nocivos. La mayoria de los organismos utilizan mecanismos para evitar la
acumulacion de las mismas, ya que pueden reaccionar con otras biomoléculas cercanas,
produciendo reacciones de oxidacion que deterioran a las diferentes biomoléculas

estructurales, resultando en alteraciones funcionales a escala celular. Los mecanismos



antioxidantes de defensa enddgenos normalmente protegen contra este dafio (Sahnoun et
al., 1997).
1.1.1 Mecanismos antioxidantes de defensa

Se define como antioxidante a toda sustancia que hallandose presente a bajas
concentraciones respecto a las de un sustrato oxidable (biomoléculas), retarda o previene la
oxidacion de dicho sustrato. El primer componente de los mecanismos de defensa
antioxidante es la barrera fisiol6gica que limita el paso del oxigeno desde € aire inspirado
hasta las células (Singh, 1997).

Los Ilamados antioxidantes primarios son los que convierten las ERO en moléculas
menos perjudiciales antes de que reaccionen con estructuras vitales, o evitan su produccién
(Halliwell, 1990; Sahnoun et al.,1997). En este grupo se destacan: las superdxido
dismutasas (SOD, SOD Mn, SOD CuZn), glutation peroxidasa dependiente de selenio
(GPx Se), glutation reductasa (GR), peroxidasas, catalasa, glutaredoxina, tiorredoxina (Trx)
y proteinas que fijan metales como la ferritinay la ceruloplasmina (Diplock, 1998; Jin et al.
1997).

Los antioxidantes secundarios, a reaccionar con un radical libre (RL) le ceden un
electron oxidandose a su vez y transformandose en un RL débil no téxico y que, en algunos
casos, como €l de la vitamina E, puede regenerarse a su forma reducida por la accién de
otros antioxidantes y de esta manera evitan las reacciones en cadena. Ejemplos de ellos
tenemos. las vitaminas C y E, b-carotenos, acido Urico (AU), bilirrubina, albumina (Alb) y
ubiquinona entre otros (Nishikimi, 1975; Cabelli y Bielski, 1983; Diplock, 1998; Olson,
1993; Seddon, 1994; Krinsky, 1994; Chen y Tappel, 1995; Olson, 1996, Asens et al.

1999).



Hay un dstema antioxidante terciario constituido fundamentalmente por
macroxiproteinasas, fosfolipasas A, y C, endo y exonucleasas, ADN glicosilasa,
peroxidasas y metionina sulfoxido reductasa (Diplock, 1994; Reid y Loeb, 1993; Sahnoun
et al., 1997) cuyas funciones son:

» Reparacion directa del dafio a proteinas, ADN, ARN, lipidosy carbohidratos.
> Degradacion de las moléculas oxidadas conservando estructuras basicas no dafiadas
(aminoé&cidos, nucledtidos y &cidos grasos).

» Eliminacion de los productos dafiados irreversiblemente.

Otraclasificacion es la que divide alos antioxidantes en exdgenos o que ingresan a través
de la dieta, requiriendo continua reposicion y los enddgenos que son sintetizados por la
cdula

Entre los end6genos tenemos.

» Enzimas antioxidantes (MnSOD, CuzZnSOD, ECSOD, catdasa, GPxSe/GR,
Trx/Tioredoxina reductasa (TrxR)

» Antioxidantes preventivos que son secuestradores de metales de transicion (transferrina,
lactoferrina,  ferritina, ceruloplasmina, Alb, haptoglobina y  hemopexina,
metal otioneinas)

» Sustancias enddgenas con capacidad antioxidante (GSH, urato, bilirrubina,
ubiquinonas)

Entre los exégenos estan:
Naturales: se encuentran en los alimentos y se incorporan a traves de la dieta (Vit. E,

Vit. C, b-carotenos, Acido lipoico, Selenio, Flavonoides)



Sintéticos (Diplock, 1994; Singh, 1997; Delatrade y Bonnefont-Roussel ot, 1998):

> Preventivos secuestradores de metales de transicién (deferroxamina, a-ceto-
hidroxipiridinas)

» Capturadores de ERO (21-amino-esteroides, 2-metil-aminocromanos,
pirrolopirimidinas, con esqueleto del BHT, fenil-tert-butil-nitrona, n-acetil-cisteina,
Antinflamatorios no esteroidales, probucol, b-bloqueadores, bloqueadores de los
canales de calcio, inhibidores de enzima convertidora de angiotensina)

> Inhibidores de xantina oxidasa (alopurinol)

» Enzimas antioxidantes de uso terapéutico (PEG-SOD o Pyran-SOD, desferral/Mnilll,
Fe-TPEN, Fe-TPAA, EUK -8, M40403, Ebselen)

> Inhibidores de la NADPH oxidasa (oxatomida)

» Oligoelementos ( Zinc, Hierro, Cobre, Selenio, Magnesio)

I.1.2 Toxicidad celular de las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno

La toxicidad de ERO y Especies Reactivas del Nitrégeno (ERN) median € dafio
celular, afectando primeramerte diferentes blancos biol 6gicos como son: proteinas, ADN,
ARN, lipidos y carbohidratos, en este orden de reactividad. La citotoxicidad de las
biomol éculas oxidadas produce disturbios metabdlicos de diferentes 6rganosy sistemas.

El EO estdinvolucrado en la patogenia de enfermedades infecciosas y no infecciosas
(Southorn y Powis, 1988; Brent y Rumack, 1993; Cheeseman, 1993; Dianzani, 1993;
Peterhans, 1997; Delatrade y Bonnefont-Rousselot, 1998).

PROTEINAS:. Las ER son capaces de oxidar los gupos -SH de las proteinas. Los

aminoécidos més sensibles son e triptéfano, tirosing, fenilalaning, metionina y cisteina. En



especial, e 'OH interactlia con aminoacidos y, en ocasiones, genera dafios puntuales a

proteinas que estan unidas a metales de trarsicion. Las proteinas dafiadas en €l residuo
metionina pueden ser reparadas por la enzima metionina sulféxido reductasa, e
reconocimiento de dafios en otros sitios conduce a la hidrélisis por accién de proteasas
(Grisham y McCord, 1986; Singh, 1997).

La autoxidacion de los grupos -SH de la enzima ATPasa dependiente de calcio del
reticulo sarcoplasmico conduce a su inhibicién (Scherer y Deamer, 1986) y a consecuente
dafio celular originado por la pérdida de la homeostasia del calcio (Kaneko et al., 1994). El
influjo de este cation al interior celular activa proteasas, endonucleasas y fosfolipasas que
contribuyen a la disrupcién de la bicapa lipidica (Orrenius et al. 1992). El atague de los
radicales a las proteinas constitutivas produce un aumento en los grupos carbonilos
conjuntamente con un incremento en la degradacién de proteinas (Piedimonte et al., 1997).

ADN: Los dafios fundamentales son la hidroxilacion de las bases de ADN,
entrecruzamientos, escision de hebras e inhibicion de la sintesis de proteinas, nucledtidos y
&cidos grasos (Southorn y Powis, 1988), y son causados por ‘OH y *O,, este Ultimo ataca
fundamentalmente a la guanina. El O, y & O,” no atacan @ ADN (Nagano y Fridovich,
1985; Marnett y Burcham, 1993).

Las dteraciones estructurales del ADN son directas o causadas por la inactivacion de
las enzimas encargadas del reconocimiento de anomalias en e ADN (Reid y Loeb, 1993).

Algunos productos de la reaccion de las ERO atacan a grupo 3-OH en el esqueleto del
azucar fosfato, necesario para e funcionamiento de la enzima reparadora ADN ligasa. En
estas condiciones € proceso de reparacion, da lugar a la “reparacion suicida” (Borg y

Schaich, 1988; Kinloch et al., 1999). La movilizacion de C&?* inducida por ERO puede



activar una endonucleasa dependiente de Ca®* y provocar la fragmentacion del ADN
(Orrenius et al. 1989; Fernadndez et al., 1995). Las histonas son un blanco primario de las
ERO (Greenspan y Aruoma, 1994).

LIPIDOS: Las ER provocan la oxidacion de los acidos grasos polinsaturados y de los
fosfolipidos de membrana. La peroxidacion lipidica conduce a un aumento considerable de
la permeabilidad de las membranas celulares, originando alteraciones irreversibles de las
propiedades funcionales de la célula que pueden conducir a su lisis total. Los procesos de
peroxidacion conducen ala formacion de numerosos derivados toxicos, los hidroperoxidos,
el MDA, € hidroxinonenal (HNE) entre otros (Grisham y McCord, 1986; Siems et al.,

1998; Zwart et al., 1999).

I.1.3 Desbalance redox en lainfeccién por VIH

El EO se reconoce asociado a la fisiopatologia de varias enfermedades (Frenk, 1995;
Peterhans, 1997a). Numerosas evidencias experimentales vinculan este proceso al
desarrollo de enfermedades virales como es el caso de lainfeccion por VIH (Rabaud et al.,

1997; Peterhans, 1997b; Allard et al., 1998)a

Las primeras evidencias de |la presencia de EO en estos pacientes aparecen en 1988 con
reportes del incremento de MDA, como indice de dafio oxidativo a los lipidos, en
individuos VIH+ con respecto a un grupo de individuos sanos (Sonnerborg et al., 1998) y
en 1989 se reporta en un grupo de individuos VIH+ asintométicos, deficiencia de GSH
sistémico (Buhl et al., 1989).

En 1991 un grupo de investigadores en Munich observaron, en una prueba de
laboratorio, que e H,O,, molécula de reconocido carécter oxidante, afladido a células

infectadas con VIH, estimulaba la replicacion viral con incremento en la expresion del



factor de transcripcidn nuclear conocido como NF-7B (Schreck et al., 1991). Lo que llevo a
la comunidad cientifica a disefiar investigaciones experimentando la posible relacién de la
instauracion de este proceso con la evolucién de la enfermedad, asi como la relacion entre
el EO y otros eventos metabdlicos en la infeccion por VIH. Actualmente se reconoce que la
infeccion viral produce una activacion del sistemainmune comprometida con un proceso de
inflamacion cronica, donde se alteran las funciones celulares que conducen a una
disminucion de la proliferacion celular y a una disminucion del proceso de fagocitosis.
Como resultado del metabolismo activado de estos subtipos celulares se producen las ERO
(Tzavaraet al., 1997).

Como se apreciaen la Tabla .1 numerosas evidencias in vivo sugieren que durante
la infeccion por VIH, tanto en adultos como en nifios, la generacion sostenida de ERO va
acompafiada de una disminucion progresiva de la capacidad antioxidante, con dafio a
diferentes biomoléculas importantes en el funcionamiento celular y tisular (Favier et al.,
1994; Repetto et al., 1996; Marmor et al., 1997; Walmsley et al., 1997; Israel y Gougerot-
Pocidalo, 1997; Look et al., 1997; Herzenberg et al, 1997; Allard et al., 1998a; McLemore
et al., 1998; Opalenik et al., 1998). No debemos dejar de sefialar que estos estudios, a pesar
de evidenciar la asociacién entre e EO y e VIH/SIDA, carecen de un enfoque sistémico
gue reflgje e verdadero balance entre las influencias prooxidantes y las antioxidantes; pues
no se trata de evaluar parametros individuales sino que se requiere conocer € estado redox
celular del paciente. A nuestro juicio esta puede ser una de las razones que contribuye d
caracter controvertido de la farmacoterapia antioxidante en pacientes VIH/SIDA.

De los reportes de estas investigaciones podemos concluir que la concentracion de GSH
y otros compuestos de caracter antioxidante, asi como la actividad de la GPx y |la capacidad

antioxidante total del suero, todos de vital importancia en la defensa del organismo y en



otras funciones fisiologicas, se encuentran dramaticamente disminuidas desde e estado
asintomético de la infeccion. Conjuntamente con estos reportes, marcadores indicativos de
dafio a lipidos (hidroperéxidos (HPO) y MDA) y a proteinas (cisteina) se reportan
aumentados.

Investigaciones en sistemas in vitro, en relacion con la infeccion por VIH, reproducen
la generacion de sustancias de caracter oxidante en presencia 0 no de otras sustancias de
reconocido carécter antioxidante, evidenciando € posible dafio de las ERO a las diferentes
biomoléculas, asi como el papel protector de las sustancias antioxidantes a disminuir este
dafio (Piedimonte et al., 1997; Foga et al., 1997).

El dafio oxidativo alas proteinas de linfocitos infectados por VIH, se caracteriza por €l
incremento de grupos carbonilos, [o que repercute en la activacion de sistemas proteoliticos
qgue degradan incluso proteinas recién sintetizadas. Esta anomalia puede llevar a los
linfocitos a una reduccion del tamafio que los conduciria a una mitosis letal (Piedimonte et
al., 1997).

Otros metabolitos y oligoelementos de importancia para € balance redox celular han
sido estudiados en individuos VIH+. Entre ellos ha resultado muy interesante la variacion
en la concentracién de oxido nitrico (NO) y de hierro (Fe) (Boelaert et al., 1996; Peterhans,
1997). Debido a comportamiento bimodal (antioxidante y prooxidante) del NO y la
participacion del mismo en eventos fisiolégicos y patol6gicos resulta complejo el andlisis
de su variacion (Beckman et al., 1990; Radi et al., 1990; Moncada et al., 1991; Stamler et
al., 1992; Huie y Padmaja, 1993). Con respecto a Fe, su reconocido papel en € dafio alas
biomoléculas, (Haber y Weiss, 1934; Halliwell y Gutteridge, 1988) permite inferir su
marcada influencia en la evoluciéon de la infeccién en pacientes VIH + hemofilicos y con

otras enfermedades hematol ogi cas.



Implicaciones fisiopatologicas del EO en la infeccién por VIH

Tat, proteinavira reguladora de la transcripcion contribuye al incremento del EO a través
de la represion de la expresion de la SOD Mn, conjuntamente con la disminucién de la
concentracién de GSH, lo que influye en la proliferacion celular y en la induccién del
proceso de apoptosis (Premanathan et al., 1997; Kruman et al., 1998).

Células Hel a productoras de la proteina Tat han sido empleadas como modelo para
evaluar lainfluencia de sustancias en el mecanismo molecular de apoptosis, asi €l Paraquat
de caracter oxidante resulta en un incremento de la apoptosis y sustancias miméticas a la
SOD, como la mercaptopropionilglicina y otros antioxidantes producen una disminucion
del indice de proliferacion celular con inhibicion del proceso de apoptosis (Seve et al.,
1999).

Otra linea de investigacion ha demostrado que € EO es un paso fundamenta en la
activacion del factor NF-?B y que la accion de los antioxidantes no solo inhiben la
degradacion de la subunidad [?B asociada al factor (Lee et al., 1997), sino también la
expresion de la proteina Tat como una manifestacion de la supresion de la expresion de
genes viraes, en células Jurkat (Radrizzani et al., 1997; Shatrov et al., 1997).

El empleo de antioxidantes ha sido efectivo también en la proteccion contra € dafio
oxidativo por ERO generadas por proteinas virales como gp-120 a biomoléculas, como
lipidos, sugiriendo que la toxicidad vira puede ser inhibida por el empleo de los mismos
(Fogaet al., 1997).

En la infeccion por VIH se producen también trastornos gastrointestinales por

afectacion de la membrana e inflamacion cronica de la [damina propia, producto de la

localizacion intestinal del virus y de los efectos de la infeccion. Debido a consumo



enérgetico especifico de los individuos que padecen la nfeccién por VIH (asintométicos y
sntomaticos) y de la activacion sostenida del sistema inmune, los reguerimientos
nutricionales de estos individuos se encuentran alterados, generalmente incrementados
(Baum et al., 1992; Macallan, 1999). Estos sucesos inciden en la incorporacion de sustancias
esenciales para el funcionamiento de los mecanismos antioxidantes de defensa, lo que
conlleva a deficiencia de micronutrientes. Estas deficiencias potencian el EO ya presente en
los pacientes, ya que muchos de |os micronutrientes son cofactores de sistemas antioxidantes
gue contribuyen a la capacidad antioxidante total del organismo.

Como se observa en la Tabla 1.2, la determinacion de diferentes micronutrientes en
muestras de plasma y suero de pacientes, han evidenciado concentraciones bgas de
vitaminas A y E asi como concentraciones bgjas de oligoelementos como € Zinc y €
Selenio que son componentes importantes de enzimas con propiedades antioxidantes como
laSOD y laGPx (Beach et al., 1992; Sembaet al., 1993).

El EO ha sido considerado como un cofactor en la progresion de la infeccion por VIH
hacia el estado SIDA, asociado al aumento de la cargaviral (Schreck et al., 1991; Cullen,
1991; Premanathan et al., 1997; Walmdey et al., 1997), y la disminucion de los linfocitos
T CD4+ (apoptosis) (Terai et al., 1991; Greenspan y Aruoma, 1994; Romero-Avilay
Roche, 1998; Jaworowski y Crowe, 1999), que ocasiona una depresion en la respuesta del
sistema inmune.

El EO estarelacionado con el cuadro de demenciaasociado al SIDA (Epstein y Gelbard,
1999), asi como con la neuropatia y 1os procesos degenerativos involucrados en € sindrome

de malabsorcion y el de desgaste fisico (Suttmann et al., 1995; Macallan, 1998; 1999).



Otras investigaciones aportan elementos en cuanto a la posible relaciéon del EO en la
toxicidad celular inducida por antirretrovirales como el AZT (Zidovudine®), lo que pudiera
aportar al esclarecimiento de la significacion de las alteraciones metabdlicas observadas en
los pacientes que llevan tratamiento con este tipo de medicamento (Prakash et al., 1997).

El conocimiento de los procesos oxidativos y sus implicaciones fisiopatolbgicas
pueden contribuir ala busgueda de estrategias terapéuticas (farmacol 6gicas y nutricional es)
efectivas dirigidas a los pacientes con VIH/SIDA (Maxwell, 1997). Resulta |6gico
entonces, la alternativa del empleo de la manipulacion antioxidante que permita proteger o
atenuar €l dafio celular mediado por ERO, lo que pudiera, a su vez, repercutir en un
enlentecimiento de la progresién de la infeccidon retrovira (Wang y Watson, 1993;
Castetbon et al., 1997; Sembay Tang, 1999).

Diferentes grupos de investigadores trabajan en estas lineas en e mundo, aunque
existen resultados cont rovertidos acerca del uso de la terapia antioxidante en € curso de la
infeccién, a consecuencia de las funciones fisioldgicas normales en las que participa la
oxidacion y ademés por ser evidente que los estados patol 6gicos son € resultado de una
complegja interaccion entre los procesos del hospedero y del virus. El estudio de los
mecanismos moleculares de accion de las diferentes sustancias reconocidas como
antioxidantes, podrian aportar a establecimiento de las bases cientificas para la terapia con
antioxidantes en la infeccion por VIH .

Las evidencias expuestas anteriormente y otros resultados han llevado a suponer el
posible beneficio del empleo de los antioxidantes en e mango de la infeccion por VIH,
referente a su posible accidn antiviral, aungque prevalecen algunos aspectos contradictorios

como pudiera ser ladosis aemplear y € estado latente del virus en células reservorios.



Algunos grupos de investigacion sugieren atas dosis de antioxidantes en
correspondencia con la dosis ersayada in vitro, pero aln asi con la limitada absorcion in
Vivo, no se acanzaria la concentracion deseada para lograr los efectos esperados y estas
altas dosis pudieran conducir a efectos no deseables en células del sistema inmune con la
consiguiente activacion de mecanismos moleculares de sintesis proteica y proliferacion
celular (Greenspan y Aruoma, 1994).

Otros grupos proponen el empleo de bajas dosis de antioxidantes o que pudiera producir
efectos opuestos, con la consiguiente activacion del NF-?B y de la replicacion viral (Lee et
al., 1997). Luego, & empleo de los antioxidantes pudiera resultar en un efecto bimodal de
acuerdo a la dosis empleada, |0 que nos sefida prudencia en e disefio de terapias anti-VIH
basadas en antioxidantes y también b necesidad de desarrollar ensayos clinicos donde se
controlen estos aspectos y se demuestre la eficacia en correspondencia con la ética de la
infeccion. Por otra parte una caracterizacion del estado redox celular general de estos

individuos pudiera ser esencia en las dosificaciones més adecuadas a emplear en cada caso.

1.2 MARCADORESBIOLOGICOS DE PROGRESION A SIDA

El diagndstico de laboratorio de la infeccidn por VIH y los marcadores de progresion
constituyen un tema de gran importancia dado que permiten predecir el desarrollo de la
infeccién independientemente de la aparicion de los sintomas clinicos, siendo Utiles al ser
empleados para instaurar precozmente medidas profilacticas y terapéuticas, asi como la
evaluacion de la eficacia y monitorizacion de tratamientos en la infeccion (Cullen, 1991,

CDC, 1993; Mahalingam et al., 1995).



Para que un marcador biologico satisfaga plenamente la definicion de marcador
sustitutivo en la infeccion por VIH, debe cumplir dos requisitos: a) las variaciones de los
valores del marcador a lo largo del tiempo deben tener correlacion con €l riesgo de
progresion clinica de lainfeccion; y b) cualquier efecto de un tratamiento sobre € riesgo de
progresion clinica debiera ser explicable y predecible por su accion sobre € marcador

sustitutivo (Colburn, 1997).

Hastael momento actual, no ha sido identificado en la infeccion por VIH ningdn
marcador sustitutivo completo predictivo de progesion clinica debido posiblemente a la
diversidad de los factores que influyen en e desarrollo de la enfermedad (Alan et al.,
1998). Estudios recientes han demostrado que la utilizacion, de formas combinadas, de
diversos marcadores inmunoldgicos y seroldgicos, que individualmente tienen un valor
predictivo parcia, incrementan el poder predictivo de cada uno de ellos (Colburn, 1997).
Debido a la alta incidencia de enfermedades oportunistas durante la infeccion y la
ateracion inmunoldgica y metabdlica que la caracteriza, la evauacion de la funcion de
diversos sistemas como €l rena y hepético es de vital importancia incluso para valorar la
incidencia de los diferentes regimenes terapéuticos.

Hasta e momento actual la combinacién mas potente que existe de marcadores lo
congtituyen el conteo absoluto de linfocitos T CD4+ y la carga viral, pero tiene €
inconveniente que este Ultimo es muy costoso, aunque constituye el anico indicador directo
de laactividad del virus en €l organismo (Méllorset al., 1997).

CD4: El descenso del numero de linfocitos T CD4+ esta considerado como uno de los
mas potentes marcadores predictivos de evolucién a SIDA en la historia natural de la

infeccion por VIH (Alan et al., 1998). Se ha demostrado una fuerte aociacion entre el



numero de células T CD4 + y e riesgo de progresion (Groux et al., 1991; Tera et al.,
1991). El EO es uno de los factores involucrados en la induccion de la apoptosis de esta

subpoblacion de linfocitos, ya que ERO como &l H,O,, estainvolucrada en la activacion de

genes ¢-Jun/ AP-1 sin mediacién de citoquinas (Gougeon et al., 1991; Shatrov et al., 1997;
Schoonbroodt et al., 1997; Dobmeyer et al., 1997).

CD95: El gen tat esta involucrado en la expresién de CD95L, ligando asociado al
CD95 (Fas\APO-1). De la interaccion de ambos se produce la activacion de la apoptosis
(Aries et al., 1995; McCloskey et al., 1995; Gehri et al., 1996; Sloand et al., 1997; Bohler
et al.,, 1997). Las ER estan involucradas tanto en la expresiéon de CD95L como en su
interaccién con CD95. Esto se concluye de investigaciones realizadas con compuestos
antioxidantes que inhibiendo ambos pasos, bloquean la apoptosis (Greenspan y Aruoma,
1994; Jaworowski y Crowe, 1999).

CD8'/CD38": En & curso de lainfeccién por VIH se generan marcadores de activacion
celular, indicativos de la progresion de la enfermedad (Jackson y Bellesia, 1990;
Mahalingam et al., 1995). Se ha demostrado que la elevada proporcién de linfocitos T
CD8'/CD38", tiene valor predictivo de progresiéon a SIDA y que esta subpoblacion
disminuye durante € tratamiento con AZT (Froebel et al., 2000), a su vez se ha
comprobado que e aumento de la Trx plasmatica correlacionado con una disminucién del
GSH intracelular y con cambios en la expresion de antigenos de superficie como el CD38,

es caracteristico de estadios tardios de lainfeccion (Alessio et al., 1998).



[.3ESTUDIOS CONTROLADOSDE INTERVENCION NUTRICIONAL Y

SUPLEMENTACION ANTIOXIDANTE EN PACIENTES VIH-SIDA

La infeccion por VIH, € estado nutricional y la funcion del sistema inmune estan
intimamente relacionados, cada factor tiene su efecto sobre los otros. La influencia de la
infeccion sobre el estado nutricional es muy importante, hecho este que se manifesto
inicialmente como el sindrome de desgaste fisico (Suttmann et al., 1995; Castetbon et al.,
1997; Macallan 1998; 1999) y que en & momento actual de la terapia antirretroviral se
manifiesta en otras anormaidades metabdlicas como son: la lipodistrofia, la
hipercolesterolemiay la hiperlipidemia(Pujol et al., 2000).

El uso de los antioxidantes en PVVIH, ha evolucionado, contando actualmente con
reportes de ensayos en humanos que evidencian el efecto de micronutrientes dietarios y
sintéticos de carécter antioxidante en diferentes aspectos de la enfermedad (Mocchegiani et
al., 1995; Burack et al., 1996; Akerlund et al., 1996; Coodley et al., 1996; Hussey et al.,
1996; Delmas-Beauvieux et al., 1996; Cho et al., 1997; Allard et al., 1998b; Look et al.,
1998; Fawzi et al., 1998; De Rosa et al., 2000).

Como se apreciaen laTablal.3, los estudios controlados de intervencion nutricional en
pacientes VIH/SIDA han estado dirigidos a los diferentes grupos epidemiol 6gicos (adultos
heterosexuales, mujeres embarazadas, nifios y hombres homosexuales). Estos ensayos se
han desarrollado fundamentalmente con €l incremento del consumo de un micronutriente
individual o combinaciones de ellos a través de la suplementacion, luego de que numerosas
investigaciones han esclarecido que los requerimientos nutricionales de estos individuos no

pueden ser satisfechos a través de una dieta balanceada (Castetbon et al., 1997).



L os resultados de estos estudios de suplementacion no pueden ser extrapolados a otros
grupos de riesgo, pero contribuyen a reconocer la influencia de la nutricion y de las
sustancias de carécter antioxidante como las vitaminas A, E y C en e sistema inmune y
como consecuencia en € progreso de lainfeccion (Muller et al., 2000).

Otros antioxidantes como la N-acetilcisteina (Aruoma, 1989; Akerlund et al., 1996;
Herzenberg et al., 1997; Look et al., 1998; De Rosa et al., 2000) y oligolementos como €l
selenio (Delmas-Beauvieux et al., 1996) y € zinc (Mocchegiani et al., 1995), han sido
suministrados en estudios controlados, reportandose beneficios en su empleo.

De igual forma, ha sido satisfactorio e empleo de extractos de hierbas de probado
efecto medicinal y que, através de la experimentacién in vitro, se ha reconocido su caracter
antioxidante (Burack et al., 1996; Aruoma et al., 1996a; Aruoma et al., 1996b; Cho et al.,
1997). Los resultados de estos estudios nos llevan a concluir que ningan micronutriente o
sustancia antioxidante es probablemente efectivo solo y que la accidn sinérgica entre varios
de ellos es necesaria

El seguimiento clinico y la evaluacion de indicadores de toxicidad en los pacientes
involucrados no ha aportado evidencias de efectos tdxicos durante e consumo de estas
sustancias. Por otra parte, se debe sefidar la importancia y utilidad del diagnostico de los
indices bioquimicos de dafio oxidativo, diagnéstico que puede contribuir, conjuntamente
con la determinaciéon de los marcadores de progresion de la enfermedad, a evauar la
eficacia de los tratamientos antioxidantes. Es importante distinguir entre la administracion
de vitaminas y micronutrientes como soporte nutricional de la respuesta inmune, lo que
parece probable a partir de los resultados obtenidos de los estudios redlizados y € uso
farmacol6gico de altas dosis de antioxidartes, como terapia preventiva antiviral en la

infeccion por VIH, ya que su utilidad en la supresion de los efectos citopaticos de la



infeccion permanece como un aspecto controversial que necesita de disefios de ensayos

clinicos controlados con e debido rigor cientifico.

|.4 CARACTERISTICAS GENERALES DEL VimangO. ANTECEDENTES

ETNOMEDICOSY PRECLINICOS

Estudios etnofarmacol 6gicos realizados por €l Centro de Quimica Farmacéutica (CQF,
La Habana, Cuba) permitieron corroborar que un extracto de la corteza de la planta
Mangifera indica L. (Anacardiacea) era utilizado con éxito en €l tratamiento de desordenes
inflamatorios, neoplésicos y otros (Guevara et al., 1998). La caracterizacién quimica del
extracto permitié conocer la presencia de compuestos del tipo flavonoides, terpenos,
taninos, metales como Se, Cu entre otros. EI CQF cuenta en estos momentos con la
tecnologia para la extraccion y produccion de un extracto, quimicamente caracterizado y
comercializado bajo € nombre de VimangO en diferentes formulaciones (crema, tabletas y
suspension) (CQF, 1998). Las tabletas Vi mango Se encuentran registradas bajo la categoria
de suplemento nutricional por el Instituto Nacional de Higiene de los Alimentos (Anexo 1).
L os estudios farmacol 6gicos preliminares permitieron conocer que posee propiedades
antiinflamatorias. La caracterizacion antioxidante en diferentes model os experimentales in
vitro e in vivo demostré que el Vimango poseia potentes acciones antioxidantes capturando
ERO y protegiendo las principales biomoléculas del dafio oxidativo a muy bgas
concentraciones. En la fase preclinica, los ensayos con VimangO demostraron que €
mismo era mas potente como antioxidante que dosis similares de 3-carotenos, Vit.C, Vit. E
o combinaciones de Vit. Cy Vit. E (Snchezet al., 2000a; Sanchez et al., 2000b; Sanchez

et al., 2001a; Sanchezet al., 2001b). Los estudios toxicol6gicos demostraron su inocuidad



y durante su aplicacion en la medicina tradicional no se observaron efectos adversos

(Guevaraet al., 1998).

CAPITULO II. MATERIALESY METODOS

La estrategia experimental desarrollada en el presente estudio respondio a la necesidad
de caracterizar, en primer lugar, € estado redox celular de un grupo de PVVIH residentes
del Sanatorio Santiago de Las Vegas (SSV) através de la determinacion, y la realizacion de
un amélisis integrador, de marcadores bioquimicos de dafio oxidativo celular e indicadores
de proteccién antioxidante (enzimaticos y no enzimaticos). Este estudio se realizé también
en una poblacién de individuos aparentemente sanos, a fin de establecer las comparaciones
correspondientes. Simultdneamente se evaluaron marcadores de progresion de la infeccion
y otros, para ambas poblaciones, incluyendo indices nutricionales en la poblacion VIH+.
Los resultados en esta primera fase condicionaron e desarrollo y disefio de un ensayo de
intervenciéon nutricional como segundo momento de la investigacion, dirigido a estudiar
como la dieta rica en antioxidante en estos individuos modificaba el dafio oxidativo. Los
resultados de esta segunda fase permitieron la realizacién de la tercera etapa de este estudio
gue consistié en e disefio y desarrollo de un ensayo clinico de suplementacion con
Vimango con € fin de evaluar € efecto antioxidante de este suplemento y la respuesta de la
poblacién VIH+. La evaluacion de los efectos de la intervencion nutricional y la
suplementacion con Vimango se realizd através de la determinacidén en general de los

mismos indicadores.



1.1 MATERIALES Y PARAMETROS A EVALUAR

Los reactivos empleados fueron obtenidos de los laboratorios SIGMA (St Louis MO,
USA) y ROCHE (Ontario, Canada). L as tabletas de placebo y Vimango fueron producidas

por la Empresa Laboratorio Farmacéutico “Reinaldo Gutiérrez” (Anexo 2).

Para el diagndstico se empled sangre total, suero y orina segiin €l andlisisareadizar. Se
realizé una toma de nuestra de sangre y una de orina (500 mL), en ayuno, y se obtuvo
suero (9 mL) a inicioy a fina de estudio. En la muestra de sangre total se determinaron
las subpoblaciones linfoides CD3, CD8'/CD38", CD4, CD95/Fas y Hemoglobina (Hb),
leucograma con diferencial y conteo de plaquetas (Plg). En € suero se determind MDA,
estado antioxidante total (TAS), potencial de peroxidacion (PP), GSH, organoperdxidos
totales (OT), aanina amino transferasa (ALT), creatinina (Creat.), Alb y AU, ademas se
determiné en eritrocitos la actividad SOD y GPx y en linfocitos la Fragmentacién del ADN
(% F ADN). Las determinaciones en sangre y orina se realizaron una hora después de
obtenidas las muestras. El suero fue congelado a—70° C hasta recopilar las muestras de una

semana y luego fueron procesadas en conjunto.

I1.2 POBLACION DE ESTUDIO

Se estudiaron 85 PVVIH residentes del SSV en un intervalo de 20 a 47 afios de edad
de los cuaes 49 (58%) eran hombres y 36 (42%) mujeres. Estos individuos fueron
diagnosticados como seropositivos a través de un ELISA (UNI FORM VIH /11 plus O,

Organon Tecknica), € cual fue confirmado por Western Blot (DAVIH BLOT VIH-I,



DAVIH Lab). Los mismos fueron clasificados segiin € sistema del Centro para Control de
Enfermedades (Anexo 3, CDC Atlanta 1993) basado en el conteo absoluto de linfocitos T
CD4" y en & mango clinico de los individuos infectados. El 50% de los individuos
manifestdé una conducta heterosexual y e 50% homosexua. De estos individuos 76 no
recibian tratamiento antirretroviral y 9 recibian una terapia combinada (Triterapia) sin
inhibidores de proteasa. Los pacientes que finalmente fueron incluidos en € estudio, no
tenian enfermedades oportunistas activas.

De igua forma los sujetos seleccionados no fumaban, no llevaban tratamiento
antioxidante o vitaminico, no padecian hiperlipidemia, ni diabetes, ni disfunciones
hepaticas o renaes, no padecian de diarreas intratables (consideradas como a menos 6
pérdidas liquidas diarias durante un mes), no padecian de vOmitos o evidencias de
sangramiento gastrico y no tenian antecedentes de enfermedades coronarias. Se estudiaron
ademés 40 individuos aparentemente sanos, investigadores del IFAL y € IPK,
comprendidos en un intervalo de 25 a 48 afios de edad, de los cuales 22 (55%) eran

hombresy 18 (45%) mujeres.

11.3 DISENOS EXPERIMENTALES
11.3.1 Consideraciones éticas generales en relacion con los ensayos
Todos los procedimientos fueron realizados segin lo aprobado por los Comités
Internacionales para ensayos en humanos (Declaraciones de Helsinki, Asamblea Médica
Mundial, 2000), los de ética e mangjo del paciente VIH-SIDA, y de acuerdo con las
regul aciones nacionales establecidas.
Las investigaciones realizadas se justificaron desde €l punto de vista ético, teniendo en

cuenta los elementos siguientes



Las PVVIH evaluadas a escala internacional, en diferentes grupos de riesgo, han
manifestado alteraciones del metabolismo oxidativo.

Laintervencion dietética del tipo antioxidante ha sido sugerida internacional mente
con un efecto beneficioso basada en |os reportes anteriores.

Los aimentos naturales, en su mayoria, no producen efectos toxicos sino mas bien
influyen positivamente en el funcionamiento normal de los eventos fisiol6gicos de
los organismos.

Las PVVIH de grupo suplementado con Vimango recibieron un nutracéutico del
cual existian evidencias etnomédicas de su efecto beneficioso para este tipo de
infeccion.

El persona vinculado a estudio conociay manejaba bien los resultados terapéuticos
beneficiosos y los posibles efectos adversos del mismo. Estaba previsto que de
aparecer eventos adversos, se evaluaria € caso y se tomarian las conductas
terapéuticas necesarias por personal entrenado.

El protocolo fue sometido a la consideracion de los Comités de Etica Médica de
ambas ingtituciones (IPK y SSV), asi como, por el Consgjo Cientifico Especializado
de Atencion Médica del IPK y por el CITMA. Ambos evauaron e protocolo de
Ensayo Clinico desde el punto de vista ético, cientifico y metodol 6gico, emitiendo
por escrito la aprobacion y las sugerencias (Anexos 4, 5y 6).

Todos los individuos involucrados firmaron un consentimiento informado segun
modelo realizado a efecto (Anexo 7). Expresando su acuerdo de participacion en el
estudio después de conocer de manera escrita y verbal los posibles riesgos y los

métodos a seguir.



El ensayo comenzd una vez dada la aprobacion por parte de los niveles referidos
segun las regulaciones vigentes. Las PVVIH podian abandonar e estudio cuando lo
desearan. Al divulgar los resultados del ensayo se garantizé no revelar los datos

personales de las PVVIH.

11.3.2 Caracterizacion de la poblacién VIH en relacion con una poblacion aparentemente

Sana

El diagnostico del estado redox (TAS, PP, MDA, GSH, OT, SOD, GPx, % F ADN),
los marcadores de progresion de la enfermedad (CD3, CD8*/CD38", CD4, CD95/Fas),
los indices nutricionales de ingesta, y los indices bioguimicos clinicos (Hb, leucograma
con diferencia, Plg, ALAT, Creat, Alb, AU fueron evaluados en 85 PVVIH y 40

individuos aparentemente sanos.

11.3.3 Estudio de lainfluencia del incremento en la oferta de micronutrientes dietarios

De acuerdo a la estacion (Octubre-Diciembre) y la biodisponibilidad de frutas y
vegetales ricos en compuestos antioxidantes, se realizd un conversatorio con las PVVIH
estimulandolas a incrementar € consumo de frutas y vegetales en la dieta. Durante 3 meses
y con € apoyo ingtitucional, la oferta de los mismos fue incrementada y evaluada a través
de encuestas realizadas en €l transcurso de 7 dias, a inicio y, alos 3 meses del estudio en
40 PVVIH (Anexos 8 y 9). Estas personas fueron seleccionadas e un total de 85 del
estudio de caracterizacion. Muestras de suero, sangre y orina fueron procesadas para evaluar
la influencia de la dieta en los marcadores del estado redox, marcadores de progresion de la
infeccion e indices clinicos d inicio y a los tres meses de experimento (los mismos

indicadores que se midieron en 11.3.2).



11.3.4 Estudio de lainfluencia de la suplementacion con VimangO

Tipo de ensayo: Se elabordé un protocolo de ensayo clinico controlado de fase Il
monocéntrico, a doble ciego, con grupo placebo y aleatorizado.
Método de asignacion aleatoria: Los 82 individuos fueron aleatorizados para formar dos
grupos. Grupo A: Placebo y Grupo: B VimangO

Esta asignacion se realiz6 al azar mediante una tabla de nimeros aleatorios segun e
orden de entrada de los datos. Se utilizé e programa Med Stat. El codigo de identificacion
estuvo en poder de la monitora del ensayo, investigadora del CQF y no fue manejado por
los investigadores.
11.3.4.1 Seleccion de sujetos
Universo de estudio y criterio diagndstico: La muestra quedd congtituida por PVVIH,
masculinos o0 femeninos, entre 20-47 anos de edad, de cualquier raza que fueron
diagnosticados con 2 western blot positivos (al menos dos proteinas de envoltura del VIH)
y que se encuentran acogidos a sistema sanatorial de Ciudad de La Habana (SSV). Estos
pacientes fueron seleccionados de 85 caracterizados en el primer estudio y donde se

incluian los 40 pacientes del segundo estudio.

Criterios deinclusion:

Paciente seropositivo a VIH (A2, A3, B2, B3)
20-50 afos de edad, incluyendo ambas
Ambos sexos

Conteo CD4+ absoluto menor de quinientas células por milimetro clbico

vV VYV V ¥V V¥V

No-pérdida del 10% o méas ddl peso corporal en los tltimos 3 meses

Criterios de exclusion:



» Embarazo y lactancia

A\

Enfermedades cronicas asociadas al estrés oxidativo no relacionadas con € VIH
Enfermedades oportunistas relacionadas con €l VIH en estado agudo
Consumo regular de bebidas alcohdlicas

No cumplir los criterios de inclusion

YV VvV V V

Participar en otro ensayo con antioxidantes

Criterios de salida después de la inclusion:

> Incumplimiento del tratamiento (7 dias)

> Fallecimiento durante el estudio (por causas no asociadas a consumo de VimangO)

» Pacientes en los que se manifiesten eventos adversos moderados, severos o muy severos
mantenidos durante 24 horas

» Aparicion de cuaquiera de los criterios de exclusion

» Deseo expreso del paciente en salir del estudio

> Aperturadel codigo por cualquier causa

11.3.4.2 Vias de administracion, dosis, frecuencia y duracién del tratamiento

El tratamiento £ administro por via oral. La dosis y frecuencia de administracion del
producto se selecciond considerando |os resultados positivos de los estudios etho médicos
en este tipo de pacientes (Guevara et al., 1998).

Grupo A: 8 tabletas diarias de placebo durante 6 meses, 3 antes de desayuno y almuerzo

y 2 antesdelacomida



Grupo B: 8 tabletas diarias de Vimango (300 mg) durante 6 meses, 3 antes de desayuno y

amuerzo y 2 antes de la comida, 1o que representa aproximadamente 20
mg-kg de peso del principio activo (Vimang®).
Tratamiento concomitante:

Durante el ensayo se control0 y registré el uso de otros suplementos y farmacos (tipo,
dosisy periodo de administracién) relacionados con la infeccion debido a que e paciente
VIH/SIDA no se puede mantener sin tratamiento sintomético. Solo se elimind por criterio
médico, aquellos medicamentos que no afectaban la calidad de vida del paciente. Los
efectos tdxicos o colaterales fueron recogidos por e facultativo en € modelo de Karch'y

Lasagna (Laporte y Tognoni, 1993) que se encuentra anexo a protocolo de ensayo clinico.

[1.3.4.3 Evaluacion de la eficacia
La eficacia se evalu6 mediante la determinacion de indicadores del estado redox
celular, subpoblaciones linfocitarias e indices bioquimicos clinicos.

Las variables principales:
TAS, PP

Las variables secundarias:

- Ensangretotal: CD3, CD8'/ CD38", CD4, CD95/Fas

- Ensuero: MDA, GSH

- Eneritrocitos: SOD, GPx

- Enleucocitos: Fragmentacion del ADN

- Sintomatologia clinica: Datos referidos por € paciente incluidos en las situaciones
clinicas diagnosticas de SIDA aceptadas por la OM S desde 1993.

Las variables relacionadas con la seguridad del tratamiento:
- Sangre: Hb, leucograma con diferencial, conteo de plagquetas
- Suero: ALAT, Creat, AU



Las variables de control:

- Edad, peso, sexo, raza, antecedentes patoldgicos, tratamientos anteriores, tratamientos
concomitantes.
Criterios de evaluacion de la respuesta:

La mejoria (cambio favorable estadisticamente significativo (p<0,05) de las variables
principales, conjuntamente con la disminucién estadisticamente significativa (p<0,05) de
variables indicadoras de dafio oxidativo) y la estabilizacién de los indicadores de
progresion de la enfermedad de las PVVIH tratadas con Vimango con respecto a grupo
control (placebo) y a valor inicial en un periodo de 6 meses de suplementacion, fue e

criterio esencial paralaevauacion de la efectividad del tratamiento.

Criterios de fracaso terapéutico:

Se consideré fracaso cuando € 30% de |os pacientes evaluados:
1. Enrelacion aTASy PP:
Estuvieron dentro de la categoria de no mejorado (TAS y PP igual) o empeorado
(TAS inferior, PP mayor), respecto a grupo que utilizé placebo y a su vaor inicial.

2. Con respecto alos marcadores de progresion de lainfeccion se considero:

Descenso de los niveles absolutos de linfocitos T CD4+ a un ritmo superior alos de
la evolucién normal de la enfermedad y aumento de la expresion del marcador
CD95 y de la subpoblacion CD8/CD38+, respecto al grupo que utilizé placeboy a

su valor inicial.

3. Con respecto alos indicadores clinicos:
Pérdida del 10% de peso corporal, presencia de astenia, sindrome febril de 21 dias

y aparicion de enfermedades oportunistas relacionadas con lainfeccion VIH.



Criterios de éxito terapéutico:

Se considero éxito cuando e 70% de los pacientes involucrados en el estudio estuvieron
en la categoria de megiorado (TAS superior, PP inferior y disminucién de los vaores de las
variables MDA, OT y % F ADN). Con respecto a los indicadores de progresion clinicay de
laboratorio, se considero éxito cuando el valor de los mismos se encontr6 en la categoria de
estabilizado (igual), respecto a valor inicia y al grupo placebo, ademas de no presentar
ateraciones en los indicadores bioguimicos clinicos en un periodo de 6 meses de

suplementacion.

1.4 DETERMINACIONES BIOQUIMICAS

Las determinaciones bioquimicas, utilizadas como indicadores del baance redox

celular y de seguridad toxicolégica, se llevaron a cabo mediante la siguiente metodol ogia.

[1.4.1 Determinacion del Estado Antioxidante Total
Se empled un estuche diagnéstico de RANDOX (Diamond Road, Crumlin UK) Cat

NX 2332. El diagndstico se basbd en laincubacion de ABTS con metmioglobinay perdxido
de hidrégeno que genera el radical cation ABTS", el cua tiene una coloracion azul-verdoso
relativamente estable y que puede ser medido a 600 nm. Los antioxidantes en la mezcla

anadida producen una supresion del color proporciona a su concentracion (Romay et al.,

1996).

11.4.2 Determinacién de Malonildialdehido
Se empled € juego de reactivos para diagnéstico LPO-586 de Calbiochem (La Jolla,

CA USA). En € ensayo se midio la produccion de un cromoforo, después de 40 min de



incubacion a 45° C, a 586 nm en un espectrofotometro Pharmacia. Soluciones recién
preparadas de MDA (bis [dimetil acetal] (Sigma, St Louis, MO, USA) fueron preparadas
bajo las mismas condiciones y empleadas como sustancias de referencia (10 uM). Los

resultados se expresaron como nM (Esterbauer y Cheesman, 1990; Erdelmeier et al., 1998).

11.4.3 Determinacion del Potencial de Peroxidacion

Para la determinacion de la susceptibilidad a la peroxidacion lipidica muestras de suero
fueron incubadas con una solucion de sulfato de cobre Il (concentracion final 2 mM) a 37°
C por 24 h. El PP fue calculado sustrayendo la concentracion de MDA al tiempo O del
medido a las 24 h de incubacion (Ozdemirler et al., 1995). Las determinaciones de MDA

se realizaron seguin € método descrito anteriormente.

[1.4.4 Determinacion de Organoperéxidos Totales

Se empled € estuche diagndstico de Bioxytech H,O»-560 cat. 21024 (Oxis
International Inc. Portland USA). El ensayo se baso en la oxidacién del ferroso a férrico
por los peroxidos organicos y e H,O, en condiciones &cidas. El férrico se une con €
indicador xilenol naranja (3,3'-bis (N,N-di(carboximetil)-aminometil)-o-cresolsulfona-
fateina, sal sodica) y forma un complgo coloreado que puede ser medido

espectrofotométricamente a 560 nm. Se utilizd como solucion de referencia HoO, 100 M.

11.4.5 Determinacion del Porcentgje de Fragmentacion del ADN
La fragmentacion del ADN fue cuantificada segin el ensayo colorimétrico con
difenilamina descrito por Burton (1968). Los leucocitos fueron obtenidos de muestras de

sangre total por lisis osmética de los eritrocitos y luego lisados con solucién amortiguadora



(0,2% v/v Triton X-100, 10mM TrisHCI y 1 mM EDTA pH 8,00). El lisado fue
centrifugado a 1 300 g durante 10 min. El sobrenadante que contenia pequefios fragmentos
de ADN fue removido del sedimento que contenia e ADN intacto. El sedimento fue
resuspendido en solucién amortiguadora de lisis. El &cido perclérico fue afiadido a una
concentracion final de 0,5M a ambos con 2 volimenes de solucion de difenilamina (0,088
M difenilamina, &cido acético glacial 98%, 1,5% v/v &cido sulfurico y 0,5% v/v de una
solucién de acetaldehido a 1,6%). Las muestras fueron refrigeradas a 4C durante 48 h y
luego se registré su absorbancia a 575 nm. La fragmentacion del ADN se expresd como €
porcentgje del ADN total que se cuantificd en la fraccion sobrenadante (Ray et al., 1992;

Gibb et al., 1997).

[1.4.6 Determinacion del Glutation reducido o grupos sulfidrilos no proteicos.

El GSH reducido se evalud seguiin el método descrito por Sedlak y Lindsay (1968). La
muestra se precipité con &cido tricloroacético 10% p/v mas EDTA 102 M y el sobrenadante
se hizo reaccionar con € reactivo de Ellman (4cido 5,5’ ditio-bis (2- nitrobenzoico) 10 M.
Se utilizaron patrones de GSH (Sigma, St Louis, USA) de concentraciones conocidas (300-

1300 mg- L'}). Los resultados se expresaron como mg-L de GSH.

11.4.7 Actividad de la Superdxido Dismutasa

Se empled un juego de reactivos para diagnostico de RANDOX (Diamond Road,
Crumlin UK) cat. No. SD125. El ensayo se basd en la generacion de radical superoxido
empleando la xantina y la xantina oxidasa. El radical reacciona con 2-(-4 iodofenil)-3-(4-
nitrofenal)-5-feniltetrazolium cloruro (INT) para formar un formazano rojo. La actividad

SOD se midio por €l grado de inhibicidn de esta reaccion (Randox, Radicales Libres 1996).



11.4.8 Actividad de Glutation peroxidasa

Se empled un juego de reactivos para diagnéstico de RANDOX (Diamond Road,
Crumlin UK) cat. No. RS505. El ensayo se basd en la oxidaciéon del GSH por la GPx con
hidroperoxido de cumeno. En presencia de glutation reductasay NADPH el GSH oxidado
es inmediatamente convertido a su forma reducida con la oxidacion concomitante del
NADPH a NADP+. La disminucién de la absorbancia se midiéo a 340 nm (Randox,

Radicales Libres 1996)..

11.4.9 Determinacion de la funcion hematol 6gica

Se determind Hb, Hematocrito (Hto), leucograma con diferencial y Plg en sangre total
en el Contador hematol6gico de la Firma ABX (Francia). Este equipo emplea para su
funcionamiento ABX minidyl Ref. 08002010 (Roche), como solucion tamponada isoténica
para la determinacién de elementos figurados de la sangre y ABX minilyse LMG Ref.
0702010, como solucion de lisis eritrocitaria para e conteo y diferenciacion de células
blancas sanguineas, asi como para la determinacién de Hb. Segun la firma los valores de
referencia para cada uno de ellos son los siguientes: Hb (110-150 g-L™t), Hto (37-50 %), y
los siguientes considerando los mismos como limites superiores Plg (280 10° L), Conteo

de diferencial: Segmentados (65%), linfocitos (25%), monocitos (6%) y eosindfilos (4%).

La eritrosedimentacion se determind mezclando proporciones adecuadas del
anticoagulante citrato de sodio a 3,8 % (1,8 M) y sangre, montando la muestra en una
pipeta de Westergreen, los resultados se expresaron en mm considerando como valores de

referencia normal hasta 20 en lamujer y hasta 10 en e hombre.

11.4.10 Determinacion de las funciones hepética y renal.



Para evaluar la funcion hepatica se determinG en suero la ALT, las proteinas totales
(PT), Alb e indice albumina/globulinay para evaluar la funcion renal se determind en suero
Creat y AU, todos €llos utilizando juegos de reactivos de la Roche y € equipo HITACHI

704.

Determinacion de la Alanina Amino Transferasa:

La ALT se determind segin método enzimatico basado en la adicién de a-ceto-
glutarato que produce por reaccion con la enzima e piruvato, que reacciona con NADH en
presencia de la enzima lactato deshidrogenasa y produce NAD+. La velocidad de
disminucion de NADH se midiéfotométricamente y fue directamente proporciona a la
actividad de ALT. Se empled € juego de reactivos para diagnéstico de la Roche Ref.
816442 seguin d cual los valores de referencia para una poblacion normal son de 0 a 40 U-
Lt
Determinacion proteinas totales:

Las PT se determinaron por el método de formacion del complejo con Cu 2* que es de
color purpureo (Biuret), midiendo fotométricamente la intensidad cromatica que es
proporcional a la concentracion de proteinas. Se empled el juego de reactivos para
diagnostico de la Roche Ref. 1553836 segun €l cua los valores de referencia para una

poblacion normal son de 6,6- 8,7 g-dL™.

Determinacion de albumina (Alb):
LaAlb se determiné por e método de formacidn de un complejo con el reactivo verde de
bromocresol a pH 4,2 midiendo fotométricamente la intensdad cromética que es

proporcional alaconcentracion de Alb. Se empled el juego de reactivos para diagnéstico de



la Roche Ref. 816272 segun €l cual los valores de referencia para una poblacion normal son
de35a5g-dL™.
Determinacion de creatinina:

La Creat se determind por un nétodo cinético de formacion de un complejo con el
reactivo picrato en solucion salina. Este complejo de color amarillo naranja es medido
fotométricamente, la intensidad cromética es proporciona a la concentracion de Creat. Se
empled e juego de reactivos para diagndstico de la Roche Ref. 1489291 segun el cual los
valores de referencia para una poblacién normal son de 44 a106 mM-L? .

Determinacion de &cido Urico:

El AU se determind por un método enzimético, variante del méodo de color
modificado por Siedel (Greiling y Gressner, 1995). El AU presente en la muestra con la
uricasa produce H,O5, que al reaccionar con 4- aminopirazonay € N etil- N-(2 hidroxi —3
sulfopropil)-3-metilaniling, forma un colorante quinoadiimino que es medido
fotométricamente. La intensidad cromatica es proporciona a la concentracion de AU. Se
empled e juego de reactivos para diagnostico de la Roche Ref. 16611850 segun €l cual los

valores de referencia para una poblacion normal son de 142 a 416 nM.

11.5 EVALUACION DE INDICESNUTRICIONALES

Se aplicaron dos encuestas alimentarias, una siguiendo € método de registro de
alimentos y otra de frecuencia de consumo de alimentos (Anexos 8 y 9) durante 7 dias
consecutivos, en un mes. Las porciones estandar fueron introducidas en e programa
CERES (1997) que cuenta con una base de datos con e contenido nutricional de los

alimentos y bebidas comUnmente consumidas en Cuba. Mediante este programa se



determind la ingesta nutricional de cada nutriente y se evalud la adecuacion de la dieta para
cada nutriente de acuerdo a los requerimientos nutricionales de los individuos.

Evaluacion antropométrica: se realizaron medidas de peso y tala, tomando en cuenta
otros datos hasicos como la edad y el sexo para redizar e céculo del indice de masa
corporal.

IMC = P (kg) / T? (n?)

Donde IMC: Indice de masa corporal

P: Peso en kg
T?: Talla en metros elevada al cuadrado

1.6 CONTEO DE SUBPOBLACIONES LINFOIDES

L as subpoblaciones linfoides fueron evaluadas en sangre total con una solucion lisante
Becton Dickinson (BD). Para cada subpoblacion se empled un ensayo de triple marcaje (Tri
Test CD3 CD45 CD4; CD8 CD45 CD38 y CD3 CD4 CD95) todos de la firma BD. El
andlisis se realizo en un citémetro de flujo FACScan (BD immunocytometry System)

empleando € programa MULTISET (Giorgi, 1993).

11.7 ESTADISTICA

Tamano muestral:

El tamafio muestra fue determinado por la variabilidad poblacional de la variable
principal que es TAS, la potencia con que se esperd encontrar diferencia entre los grupos
fue de 0,2, con un error detipo | de 0,05, lan bajo estas condiciones fue de 30 pacientes por
grupo. Considerando las caracteristicas de este tipo de individuo y un 15 % de pérdidas, €

numero total de individuos para cada grupo fue 40.



Procesamiento estadistico de las variables:

El andlisis estadistico se inicié con la prueba preliminar OUTLIERS para detectar
valores aberrantes. Se determinaron los parametros estadisticos descriptivos para cada
variable (valor maximo, minimo, media, error estandar de la media y desviacion estandar
(DE). Para cada una de las variables se expresd su vaor como la media + DE. Después fue
usado e ensayo de normalidad descrito por Shapiro Wilks seguido por la prueba de
homogeneidad de varianza (Levene).

Para € caso de los indices nutricionales de ingesta los valores fueron normalizados por
logaritmo cuando fue necesario. Se realizé un andlisis de varianza'y comparacion de medias
de la evaluacion de los indices nutricionales a inicio y a final de cada ensayo empleando
el Software estadistico CERES (version 5.1, 1997). Fue considerada diferencia significativa
cuando p<0,05.

Para el caso de los indicadores bioquimicos, € grupo PVVIH fue comparado con €l
grupo VIH-, y de acuerdo a experimento los valores de cada indicador del grupo PVVIH
fueron comparados con la evaluacion de los mismos a final de cada ensayo empleando la
prueba t no pareada para variables no paramétricas (Kruskall Wallis) y € paguete software
SPSS (version 10.0), considerando diferencia significativa cuando p<0,05. Ademas
siguiendo este mismo andlisis se compar6 e cambio en cada marcador a inicioy a final de
cada experimento en e grupo de PVVIH.

Para evaluar la posible relacion en la variacion de los indicadores inmunol dgicos y del
estado redox se empled € coeficiente de correlacion de Pearson.

Para evaluar € efecto de cada experimento se calcul, primeramente, la diferencia entre
los valores iniciales y finales de cada uno de los marcadores bioquimicos evaluados. Con

estas diferencias se conformaron dos variables de estudio, variables compuestas que,



evalan la variacion conjunta de varios de los indicadores. El andlisis estadistico de la

respuesta al ensayo se realizd considerando los individuos que terminaron el estudio.

En el caso de laintervencion nutricional:

Lavariable 1 evalUa respuesta antioxidante total y la 2 respuesta antioxidante en conjunto.
1. Variacion conjuntade TAS, vitamina A, vitamina E, vitamina C, frutas y vegetales

2. Variacion conjunta de TAS, GPx, GSH, vitamina A, vitamina E, vitamina C, frutasy

vegetales.

En el caso de la suplementacion con VimangO:
Lavariable 1 evalUa respuesta antioxidante y la 2 respuesta antioxidante y dafio.
1. Variaciéon conjuntadel TASy PP

2. Variacion conjuntade TAS, PP, MDA, OT y % F ADN

En el andlisis de las diferencias entre variables se considerd éxito a la megjoria conjunta
de las mismas en € paciente y fracaso s a menos una de las variables consideradas no
mejoraba. Se readlizaron tablas de contingencia donde se mostré la frecuencia de respuesta
(éxito y fracaso) por grupos de tratamientos y finamente se compararon los grupos
mediante la prueba de chi cuadrado de independencia. Se calculé ademés el intervalo de

confianza para la diferencia de proporciones con un nivel de confiabilidad de un 95%.

En el caso de la evaluacion del efecto para los indicadores inmunol égicos cuando €l andlisis
de varianza resulté no significativo (p>0,05) se realiz6 una distribucion de los valores

individuales inicidesy finales para e experimento. Mediante el software STATISTICA,



1996 para WINDOWS se rediz6 un andlisis de variacion, resultando en una tendencia

significativa de la poblacion cuando p<0,05 (Allard et al.,1998b).

CAPITULO Il RESULTADOS

111.1 CARACTERIZACION DE LA POBLACION PVVIH

La caracterizacion inmunolégica, redox y nutricional de los pacientes VIH/SIDA
fueron e punto de partida de la presente investigacion. El conocimiento de estos
indicadores en la poblacién estudiada aportaria los datos necesarios no solo para su
comparacion con una poblacion aparentemente sana (VIH-), sino también, para conocer si
se modificaban a tratar los individuos con regimenes dietéticos especiales o con

suplementos dietéticos.

I11.1.1 Caracteristicas generales e inmunol égicas

La poblacion VIH caracterizada de manera genera y subdividida segun la clasificacion
A2B2, y A3B3 fue comparada con la poblacion supuestamente sana (Tabla 111.1). No se
detecto diferencia significativa en cuanto a la edad en los grupos VIH- y VIH+. Las
proporciones en cuanto a sujetos de cada sexo entre individuos VIH+ y VIH- fueron
similares, correspondiendo & sexo femenino a un 42-45% y & masculino a un 57-55%
respectivamente. Existio diferencia significativa (p<0,05) en cuanto al conteo de linfocitos
T CD4+, T CD8+, CD38 y CD95 entre e grupo VIH- y los tres grupos de VIH (VIH+,
A2B2 y A3B3). Los grupos VIH tienen un conteo relativo menor de CD4+ (Tabla 111.1) y
mayor de CD8*/CD38" y CD95 con respecto al grupo control (Figuralll.1). En cuanto alas

subpoblaciones linfoides la cuantificacion entre los grupos estratificados A2B2 y A3B3



resulto significativamente diferente (p<0,05) existiendo una relacion inversa entre CD4 vs.
CD8'/CD38" y CD95. Los valores de los marcadores biogquimicos indicativos de la funcién
renal, hepética y hematoldgica se encontraron en su mayoria dentro del intervalo de
referencia normal, con las excepciones de los valores de eritrosedimentacion y € % de
monocitos, que aunque evidencian una alteracion fisioldgica, resulta una caracteristica de
los individuos infectados como consecuencia del proceso inflamatorio cronico (Tablalll.2).
I11.1.2 Caracteristicas del balance redox.

En cuanto a los marcadores de estrés oxidativo, el GSH reducido fue significativamente
menor (p<0,05) en los individuos VIH+ que en & grupo VIH-, sin que existieran
diferencias significativas entre los grupos VIH+ estratificados (Figura 111.2). La
concentracion de MDA fue significativamente mayor (p<0,05) en los individuos VIH+ que
en e grupo control, existiendo diferencias significativas entre los grupos VIH+
estratificados (Figura 111.2). EI %F ADN y los niveles plasméticos de OT fueron
significativamente mayor (p<0,05) en los individuos VIH+ con respecto a grupo control
sin que existieran diferencias significativas entre los grupos estratificados A2B2 y A3B3
(Figuralll.3).

La actividad enzimética de la SOD fue significativamente mayor (p<0,05) mientras la
actividad de la GPx fue significativamente menor (p<0,05) en los individuos VIH+
comparados con e grupo VIH-. No existieron diferercias significativas entre los grupos
estratificados A2B2 y A3B3 (Figura I11.4). El PP incrementd significativamente (p<0,05)
mientrés que el TAS disminuy0 con carécter significativo (p<0,05) en los individuos VIH+
comparados con € grupo VIH-. Existieron diferencias significativas entre los grupos
estratificados resultando e grupo A3B3 & de menor capacidad antioxidante y que en

correspondencia exhibio e mayor valor de PPy el menor valor de TAS (Figura I11.5). Se



realizd un andlisis de correlacion (Pearson) entre las variables del estado redox y los
marcadores inmunoldgicos resultando en una correlacion significativa (p<0,05) para las
variables CD4, CD8y CD95 con MDA, SOD, PPy TAS (Tablalll.3).
111.1.3 Caracterizacion nutriciona

La evauacion de la ingesta de macro y micronutrientes y las caracteristicas
antropométricas de la poblacion VIH+, evaluados segun e programa CERES, revelaron
indices que, de acuerdo a los requerimientos especificos de cada estrato A2B2 y A3B3 no
evidenciaron diferencias significativas, pero los niveles de adecuacion difieren para cada
uno (Tabla I11.4). En € caso de la poblacion A3B3 los requerimientos energéticos estan
adecuados a un 75% y en la poblacion A2B2 aun 90%. L os porcentajes de adecuacion para
proteinas y carbohidratos toman valores similares a los anteriores. En el caso de los lipidos
el porcentaje de adecuacion estuvo por encima de |os requerimientos en ambos grupos. Los
porcentgjes de adecuacién de los micronutrientes resultaron variados pero deficitarios con

una media de un 52% para A2B2 y un 55% para A3B3.

[11.2 ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DEL INCREMENTO EN LA OFERTA DE
MICRONUTRIENTES DIETARIOS

Una vez caracterizada la poblacion VIH+ se procedi6 a estudiar los efectos que, sobre
estos indicadores producia € incremento de micronutrientes dietarios, teniendo en cuenta
gue muchos de ellos se encontraron por debajo de los niveles recomendados para estos
individuos y que gran parte de estos pueden incidir potencialmente en e meoramiento del
estado redox e inmunoldgico de los PVVIH. Tras un periodo de 3 meses de intervencion
nutricional se evalué e comportamiento de las variables inmunoldgicas, redox Yy

nutricionales.



[11.2.1 Caracteristicas inmunoldgicas y clinicas

El andlisis de las subpoblaciones linfoides no mostré diferencias significativas (p>0,05)
durante € periodo de estudio, aunque se evidencié una tendencia a la disminucién en la
subpoblacion CD8/CD38 a los 3 meses (Figura 111.6). No se observaron diferencias
significativas (p>0,05) en cuanto a los indices bioguimicos de funcion hepatica, rena y

hemoquimica comparando los valores al tiempo 0y alos 3 meses (Tablal11.5)

111.2.2 Caracteristicas del balance Redox

De acuerdo al andlisis de los marcadores del balance redox, € grupo VIH+ mostré
diferencias significativas (p<0,05) en cuanto a algunos indices evaluados, en comparacion
con € grupo control a tiempo cero y a los 3 mess. El TAS se incrementd
significativamente a los 3 meses de estudio (p<0,05) con respecto a tiempo 0. La
peroxidacion lipidica evaluada como MDA y OT no mostré diferencias significativas a los
3 meses. El GSH fue significativamente mayor a los 3 meses (p<0,05) asi como se
evidencio diferencias significativas en la actividad enzimatica de SOD y GPx alos 3 meses
(p<0,05) con respecto a tiempo 0. El % F ADN no mostré diferencias significativas
durante €l periodo de estudio (Tabla 111.6). En e andlisis global de la respuesta el 68% de
los pacientes mejoraron el valor de TAS en correspondencia con los cambios positivos en
los indices de ingesta de micronutrientes (Tabla 111.7) y e 56% experimentd una mejoria
conjunta de los valores de TAS, GPx y GSH en correspondencia con los cambios

analizados anteriormente (Tabla 111.7).



I11. 2.3 Caracteristicas nutricionales

Durante la evaluacion de los indices dietarios no se encontraron diferencias
significativas a inicio y a los 3 meses, en ingesta de macronutrientes (grasa, proteina,
carbohidratos) y energia. Se detectd diferencias significativas a diferentes niveles de
significacion en e incremento de la ingesta de micronutrientes (vitaminas A, E, Cy frutasy
vegetales) a inicio y a los 3 meses de estudio (Tabla 111.8). Los niveles de ingesta se
mantuvieron menores a los indices requeridos por estos pacientes y la adecuacion media
para todos los micronutrientes fue de un 56% (Figura I11.7).

Estos resultados se corresponden con un periodo estacional de mayor disponibilidad de
frutas y vegetales ricos en sustancias antioxidantes como polifenoles, terpenos y vitaminas,
lo que se corresponde con un incremento significativo en la frecuencia del empleo de los
mismos en la aimentacion (Figura I11.8). No se observaron diferencias significativas en e
indice de masa corporal después de someter alas PVVIH aladietoterapia.

Los resultados hasta aqui obtenidos demostraron que transcurridos tres meses de una
ingesta dietaria con antioxidantes se mejoraba el estado redox celular de los pacientes
VIH+ en estudio, a pesar de encontrarse esta ingesta a un 56% de los requerimientos
establecidos. Estos hallazgos condicionaron la redizacion de un ensayo clinico,
incorporando un suplemento nutricional natural denominado Vimang® que posee una
actividad antioxidante de caracter multifuncional.

111.3 ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LA SUPLEMENTACION CON Vimango
[11.3.1 Caracteristicas generales
Los pacientes fueron aleatorizados en dos grupos. 42 fueron suplementados con

Vimango y 40 con placebo. Al inicio (tiempo 0) se analizaron las caracteristicas generales,



los indices dietarios y € nimero de pacientes con terapia antirretroviral de los dos grupos
sin que se detectaran diferencias significativas (Tabla 111.9). El cumplimiento de latoma de
tabletas fue evaluado de excelente con un 93% para el placebo y un 96 % para el Vimango.
Culminaron €l estudio 68 pacientes, de los 14 pacientes que lo abandonaron 8 pertenecian
al grupo placebo y 6 a grupo Vimango. El abandono fue voluntario, 2 de los pacientes
manifestaron molestias epigéstricas y acidez, estos tomaban placebo y los restantes 12 por
actitudes que incidian en lo acordado en &l consentimiento informado y constituian criterios
de exclusion. Durante la suplementacién, por un periodo de 6 meses, no se observaron

reacciones adversas o colateraes.

111.3.2 Caracteristicas inmunoldgicas y clinicas

El conteo relativo de las subpoblaciones linfoides no evidencié diferencias
significativas (p>0,05) observandose una estabilizacion en cuanto a conteo de CD4, CD95
0 CD8/CD38 aunque se detectd una tendencia a la disminucion del valor de CD95 en €
grupo suplementado con respecto a placebo a los 6 meses (Figura I11.9). En cuanto a los
indices bioguimicos de funcion renal, hepéticay hematoldgica no se detectaron diferencias
significativas entre los grupos a los 6 meses (Tabla 111.10), encontrandose la mayoria de

ellos dentro de los interval os de referencia considerados como normales.

[11.3.3 Caracteristicas del balance redox

Todos los indicadores del estado redox celular experimentaron modificaciones en el
sentido de un restablecimiento del balance antioxidante — prooxidante, para los pacientes
VIH+ suplementados con Vimang® con respecto a valor inicia y a grupo placebo. Se

obtuvo un incremento en e TASy una disminucion del PP, ambas de carécter significativo



(p<0,05). Los niveles de MDA, OT, SOD, GPx, GSH y € % F ADN difirieron
significativamente (p<0,05 y p<0,01) en € grupo suplementado con relacion al placebo
(Tablal11.11).

La evduacion globa de la respuesta evidencid que € 48 % de los individuos en €
grupo placebo y e 81% de los individuos en & grupo suplementado incrementaron la
capacidad antioxidante medida como TAS y PP. Estos valores son significativamente
diferentes para p<0,05 entre los grupos (Tabla 111.12). Cuando en el andlisis se introduce la
disminucion del dafio oxidativo medido como MDA, OT y % F ADN, € 2% del grupo
placebo y e 43,9 % del grupo suplementado evidenciaron incremento de la capacidad
antioxidante con disminucion del dafio oxidativo, con diferencia significativa entre los

grupos (Tabla111.12).

111.3.4 Caracteristicas nutricionales

Durante € estudio no se detectaron diferencias significativas entre los indices de
ingesta nutricional para macro y micronutrientes evaluados a inicio (t=0) y a fina (t=6
meses) para ambos grupos ni entre grupos. Tampoco se detectaron diferencias en cuanto a
peso corporal (Tabla 111.9). La evaluacion de la frecuencia en la ingestion de frutas y
vegetales no evidencid diferencias significativas durante el periodo de estudio (Figura

111.10).



CAPITULO IV. DISCUSION

Lainmunodeficiencia con una pérdida selectivay progresiva de los linfocitos T CD4 +
es la principa caracteristica de los individuos VIH+ (Méelors et al., 1997). Esta
disminucion se correlaciona con la progresion de la enfermedad desde estadios VIH
asintoméaticos hasta la fase SIDA. Los pacientes involucrados en e presente estudio dan
muestra de ello y de acuerdo a las caracteristicas demograficas reportadas no son
representativos de la poblacion VIH+ cubana. La seleccion de los mismos estuvo dirigida a
control y homogenizacion de una serie de caracteristicas que pudieran influir en el andlisis
de los experimentos programados. El intervalo del conteo absoluto de los linfocitos T
CD4+ oscila entre 500 y 100 cel /mm® que de acuerdo a la sintomatologia clinica permite
su estratificacion en dos grupos A2B2 y A3B3. Existen varias teorias para explicar esta
disminucion, entre ellas la apoptosis es una de las més aceptadas (Groux et al., 1991;
Greenspan et al., 1994; Gehri et al., 1996; Sloand et al., 1997; Jaworowski y Crowe, 1999).
Entre las vias de apoptosis reconocidas en € curso de la infeccion se encuentra la mediada
por la interaccion del receptor Fas’APO-1/CD95 con su ligando Fas (Westendorp €t al.,
1995), la cual reconoce entre los mecanismos moleculares de induccion e ambiente
oxidante con activacion del factor NF-7B (Radrizzani et al., 1997; Dobmeyer et al., 1997;
Romero-Avila y Roche, 1998). Los resultados de la evaluacion de este marcador CD95
(Fig. 111.1) concuerdan con los datos reportados en la literatura cientifica sobre el tema
(Aries et al., 1995; Bohler et al., 1997). En la poblacion de pacientes VIH+ estudiada se
produce un incremento en e conteo de CD95, que se hace mayor con la progresion de la
enfermedad, del estadio A2B2 ad A3B3 y estd inversamente correlacionado con la

disminucién de los linfocitos T CD4 + (McCloskey et al., 1995; Bohler et al., 1997).



Algunos estudios han puesto en evidencia que la determinacion de células T CD4+
puede constituir un marcador poco sensible para € prondstico de la enfermedad. Sin
embargo, se ha comprobado que € incremento de CD8'/CD38" correlaciona con varios
indicadores de la severidad del estado de la enfermedad causada por € VIH, gue incluyen
su alteracion en relacion con la elevacion de la carga viral (Ferbaset al. 1995; Bouscarat et
al.1996).

En e grupo de pacientes estudiados los valores de CD8'/CD38'son altos en
comparacion con los sujetos VIH- y se incrementan con relacion a estado evolutivo de los
pacientes o que confirma lo reportado en la literatura sobre el comportamiento de este
indicador y la progresiéon de lainfeccion (Froebel et al., 2000).

Lainfeccion por VIH produce una inflamacién cronica con generacion sostenida de
citocinas inflamatorias y como consecuencia y a la vez causa de ello una generacion
sostenida de ERO que conlleva a la disminucién de la capacidad antioxidante (Delmas-
Beauvieux et al., 1996; Tzavara et al., 1997; Allard et al., 1998a). Entre las sustancias
antioxidantes més afectadas se encuentra el GSH, os resultados de la determinacion de este
tripéptido no permiten distinguir diferencias entre estos valores y los observados en otros
reportes y los estados de progresion de la infeccion (Buhl et al., 1989; Herzenberg et al.,
1997; Opalenik et al., 1998), pero sugieren que su disminucion ocurre desde los momentos
iniciales de la infeccion. EI GSH, por otra parte, es cofactor de la enzima GPx. En bs
resultados podemos apreciar que e comportamiento de los valores de esta enzima coincide
con el patron de valores del GSH, resultando en un coeficiente de correlacion de 0,89. Estos
resultados permiten inferir la incidencia de ambos elementos en la dteracion del estado
redox en estos individuos. Debido a la funcién antioxidante de ambos, su disminucion ha

sido asociada a aumento de las concentraciones de perdxido de hidrogeno y alaformacion



del radical hidroxilo (Aruoma, 1989; Rabaud et al., 1997; Walmdey et al., 1997). La
oxidacion de GSH contribuye ademés a potenciar el EO por generacion concomitante de
ERO independientemente de las condiciones del microambiente donde se produce la
reaccion, lo que se traduce en dafio oxidativo a las diferentes biomoléculas (Herzenberg et

al., 1997).

La participacion de las ERO en la patogénesis de las enfermedades virales ha sido objeto

de diversas investigaciones. En este contexto se conoce que durante estos procesos se

genera una sobreproduccion de O, (Akaike et al., 1998). El origen de este incremento esta
asociado a la respuesta del sistema inmune del hospedero frente a la replicacion viral, sin

embargo mas que beneficiar, dafia a hospedero. EI G, aungue no es particularmente
reactivo, participa en la reaccion de Fenton para generar ‘OH, mucho més lesivo. En la

infeccion por VIH, de manera particular se ha detectado una disminucién de la SOD
mitocondrial y SOD extracelular de las cdlulas sanguineas periféricas (Pace y Leaf, 1995;
Treitinger et al. 2000). La disminucién en la actividad SOD guarda relacion con los efectos
de la proteina vira Tat sobre sus mecanismos de sintesis e induccion (Pace y Leaf, 1995).
Laactividad SOD determinada en este estudio se corresponde con la SOD eritrocitaria. Esta
se encontrd incrementada (Fig. 111.4) y correlacioné inversamente con el conteo CD4+. Lo
anterior puede ser explicado, a menos en parte, teniendo en cuenta que e ambiente
oxidativo predominante en el paciente pudo actuar como agente inductor de la sintesis de

SOD en los eritrocitos durante su generacién en la médula.

Existen evidencias que € EO es elevado tanto en pacientes VIH+ asintométicos como

en pacientes SIDA. En correspondencia con lo anterior se han detectado incrementos en la



concentracion de diferentes derivados de la oxidacion de biomoléculas como el MDA y

HPO (Favier et al., 1994; Pacey Leaf, 1995; McLemore et al., 1998).

Los resultados muestran un incremento en las concentraciones de OT y MDA (Fig.
[11.2B y Fig. Ill. 3B) que coinciden con lo reportado en la literatura (Favier et al., 1994,
Fuchs et al., 1994; Jareno et al., 1998) pudiendo reconocer diferencias en los valores de
MDA entre los diferentes estados A2B2 y A3B3. Estos productos de la oxidacion
constituyen productos citotoxicos que pueden dafiar biomoléculas y difundir del sitio donde
se producen y provocar edema, alteraciones de la permeabilidad vascular, desencadenar la
reaccion inflamatoria, entre otros (Southorn y Powis, 1988). Los OT promueven dafios a
ADN (Grisham y McCord, 1986; Cheeseman, 1993), sus valores en los pacientes VIH+ son
mayores en relacion a los sujetos VIH- independientemente del estado evolutivo de la
infeccion.

El PPy & TAS son indicadores globales del estado redox y reflejan € balance entre las
influencias antioxidantes y prooxidantes. Como era de esperar, considerando € EO que
acompafa la infeccion por VIH, se encontraron valores elevados de PP y bagjos de TAS en
pacientes VIH+ comparados con sujetos VIH- (Fig 111.5). Los valores de TAS se
encontraron en un intervalo similar al encontrado en este tipo de pacientes por McLemorey
cols. (1998). Por otra parte, la correlacion entre € incremento de los valores de MDA y PP
y la disminucion de TAS, evidencia la relacion entre el aumento del dafio oxidativo y la
disminucién de la capacidad antioxidante observada en estos individuos (Pace y Ledf,

1995).

El % F ADN puede resultar del proceso de apoptosis, en este caso a nivel linfocitario y

los valores elevados detectados (Fig. 111.3A) coinciden con la teoria planteada en 1991 por



NUMErososS grupos gue reportan una asociacion entre los niveles de CD4, laF ADN vy la
muerte celular por apoptosis (Teral et al., 1991; Laurent-Crawford et al., 1991; Groux et
al., 1991; Gougeon et al., 1991). El dafio por ERO esta relacionado con la ruptura de hebras
y cromosomas por la oxidacion del ADN. Algunos de estos efectos pueden ser reparados
pero un dafio extenso puede conllevar a la apoptosis 0 ser consecuencia de ésta (Reid y
Loeb, 1993) la cual es reconocida como la forma por la que mueren la mayoria de las
células CD4+ infectadas o no, en la infeccion por VIH (Famularo et al., 1997; Jaworowski

y Crowe, 1999).

Debido a la posible interaccién entre los diferentes antioxidantes in vivo puede
considerarse como poco representativa la medicién de un antioxidante individual en
comparacion con una evaluacion global del estado antioxidante (Romay et al., 1996;
Delatrade y Bonnefont-Rousselot, 1998; Prior y Cao, 1999). El PPy TAS fueron evaluados
considerando la anterior reflexién. Los resultados sugieren que los eventos metabdlicos que
ocurren a consecuencia de la infeccion por VIH contribuyen a la disminucion de la
capacidad antioxidante y por consecuencia a incremento del EO, apuntando ademés a

caracter multifactorial de esta infeccion.

A partir de los resultados analizados y aquellos que argumentan la activacion de la
replicacion viral mediada por ERO (Cullen, 1991; Premanathan et al., 1997; Muller et al.,
2000) es que consideramos en la hipétesis de la presente investigacion € posible beneficio
de la terapia antioxidante, pudiendo considerar estos marcadores como indicadores de la
efectividad de la terapia asi como contribuir 1os mismos conjuntamente con |os marcadores
clinicos y de progresion de lainfeccién aun andlisis y valoracion integral de la respuesta al

tratamiento en pacientes VIH+.



Para la evaluacion de los indices dietarios se decidio emplear los niveles de ingesta en
lugar de las evaluaciones plasmaticas de los micronutrientes, [o que permitié reconocer las
deficiencias 0 no existentes en estos individuos,. La cuantificacion de los mismos en €
plasma no es del todo fidedigna debido a la multiplicidad de funciones que estos cumplen 'y
la asociacion a biomoléculas in vivo para su nretabolismo. A través de la evaluacién de los
niveles de ingesta se pudo evaluar € régimen dietario para estos individuos,
comportandose de manera homogénea para la poblacion pero no garantiza los niveles de
adecuacion segun las caracteristicas especificas de cada estado de evoluciéon de la
enfermedad. En €l caso de los individuos A3B3 el compromiso inmunol dgico es mayor, asi
como las enfermedades oportunistas y recurrentes lo que equivale a un mayor
requerimiento en el ambito de la mayoria de los indices rutricionales (Baum et al., 1992;
Castetbon et al., 1997; Macalan, 1999). En e caso de los niveles de energia, su
adecuacion, segun los requerimientos, ha sido evaluada por diversos autores como
importante en los eventos de pérdida de peso o desgaste fisico, reconocido como uno de los
primeros sintomas en los inicios de la caracterizacion de la enfermedad (Suttmann et al.,

1995; Macallan, 1998).

L os niveles de adecuacion de macro y micronutrientes han sido evaluados como béasicos en
el desarrollo fisiolégico unido al reconocido papel de la nutricidén en la sobrevivencia y
calidad de vida de los individuos VIH+, un bajo nivel de consumo de energia contribuye a
la pérdida progresiva de peso lo que constituye un mal pronéstico en la infeccion y las
ingestas bajas de vitaminas repercuten en la disminucion de los linfocitos T CD4 + (Baum

et al., 1992; Macalan et al., 1999; Semba y Tang,1999). Los resultados de esta evaluacion



permiten clasificar indistintamente a los individuos involucrados en el estudio con niveles
de adecuacion de exceso, adecuado, insuficiente y critico con respecto a todos los indices
nutricionales de ingesta teniendo en cuenta los grupos estratificados A2B2 y A3B3,
considerando su posible influencia en los marcadores del estado redox. Estos resultados
evidencian una deficiencia de moderada a severa en la ingesta de micronutrientes, por
debgjo de los requerimientos para estos individuos. No se evidenciaron diferencias
significativas (p<0,05) entre los grupos A2B2 y A3B3 para los indices nutricionales.
Teniendo en cuenta estos antecedentes se decidié tomar en lo adelante la poblacion VIH+
en estudio como un solo grupo para € andisis del efecto sobre éstos de las intervenciones

dietarias realizadas.

Alrededor del 90% de los nuevos casos de VIH+ aparecen en los paises
subdesarrollados. Aunque los mayores avances en las investigaciones sobre el VIH se han
dirigido a la comprensién de los procesos hioldgicos de la infeccion, alcanzandose en los
ultimos afios avances importantes en la terapia, € papel de la nutricion en la patogénesis
del VIH es ain la mayor laguna del conocimiento cientifico en esta patologia. La idea de
gue los hospederos malnutridos son mucho més susceptibles a la infeccion es

universalmente aceptada (Sembay Tang, 1999).

Al acanzar lainfeccion VIH/SIDA € estado de pandemia en los paises subdesarrollados,
donde son comunes los estados de malnutricion y donde los farmacos antirretrovirales no
estan disponibles o tienen precios muy eevados, la identificacion y correccion de las

deficiencias en micronutrientes adquiere una gran importancia.

El incremento de la frecuencia de oferta de vegetales, frutas y algunos alimentos ricos en

sustancias de reconocido carécter antioxidante durante 3 meses a 40 PVVIH, contribuyo a



elevar de forma significativa los indices nutricionales de ingesta de las vitaminas A, C, E,
frutas y vegetales en estos individuos, 10 que repercutié en € incremento de la capacidad
antioxidante, evidenciandose en la megjoria de indicadores como TAS, GPx y GSH en € 56
% de la poblacion. A pesar de esto, los pacientes mostraron valores de los marcadores del
estado redox celular que no acanzaron los detectados en los individuos sanos, lo que
sugiere e mantenimiento de un EO elevado. Entre los valores a tiempo 0 y 3 meses no se
detectaron diferencias en cuanto a la ingesta de energia, ni de macronutrientes. Se
evidencié diferencia significativa (p<0,05) en la frecuencia en la alimentacion de vegetales
y frutas como naranja, papa, tomate, platano, col, lechuga, calabaza y pepino, alimentos
estos ricos en flavonoides, terpenos, &cido fendlico y vitaminas y sus precursores, todos
ellos de reconocido carécter antioxidante. Este incremento en la ingesta de frutas y
vegetales puede explicar la mejoria que tuvo lugar en algunos marcadores del balance

redox en estos pacientes.

Una disminucion moderada no significativa de CD8'/CD38" fue detectada en los
pacientes VIH+ que participaron de este experimento. EI CD38 es una glicoproteina
transmembrana que se expresa en diferentes etapas de diferenciacion y maduracion de este
subtipo celular, estando asociado su incremento con la activacion celular y la movilizacion
intracelular de calcio. En algunas investigaciones la subpoblacion CD38 se encuentra en la
fase pre G-G; que sugiere un estado preapoptotico (Jackson et al., 1990; Aarhus et al.,
1995). Algunos autores han identificado subgrupos de pacientes VIH+ con bajos niveles de
CD8/CD38 que permanecen clinicamente estables, considerando € incremento en este
marcador como un mal prondstico en la progresion de la infeccion (Mahaingam et al.,

1995; Froebel et al., 2000). La relacion inversa no esta clara, sugiriendo una asociacion



entre los niveles de antioxidantes y el balance antioxidante-oxidante en el conteo de CD38.
Los mecanismos moleculares para explicar estos resultados no estan dilucidados pero
numerosos efectos farmacolégicos, reportados para las vitaminas antioxidantes y los
flavonoides, como: proteccion vascular, efectos antiinflamatorios, antitumorales y actividad
antihipertensiva pudieran estar relacionados con las observaciones clinicas (Fontham, 1994;
Chen et al., 1995; Olson, 1996; Pérez y Sanchez, 2001). El andlisis de distribucion
evidencia una tendencia significativa a la disminucion ce este indicador lo que resulta un

efecto positivo en estos individuos de la dieta empleada.

L os flavonoides poseen propiedades antioxidantes fundamentalmente caracterizada por
la captura de radical hidroxilo y anion superéxido, implicados ambos en la iniciacion de la
peroxidacion lipidica (Ungemach, 1987; Gardner, 1989; Hogg et al., 1992). Solamente un
ndimero limitado de estudios sobre la accion de los flavonoides en e ambito celular han
sido reportados (Whally et al., 1990; Négre-Salvayre y Salvayre, 1992; Nakayama et al.,
1993). Por lo que poco se sabe del mecanismo por € cual actan previniendo e dafio
oxidativo o incrementando las concentraciones de GSH (el cual es indispensable para la
reduccion de los peroxidos por la actividad de la GPx) o protegiendo contra la disminucion
de GSH en cooperacion con el acido ascorbico. Nagata y colaboradores en 1999, reportaron
su accion citoprotectora relacionada con la activacion de la GPx en cooperacion con €

sdenio.

Por otra parte, no se detectaron diferencias significativas (p>0,05) en cuanto a los
indices bioquimicos de funcion renal, hepatica y hemoquimica en los pacientes estudiados

en este periodo, lo anterior sugiere que la enfermedad no evolucion6 en grado tal que



produjera alteraciones en estos Organos y que € incremento en la ingesta de nutrientes

tampoco produjo ateraciones en € funcionamiento fisiol dgico.

L os resultados sugieren €l posible efecto beneficioso del empleo de antioxidantes
dietarios en el aumento de la capacidad antioxidante, tal y como ha sido descrito por otros
autores (Evans y Halliwell, 2001) aungue no hubo evidencias de proteccion contra € dafio
oxidativo a biomoléculas probablemente por la intensidad de la generacion de ERO,
durante € curso de la infeccion, o a que las cantidades de micronutrientes contenidas en
este régimen dietético fueron insuficientes para lograr recuperar € balance oxidante-

antioxidante.

Lo anterior unido a la tendencia significativa a la disminucion de CD8*/CD38" reafirma
el papel crucia que pueden jugar los micronutrientes en la patogénesis de la infeccién

causada por el VIH (Sembay Tang, 1999).

Teniendo en cuenta €l reconocido efecto que gercen los micronutrientes en e curso de
las infecciones virales (Beck, 2000) y en el VIH en particular, las evidencias de déficit
nutricional de estos pacientes y cOmo su correccién conduce a la mejoria de agunos
indicadores del balance redox; teniendo en cuenta ademas, que la relacion déficit de
micronutrientes/ingesta de micronutrientes es tan desproporcionada en esta patol ogia que se
hace préacticamente imposible alcanzarla alln con una dieta rica en este tipo de nutrientes es
gue se procedio a suplementar los individuos VIH+ con un producto antioxidante nacional
(Vimang®) evaluandose sus acciones a través de un ensayo clinico a doble ciego, vs.
placebo, garantizando mayores cantidades de sustancias antioxidantes de diferentes
caracteristicas de origen natural. En estudios preclinicos in vitro e in vivo este producto

demostré su potente carécter antioxidante incluso en comparacion con otras sustancias



naturales y comerciales o compuestos de referencia como Vit. C, E, b-carotenos o mezclas

deVit. Cy E (Sanchez et al., 2000).

En la caracterizacion inicial de los grupos placebo y Vimang® se evidencié que los
pacientes del grupo placebo tuvieron un valor medio de MDA inferior a los pacientes del
grupo Vimango (p<0,05), aspecto que no se manifestd en e resto de los marcadores y que
resultod del proceso de aleatorizacion. A los 6 meses se evidencié un efecto beneficioso de
la suplementacion en un 81% de los individuos del grupo Vimango, detectandose un
incremento de la capacidad antioxidante total. De este grupo € 43,9 % resultd en un
aumento simultdneo de la capacidad antioxidarte y la proteccion contra € dafio a las
diferentes biomoléculas. Este resultado contrasta con € 48,1% de los individuos del grupo
placebo que manifestaron un incremento de la capacidad antioxidante como consecuencia
del efecto compensatorio del sistema en respuesta al estimulo pro-oxidante crénico, en €
gue solo €l 2,5% de los cambios del sistema redox estuvieron asociados a un cambio
simultaneo de mejoria de los indicadores globaes de dafio oxidativo y las variables
asociadas a la proteccion de biomoléculas. Este Ultimo resultado es explicable considerando
el estado genera de |os pacientes en estudio y ademas valida €l andlisis sistémico realizado,
considerando la variacion conjunta de varios de los indicadores del estado redox. Estos
resultados se obtuvieron sin interferencias de los antioxidantes dietarios ya que no se

detectaron diferencias (p<0,05) en laingesta entre los grupos durante el periodo estudiado.

Los hallazgos anteriores corroboran en la clinica lo reportado previamente en la fase de
investigacion preclinica de este antioxidante (Sanchez et al., 2000, 2001a, 2001b, 2003)

donde se habia demostrado que la administracion oral de Vimango era capaz de producir



efectos antioxidantes sistémicos y sus efectos trascendian a organos tales como cerebro e

higado.

De notable importancia resulté € comprobar que tras e tratamiento con Vimango todos
los indicadores del balance redox analizados se modificaron de manera significativa
(p<0,05 0 p<0,01) evolucionando hacia valores cercanos a la normalidad (Tabla 111.11). El
indicador de dafio a ADN linfocitario (%F ADN) retorn6 a valores comparables a que se
aprecia en sujetos VIH-. Por otra parte, la megjoria detectada en cuanto a la recuperacion de
las concentraciones de GSH es también de gran relevancia. Ademas del impacto sobre los
sistemas antioxidantes que originan la disminucion de GSH, que en los pacientes VIH+ esta
asociada a la aparicion de enfermedades relacionadas con el EO crénico o la propia
disminucién crénica de GSH, como las cataratas o € incremento de la sensibilidad a la

toxicidad por farmacos (Pacey Leaf, 1995).

En la fase de estudios preclinicos se demostré que €l Vimango era capaz de gercer
efectos antioxidantes y una de las caracteristicas que contribuye a esta propiedad, es como
guelante de Fe. Reconociendo las posibles implicaciones de este elemento en |os eventos de
generacion de ERO es que consideramos que esta propiedad pudiera contribuir a resultado
obtenido, que sin duda es consecuencia de la accidon sinérgica entre los diferentes

constituyentes del producto (Sanchez et al., 2000).

Es conocido que € VIH afectael SNC originando alteraciones cognitivas y motoras en la
mayoria de los pacientes (Kolso y GonzédlezSerrano, 2000). Las células microgliales
constituyen un blanco importante de la infeccion por VIH y un sitio poco accesible para la
terapia antirretroviral (Nicolini et al., 2001). Sin embargo en la fase de estudios preclinicos

se demostré que € Vimango, administrado por via oral, era capaz de gercer efectos



antioxidantes a nivel de neuronas de la region CA1 del hipocampo (Sanchez et al., 2001a),

por lo que lo anterior seria un elemento que aportaria valores adicionales a esta terapia.

Los marcadores de progresion evaluados no evidenciaron @ambios en e conteo de
CD4, manifestdndose una estabilizacion de esta subpoblacion y de CD38, 1o que resultd
importante para la seguridad del estudio, teniendo en cuenta, la posible implicacion de los
mismos en un ma pronostico de la infeccion. En estudios recientes se ha puesto de
manifiesto que, para que cualquier terapia antiviral sea efectiva debe reducir los niveles de
CD38 y aumentar los CD4 (Vigano et al., 2000). La tendencia a la disminucion del CD95
gue tuvo lugar tras la suplementacion con Vimango (Fig. 111.9) puede ser un resultado
importante que necesite confirmacidn en nuevos estudios, donde se incremente el periodo

de suplementacion.

El efecto sobre los indicadores clinicos evidencio, conjuntamente con € no reporte de
reacciones adversas, el comportamiento inocuo del producto VimangO, sin efectos toxicos
en la funcién renal, hepética y hemoquimica en los pacientes en estudio. Estos resultados
demuestran por primera vez la inocuidad del uso sistematico (6 meses) de este extracto
natura en humanos portadores de VIH y contribuye a validar su uso en disrupciones

cronicas del balance redox en los mismos.

Estos resultados avalan la suplementacion, como una alternativa, para restaurar las
condiciones de hemostasia considerando bs efectos patoldgicos del virus y los efectos
adversos reconocidos de la terapia antirretroviral que pudieran estar relacionados con un

metabolismo oxidativo (Prakash et al., 1997; Vittecoq et al., 1998; Pujol et al., 2000).

El surgimiento de la terapia antirretroviral transformo la infeccién por VIH en una

enfermedad crénica mangjable. El éxito de esta terapia llevo a reconsiderar €l uso de una



terapia aternativa como la antioxidante. Sin embargo, ademés de otros inconvenientes €
uso de la teragpia antirretroviral esta limitada por su alto costo a arededor del 10% de los

individuos infectados en e ambito mundial (Kotler, 1998).

La aplicacion de la terapia antioxidante enfrenta numerosos retos, el principal continua
siendo la validacion clinica de su utilidad, mas que la especulacién tedrica de sus
potenciales beneficios. En este sentido, algunos estudios reportan mejorias clinicas con €
uso de antioxidantes en pacientes VIH+ (Roederer et al., 1990; Harakeh et al., 1990; Cirelli
et al., 1991; Roberts et al., 1995; Delmas-Beauvieux et al., 1996) y otros no encuentran
evidencias de beneficio (Clotet et al., 1995; Coodley et. al., 1996; Chen et al., 1997). La
principal limitante de estos estudios ha sido € no abordaje de un conjunto de variables que
permitan conocer de manera integral la incidencia de la terapia sobre el sistema redox, €l

sistema inmunol dgico e indicadores de progresion de la enfermedad.

El presente estudio si permitié conocer tanto los efectos del incremento en
micronutrientes dietarios como la suplementacion antioxidante sobre indicadores de varios
componentes del sistema redox e indicadores inmunoldgicos estrechamente
correlacionados con la replicacion viral y la progresion de la infeccion. Lo anterior permite
dar una respuesta més integral sobre los mecanismos por |os que dicha terapia pudiera estar

actuando (Fig. IV.1).

Otro aspecto clave ampliamente debatido y a que debe responder el empleo de la terapia
antioxidante es @ hecho de que los antioxidantes pueden inhibir la apoptosis de células T
infectadas contribuyendo a perpetuar reservorios virales o a incrementar la produccién
viral. Es importante dominar que las determinaciones de VIH en sangre de individuos

infectados ha permitido conocer que tipicamente solo un porcentaje bajo (0,01- 0,1%) del



total de células sanguineas mononucleares y células de los linfonodos son las infectadas
(Jaworoski y Crowe, 1999). Aun en las células infectadas, € VIH a través de la induccion
de la sintesis de proteina pro o anti apoptéticas gerce un control sobre este proceso en

dependencia del estadio de lainfeccion (Kaplan et al., 1998).

Lo explicado anteriormente junto a otros resultados experimentales han puesto en
evidencia gque las células infectadas inducen el proceso apoptdtico en células no infectadas
y que ademés € VIH y las infecciones oportunistas, por mecanismos directos o indirectos,
originan un ciclo que favorece € ambiente pro-oxidante, la replicacion viral, €
debilitamiento de los sistemas antioxidantes y la progresién de la enfermedad (Pace y Leaf,
1995). No menos importante resulta e hecho de que e ambiente pro-oxidante puede
contribuir a la mutacion del ARN viral, lo que undio a las mutaciones que introduce la
trancripatasa reversa implicaria formas mas resistentes a la terapia (Schweizer y Peterhans,

2000).

Por otra parte, la trandocacion de NF-?B a nicleo es un paso obligado para € proceso
de replicacion vira y puede iniciarse tanto por la accion de agentes oxidantes sobre 7B

como por Tat, lipopolisacaridos bacterianos, citoquinas y otros agentes (Kotler, 1998).

En este ambito, podemos sefidar que existen evidencias experimentales recientes de que
el mecanismo de activacion de NF-?B es inhibido por e VimangO (R. Delgado,
comunicacion personal, 2003), lo cual contribuiria a impedir la replicacion viral.
Adicionalmente la mejoria que se pudo apreciar en los pacientes en cuanto a indicadores de
dano oxidativo a biomoléculas (Tabla 111.11) contribuye significativamente a romper €
ciclo degenerativo sistémico que tiene lugar tras la infeccion. Por otra parte, la medicion de

indicadores inmunoldgicos como CD38/CD8 estrechamente correlacionado con la carga



viral, demuestra que en los pacientes estudiados con incremento de antioxidantes dietarios
hay una tendencia a su disminucién. Es probable que un tratamiento més prolongado con
este antioxidante o la aplicacion de terapias combinadas (antirretrovirales, VimangO,

dieta) produzca efectos beneficiosos adicionales.



CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

L os resultados han permitido arribar a las siguientes conclusiones:
Conclusiones

1. Los pacientes VIH+ cubanos del régimen sanatorial manifiestan deficiencias en los
sistemas antioxidartes (bajos valores de GSH y GPx) y evidente dafio oxidativo en
las biomoléculas (altas concentraciones de MDA, OT y % F ADN) lo cua indica
gue estan bajo un severo estado de desbalance redox. La subpoblacion T CD4+ esta
disminuida y CD38+/CD8+ y CD95 incrementados. Por otra parte, desde el punto
de vista nutricional la deficiencia mas seria se corresponde con |os micronutrientes,
los que solo acanzan como promedio e 52-55% de la dosis diaria recomendada.

2. El incremento de la ingesta de micronutrientes dietarios mejora € balance redox en
el 56% de los pacientes, manifestandose un efecto positivo en las variables TAS,
GPx y GSH. Los porcentajes de adecuacion media ascienden a un 56% de la dosis
diaria media recomendada para este tipo de pacientes y no se producen
modificaciones en las variables inmunol dgicas analizadas.

3. La suplementacion con @ VimangO, por un periodo de 6 meses, mejoré los
sistemas antioxidantes (SOD, GPx ,GSH) y disminuy6 los indicadores de dafio a
biomoléculas, acanzandose en el caso del % F ADN vaores normaes. Las
variaciones de los indicadores globales de actividad antioxidante junto a variaciones
positivas de marcadores de dafio a biomoléculas, tienen lugar en un 43,9% de los
pacientes tratados con VimangO frente a un 2% de los tratados con placebo. Este
tratamiento no ocasiond la aparicion de efectos adversos o reacciones colaterales y

produjo una tendencia significativa a la disminucion de CD95.



Recomendaciones

1. Redizar @ estudio de suplementacion con VimangO en individuos VIH+ por un
periodo de ad menos un afio incluyendo en € sistema diagnéstico la medicién de la

cargavira y laevauacion de la calidad de vida.

2. Redizar un estudio fase Il combinando la terapia antirretroviral con la terapia

antioxidante (VimangO).

3. Redlizar una estrecha vigilancia nutricional sobre los pacientes VIH+ ambulatorios y en

régimen sanatorial con vistas aindicar las medidas correctivas adecuadas.
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ANEXOS
Anexo 3
CLASIFICACION DE LOSINDIVIDUOS CON VIH/SIDA SEGUN CDC 1993

Categorias clinicas
Categorias segun conteo

absoluto delinfocitos T CD4+ A B C

1). >=500 cel /mm?® Al B1 Cc1
2). 200-499 cel /mn? A2 B2 C2
3). < 200 cel /mm® A3 B3 C3

Categorias Clinicas

A

- Infeccidn asintomatica por VIH
- Infeccionprimaria
- Linfadenopatia persistente generaizada (LPG)

B Sintomético (no condicién A o C)

- Angiomatosis bacilar

- Candidiasis orofaringea

- Candidiasis vulvovaginal: persistente por mas de 1 mes o que responde pobremente al
tratamiento.

- Displasiacervica severao carcinomain situ

- Enfermedad pélvica inflamatoria

- Herpes zoster: mas de 2 episodios 0 mas de 1 dermatoma

- Leucoplaguia vellosa oral

- Listeriosis

- Neuropatia periférica

- Pdrpuraidiopatica trombocitopénica

- Sintomas constitucionales, como fiebre (>38,5°) o diarrea por més de 1 mes.

C (Situaciones Clinicas Diagnosticas de SIDA)

- Candidiasis traqueal, bronquial o pulmonar

- Candidiasis esofégica.

- Carcinoma cervica invasivo

- Coccidiomicosis diseminada (en unalocalizacion diferente o ademas de los pulmonesy
los ganglios linfaticos cervicales o hiliares).



- Criptococosis extrapulmonar.

- Criptosporidiasis con diarreas de méas de un mes

- Infeccién por Citomegalovirus, de un 6rgano diferente del higado, bazo o ganglios
linféticos, en un paciente de edad, superior a un mes.

- Retinitis por Citomegalovirus.

- Encefaopatia por VIH.

- Infeccién por virus de Herpes simplex que cause una Ulcera mucocutanea de mas de un
mes de evolucion, o bronquitis, neumonitis o esofagitis de cualquier duracion, que
afecten a un paciente de més de 1 mes de edad.

- Histoplasmisis diseminada (en unalocalizacién diferente o ademés de los pulmones y
los linféticos cervicales o hiliares).

- |sosporidiasis crénica (>1 mes).

- Sarcomade Kaposi.

- Linfoma de Burkit o equivalente.

- Linfomainmunoblastico o equivaente.

- Linfoma cerebral primario.

- Infeccién por Mycobacterium avium-intracellulare o M. Kansasii diseminada o
extrapulmonar.

- TBC pulmonar.

- TBC extrapulmponar o diseminada

- Infeccidn por otras micobacterias, diseminadas.

- Neumonia por Pneumocystis carinii.

- Neumoniarecurrente.

- Leucoencefalopatia multifocal progresiva.

- Sepsisrecurrente por especies de Salmonella diferentes de S. typhy.

- Toxoplasmosis cerebral en un paciente de mas de 1 mes de edad.

- Sindrome de desgaste

Afecciones clinicas aceptadas por la OMS para Europa en 1993 incluyendo la clasificacion
de 1986y 1987.



ANEXO 7

CONSENTIMIENTO INFORMADO

El VimangO es un suplemento nutricional desarrollado por € Centro de Quimica
Farmaceéutica, que cuenta con propiedades antiinflamatorias y analgésicas declaradas y una
potente actividad antioxidante. Este suplemento puede ser administrado a personas con
deficit nutricional y en aquellos en que la enfermedad diagnosticada este relacionada con €l
estado de estrés oxidativo. Los estudios ethofarmacol 6gicos realizados a producto han
demostrado su inocuidad y su efectividad en el tratamiento de diversas enfermedades con
bases inflamatorias.

Con € objetivo de evaluar la efectividad de este suplemento en e tratamiento del
paciente VIH/SIDA, se ha disefiado un ensayo clinico que incluye dos grupos de
tratamiento (VimangO y Placebo) a los cuales usted podré ser asignado de forma aleatoria.
El tratamiento sera administrado por via ora y tendré una duracion de 6 meses.

Se me ha informado que seré incluido en € protocolo y deberé asistir a 7 consultas
médicas planificadas para evaluar la sintomatologia clinicay a 3 extracciones de sangre,
una antes de comenzar €l tratamiento que sera considerada como el valor inicial y alos 21y
180 dias. Estas extracciones se realizaran con e fin de evaluar € efecto en la restauracion
de la capacidad antioxidante y la seguridad toxicolgica, asi como medir la repercusion del
tratamiento en los marcadores de progresion de la enfermedad.

Igualmente se me ha informado que puedo aceptar 0 no, y una vez aceptado, puedo
abandonar € tratamiento en cualquier momento sin que esto signifique problema alguno
para continuar mi atencion. La informacion obtenida serd del conocimiento de los médicos
e investigadores participantes en € ensayo y los datos personales de los pacientes no serén
divulgados.

De acuerdo a las informaciones recibidas, se me ha solicitado el consentimiento de
participacion y se han respondido mis preguntas y aclaradas mis dudas, por tanto he
aceptado mi inclusion y para que asi conste firmo conjuntamente con los investigadores
principales.

Nombrey Apellidos del Paciente: Firma

Investigadores Principal es: Firma:




Anexo 8. Encuestas nutricionales

Ante todo MUCHAS GRACIAS por haber aceptado prestar su apoyo a esta investigacion.
La siguiente encuesta tiene € objetivo de recoger € consumo total de aimentos
consumidos por el paciente, en cada dia sefidlado. Sélo Usted, mediante su importante
cooperacion y exactitud en sus anotaciones, nos permitird conocer s € paciente es
alimentado en forma adecuada para su estado de salud actual.

Para su completamiento, usted serd instruido por e personal que llevard a cabo la
investigacion. Para comenzar bastard completar primeramente los datos que nos aportan
una informacion general del paciente. En la segunda parte de la encuesta Usted debera
anotar la hora en que fueron consumidos € o los alimentos, que fue lo ingerido, asi como la

cantidad servida. Al finalizar debe anotar la cantidad aproximada que no ingirio.

Piense detenidamente antes de escribir sobre las cantidades de aimentos que le fueron
servidos y los que no ingiri6. Tenga presente que incluye lo consumido tanto en € comedor
del sanatorio, como lo que consumio en la casa, le agradeceriamos que dieralainformacién

mas precisa posible.

A continuacion le sugerimos algunas ideas de como efectuar mediciones por apreciacion

para después remitirlo a la encuesta:

Usted dispondra de las siguientes medidas:

Tamanos: G= Grande; M= Medio; C= Chico

Tipo: CU= Cuchardn; E = Espumadera; CA = Cuchara; CP = Cucharita; V = Vaso; TC =
Tazade café, T = Taza de café con leche.

En caso de no gjustarse la medida por favor usar laletra D = Diferente.

Siempre que ponga “D” tiene que anotar a dorso la medida que se usd gjemplo:
Frutabomba 1D = Frutabomba 1 tajada grande

Cerveza 3D = 3 botellas de cerveza

Cuando se refiera a alimentos liquidos, especifigue la cantidad en vaso pequefio, mediano o

grande.



En caso de cualquier tipo de carne, debe decir € tamafio aproximado de la racién (pequefio,

mediano o grande) y €l tipo de coccidn (gjemplo: frito, asado, en salsa, picadillo, etc).

En caso de las aves debe anotar que parte del ave fue consumida (g emplo: pechuga, muslo,

efc.).

Si consume helado especifique s estaba derretido, semiderretido o congelado y por

supuesto la cantidad.

Cuando lo consumido es o ofrecido en el comedor del sanatorio, no especifique la cantidad

servida, sdlo lo que no es consumido. En caso de que sea comida elaborada en la casa u

otro lugar, entonces aflada de ser posible, los ingredientes de la receta en la parte |11 de la

encuesta

Seguidamente, le mostramos un g emplo para que le sirva cuando vaya a llenar la encuesta.

HORA
8:10 am

9:15 am

12: 30 pm

3:45 pm

7:20 pm

10:15 pm

ALIMENTOS

Leche ¢/ chocolate
Pan

Refresco de fresa

Arroz(comedor)

Frijoles (comedor)
Ensalada de col (comedor)
Mermelada de mango

Mani molido

Arroz ¢/ mortadella
Sopa de pollo
Boniato

Pepino

Leche

CANTIDAD SERVIDA | CANTIDAD DEJADA

1V G (vaso grande) 2 dedos
1M (1unidad mediana) | 1 cuarto

1V C (vaso chico) -

- 2 CA (2 cucharadas)

- 4 CA
- la mitad
Y2 VG (1/4 vaso grande) -
Tamafio mediano -
3 E ( 3Espumaderas) la mitad
2 CU ( 2 cuchardn) -
1M (1 mediano) més de la mitad
4 CA ( 4 cucharadas) todo
1V M 3 dedos



Registro de Alimentos

Datos Generales:

Nombrey Apellidos: edad:
Sexo: peso: kg talla: cm
codigo: fecha:
seencontraba en el sanatorio s no
[1. CONSUMO DE ALIMENTOS:
HORA ALIMENTOS CANTIDAD CANTIDAD GRAMOS*
SERVIDA DEJADA
*Parallenar por € encuestador
I11. Descripcion de las recetas utilizadas:
Receta 1 Receta 2
Nombre de lareceta Nombre de lareceta
Tamario de la porcion Tamafio de la porcion
Ingredientes  Cantidad Ingredientes Cantidad

Ea A

Ea A




Anexo 9. ENCUESTA DE FRECUENCIA ALIMENTARIA (ESCALOGRAMA)

Sefide la frecuencia con que ingirid los siguientes alimentos en los Ultimos 7 dias (entre O-
21 veces ala semana).

Cereales. Arroz Pan Galletas Maiz Pizza Espaguetis

otros ¢Cudes? veces

Tubérculos: papa  yuca _ boniato
malanga otros ¢Cuales? VECes

L eguminosas: frijoles
negros colorados chicharos otros__ ¢Cuales? VECes

Céarnicos. canederes _cerdo  pollo  pescado  pic. Soya masa carnica

Huevos: veces

Frutas:

mango guayaba __melon pifia__ frutabomba anén  naranja chirimolla_
mamey___ otras ¢Cudes? VECEeS

Vegetales:

lechuga _ col zanahoria___habichuela  pepino_ calabaza tomate
Otras ¢Cudles? VEeces

Dulcesy postres. ¢Cuéles? veces ¢Cuales? veces
Jugosy refrescos: ¢Cuaes? Veces ¢Cuales? veces
Bebidas: té café  otrainfusiéon ¢Cuaes? veces
Alimentosfritos: ¢Cudles? VECes

Otros alimentos: ¢Cudes? veces

Tipo de grasa que utiliza: manteca aceite



TABLAS

Tablal. 1 Evidencias de dafio oxidativo a biomoléculas y deficiencia de antioxidantes
en pacientes VIH/SIDA.

Lugar NPE
Grenoble, 43
Francia
Buenos 20
Aires,

Argentina

Bonn, 102
Alemania

Stanford . 204
EEUU

Texas, 14
EEUU

Toronto, 29
Canada

Toronto, 49
Canada

Referencia
Favier et al. (1994)

Criterios de evaluacion *
Glutation  peroxidasa en  plasma,
malondialdehido en plasma, hidroperdxido
en plasma

Capacidad antioxidante total en plasma, Repettoet al. (1996)

superoxido dismutasa en eritrocitos,
glutatién en plasma

Look et al. (1997)

Glutation peroxidasa en eritrocitos,

glutation y selenio en suero

Glutatiéon en plasma Herzenberg et al. (1997)

Estado antioxidante total e hidroperdxidos| McLemoreet al. (1998)
en suero

Glutation en linfocitos, Cisteina en| Walmsley et al.(1998)

linfocitos

Peréxidos lipidicos en plasma, Etano en el |  Allardet al. (1998a)

aire expirado

Leyenda: NPE: Numero de pacientes estudiados

* Los valores medios de la concentracion de los diferentes marcadores reportados en los
individuos seropositivos a VIH son estadisticamente diferentes a los valores medios de
concentracion de estos indicadores anaizados en individuos sanos segiin cada experimento

(p<0,05).



Tablal. 2 Evidencias de deficiencia de micronutrientes en pacientes VIH/SIDA.

Lugar Grupo de riesgo
New York,| Adultos heterosexuales

EEUU

Batimore/ Hombres homosexual es

Washington,

EEUU

Miami, Hombres homosexuales
EEUU

Malawi Mujeres embarazadas

New York, Nifos
EEUU

Kenya Mujeres embarazadas

Baltimore, Personas que usan

EEUU drogas inyectables

Leyenda:

NPE
64

311

100

338

24

205

126

NPE: NUmero de pacientes estudiados
* Determinaciones realizadas en suero o plasma
Valores de referencia normales segun Skurnick et al. (1996):

Zn 10,7- 18,4 nM; R-carotenos 1,5-5,6 niv

Vit. E 14-35nM; Vit. A 0,87-2,62 niV

Criterios de evaluacion *

Vitamina A< 0,87V
Vitamina E<14 niv
Zinc< 10,7 nivi

Vitamina A< 1,05 mv
Vitamina E<11,6 nM

Vitamina A< 1,05 mv
Vitamina E<5 miv
Zinc< 11,5 nM

Vitamina A< 1,05 miv

b caroteno <0,1 niM

Vitamina A< 0,07 mv

Vitamina A< 1,05 mivi

Referencia

Skurnick et al. (1996)

Tang et al. (1997)

Beach et al. (1992)

Sembaet al. (1994)

Omeneet al. (1996)

Jonh et al. (1997)

Sembacet al. (1993)



Tabla 1.3. Evidencias de estudios controlados de intervencion nutricional y

suplementacion antioxidante en pacientes VIH/SIDA.

Lugar
Durban,
Sudéafrica
Portland,
EEUU

Korea

Bonn,

Alemania

Cape Town,
Sudéafrica

Dar Es

Salaam

Toronto,
Canada

Itaia

Stanford,

EEUU

Stanford,
EEUU

NPE: NuUnero de Pacientes Estudiados

Grupo de

riesgo
Nifios

Adultos

Adultos

Adultos

Nifios

Mujeres

embarazadas

Adultos

Adultos

Adultos

Adultos

NPE

28

72

16

24

75

1075

49

246

81

Intervencion

Vitamina A dosisdiaria

gjustadaalaedad 6 meses

b-caroteno 180 mg diarios

3 meses

Ginseng rojo koreano
5,4 g diarios durante

4 afos

Selenio500 mg +

N acetilcisteina 600 mg

diarios por 6 meses

Vitamina A 60 mg
2 dias

Multivitaminas + Vitamina

A (1,5 mg)/ b-caroteno (30

mg), Vitamina A/ b-

caroteno 6 meses

Vitamina C ( 1g) y E (800

mg) diarias por 3 meses

Sulfato de zinc
200 mg diarios 30 dias

N-acetilcisteina

(2,3-8,8 mq) diarios

8 meses

N-acetilcisteina
(8,0 mg) diarios por
8 semanas

Criterios de evaluacion

~ diarrea

Linfocitos T CD4+
( no cambio)

- linfocitos T CD4+
~ linfocitos T CD8+

Tendenciaal -
linfocitos T CD4+
Cargaviral

sin alteracion

- linfocitos T CD4+
después de 1 mes

" mortalidad fetal y
bajo peso en recién

nacidos

Referencia

Coutsoudis et al.
(1995)
Coodley et al. (1996)

Choet al. (1997)

Look et al. (1998)

Hussey et al. (1998)

Fawzi et al. (1998)

~ peroxidacion lipidica | Allard et al. (1996)

" cargavira

~ morbilidad de la
infeccion

- glutation en sangre
total

- sobrevivenciaen dos

anos

- glutation en sangre
total

Mocchegiani et al.
(1995)
Herzenberg et al.

(1997)

De Rosaet al. (2000)



Tablall1.1 Caracteristicasy porcentajes de CD4"y CD8" en grupo control y VIH+

Grupo n
VIH 40
VIH+ 85

VIH+A2B2 46

VIH+A3B3 39

Leyenda:

estratificados segun clasificaciéon CDC 1993.

Edad
(afos)
25-45
25-47
20-45

26-47

Sexo

18

36

20

18

M

22

49

26

21

CD4+ (%)

Media (Intervalos)

41 (37-45)
15 (9-21)°
17 (11-17)°

9 (5-13)°

VIH- individuos seronegativos a VIH (grupo control)
VIH+ individuos seropositivos a VIH
VIH+ fueron divididos en dos grupos A2B2 o A3B3 segun criterios CDC1993

La determinacién del conteo relativo de las subpoblaciones linfoides CD4 y CD8 se realizo

en un citometro de flujo empleando sangre total.

CD8 + (%)
Media (Intervalos)
30 (26-34)°
58 (46-70)°
53 (37-69)°

61 (49-73)°

Valores con letras como superindice diferente, indican diferencias significativas dentro de
lamisma serie (p < 0,05)



Tablalll. 2 Indices bioquimicos clinicos del grupo VIH total y estratificado.

Grupos
Variables Referencia VIH+ A2B2 A3B3
No de pacientes - 85 46 39
Hemoglobina (g-L™%) 110-150 122 + 20 126+ 14 | 106+ 10
Hematocrito (%) 37-50 40,5+ 4,7 431+43 | 401+21
Eritrosedimentacion (mm) 10-20 20,2+50 25853 22,8130
Leucocitos (U-10°-mm™) 4-10 5-8 5-6 5-7
Polimorfonucleares (%) 40- 74 48-50 42-45 40-42
Linfocitos (%) 19- 48 50-55 51-56 42-45
Monocitos (%) 6 2-3 1-2 1-2
Eosindfilos (%) 4 3-4 2-3 3-4
Plaguetas (U-10°-mm®) 280 218 + 11 206+ 9 189 + 12
ALT (U-LH 40 31,3+53 242+65  21,7+38
Acido Urico (UM) 142-416 331+ 15 325+17 | 325+17
Creatinina (UM-L?) 44-106 81,3+37 | 849+43  806+31
Proteinas totales (g-dL™) 6,6-8,7 896+271 | 94+106  834+211
Albimina (g-dLY) 355 467+043 | 451+054  4,05+0,72

Leyenda:
VIH+ individuos seropositivos a VIH
ALT: Alanina amino transferasa

L as determinaciones de hemoglobina, leucograma con diferencial, hematocrito, € conteo
de plaquetas y eritrosedimentacion se realizaron en sangre total y las determinaciones de
ALAT, creatinina, &cido Urico, albiminay proteinas totales se realizaron en suero.

Nota:

A2B2 y A3B3 subgrupos de PVVIH segun clasificacion del CDC 1993.

Los valores se representan como la media + la desviacion estandar (DE)

No se detectaron diferencias significativas (p>0,05) en la comparacion de los valores entre
el grupo A2B2 y A3B3.



Tablalll. 3 Coeficientes de correlacion entrelos indices del estado redox y los
mar cador es inmunolégicos en un grupo de PVVIH.

Mar cadores
inmunolégicos/ CD4" CD95 CD8"
Indices redox
MDA* -0,90 +0,89 +0,73
SOD* -0,81 +0,72 +0,67
PP* -0,79 +0,71 +0,64
TAS* +0,86 -0,80 -0,74
GSH +0,21 -0,32 -0,19
GPx +0,26 -0,29 -0,15
oT -0,33 +0,51 +0,46
% F ADN -0,71 +0,42 +0,38

Leyenda:

Los valores representan el coeficiente de correlacion de Pearson.

El asterisco (*) representa correlacion significativa (p<0,05)

TAS. Estado Antioxidante Total; GPx: Glutation Peroxidasa; SOD: Superdxido
Dismutasa; OT: Organoperoxidos Totales; MDA: Malonildialdehido; GSH: Glutation
Reducido; % F ADN: Porcentaje de Fragmentacion del ADN.

La evaluacion de TAS, PP, MDA, GSH y OT se redizd en suero, la evaluacion de la
actividad enzimética de SOD y GPx en eritrocitos y € % F ADN se determind en
linfocitos.

El conteo de linfocitos T CD4+, de CD8/CD38 y CD95 se realizd en sangre total

empleando un citémetro de flujo.



Tablalll. 4 Ingestadietariay caracteristicas antropométricas en individuos

VIH/SIDA.

Variables
No de pacientes
Energia (kcal-d™t)

Proteinas (g- d'*)
Lipidos (g- d™)
Carbohidratos (g- d™*)
Frutas y vegetales (g- d™)
Vitamina A (LQ)
Vitamina C (mg)
Vitamina E (mg)

Talla(cm)
Peso corporal (kg)

Indice de masa corpora (kg-nt)

Leyenda:

VIH+ individuos seropositivos a VIH

VIH+
85
2883 + 250,6

94,60+ 11,7
93,27+ 21,4
4215+ 51,8
2226+ 91,5
789,4 + 330,1
70,5+ 29,3
7,87+ 1,29
164,2+ 18,1

67,3+5,18
24,81 + 3,25

Grupos
A2B2

46

2730 £ 311,4
[2680]
91,72 + 10,26
[100]
96,36 + 19,24
[66]

390, 2 + 43,6
[435]
218,1 + 86,2

790,3 + 314,1
[1950]
69,8 + 27,2
[250]
7.72+1,40
[100]
183,6 + 10,2
68,07 + 3,41
24,33 + 3,60

A2B2y A3B3 subgrupos de PVVIH segun clasificacion del CDC 1993,

A3B3
39

2895 + 412,5
[3450]
97,14+ 11,3
[130]
93,20 + 26,62
[77]
4332+ 48,1
[560]
226,2 + 90,4

781,5 + 303,7
[2000]
80,2 £ 30,6
[500]
8,01 +2,11
[150]
160,4 + 12,5
65,4 + 4,22
25,35 + 4,98

Los indices nutricionales de ingesta fueron obtenidos del procesamiento de encuestas

aplicadas durante 7 dias en e sistema CERES, versiéon 5, 1997.

Nota: Los valores entre [ ] representan |os requerimientos para los grupos segin Baum et

al. 1992.



Tablalll.5Indicesclinicosen el grupo VIH+ al inicioy alos 3 meses del estudio de
intervencion dietética con incremento en la oferta de alimentosricos en
micronutrientes antioxidantes.

I ndlicador Tiempo n Media+ DE p
(meses)
. -1 0 40 128 + 14,5 0,41
Hemoglobina (g-L) 3 6 132+ 141
, 0 40 42,3 + 4,36 0,35
0 L) k) )
Hematocrito (%) 3 36 450 + 4.50
. , . 0 40 25,9 + 9,35 0,12
Eritrosedimentacion (mm) 3 6 182+ 124
. 83y |0 40 5-6 0,51
Leucocitos (U-10°-mm ) 3 6 57
. 0 40 44-55 0,66
I f I % ’
Polimorfonucleares (%) 3 36 4457
Linfocitos (%) 0 40 51-67 0,37
3 36 48-65
Monocitos (%) 0 40 1-2 0,62
3 36 2-3
g 0 40 2-3 0,32
0 )
Eosindfilos (%) 3 6 45
o U10%-mm 0 40 210+ 52,2 0,16
aquetes (U-10°mmi™) 3735 223+ 61,5
e 0 40 24,3+ 3,52 0,25
ALT (UL7) 3 36 28,7+ 4,82
. 0 40 325+ 18,7 0,09
Acido trico (uM) 3 36 304+ 21,3
Creatlnlna(ul\/l _L—l) 0 40 84,9 + 8,61 0,24
3 36 81,5+ 7,42
] . 0 40 8,74+ 2,05 0,46
Pr dLt ’ : ’
oteinas totales (g-dL™) 3 36 843+ 158
. el 0 40 4,65 + 0,45 0,53
Albumina (g-dL™) 3 6 488+ 0,37

Leyenda:

Los valores se representan como media + la desviacion estardar (DE)

n: nUmero de sujetos analizados

ALT: Alaninaamino transferasa

L as determinaciones de hemoglobina, leucograma con diferencial, hematocrito, € conteo
de plaquetas y eritrosedimentacion se realizaron en sangre total y las determinaciones de
ALAT, creatinina, &cido Urico, albiminay proteinas totales se realizaron en suero.

p: probabilidad resultante de la comparacion de cada indicador atiempo O con respecto a su
variacion alos 3 meses.



Tablalll.6 Indicadores del estado redox celular en grupo control, y en el grupo
VIH+ al inicioy a lostres meses del estudio de intervencion dietética con
incremento en la oferta de alimentos ricos en micronutrientes
antioxidantes

I ndicador Tiempo n Mediat DE

(meses)

control 40 1,693 + 0,2042

TAS 0 40 0,834 + 0,188°

(mM Trolox)

3 35 1,038+ 0,110°

control 40 39,32 + 5,5812

GPx (U-gHb) 0 40 20,40 + 4,372°

3 36 28,63+ 4,357°¢

control 40 1,120 + 0,050

SOD (U- gHb) 0 40 1,585+ 0,194°

3 36 1,368 + 0,391°

control 40 2499 + 56,982

OT (nM) 0 40 5424 + 277,5°

3 36 401,9 + 273,9°

control 40 1,740 + 0,050

MDA (M) 0 40 2,989 + 1,424°

3 35 2,024 + 1,004°

control 40 7575 + 142,22

GSH (mg-L™) 0 40 120,9 + 74,01°

3 36 321,2 + 169,7°

control 40 6,300 + 0,1042

%F ADN (%) 0 40 7,196+ 1,161°

3 36 7,296 + 1,894°

Leyenda:

Grupo control individuos seronegativos a VIH

Nota: Los vaores de cadaindicador a tiempo 0y 3 meses son en individuos seropositivos a VIH
TAS:. Estado Antioxidante Total, GPx: Glutation Peroxidasa, SOD: Superéxido Dismutasa, OT:

organoperoxidos totales, MDA: Malonildialdehido, GSH: Glutation reducido, % F ADN:
Porcentgje de Fragmentacion del ADN.

La evaluacion de TAS, PP, MDA, GSH y OT se rediz6 en suero, la evaluacion de la actividad

enzimética de SOD y GPx en eritrocitosy € % F ADN se determind en linfocitos.

Diferentes letras como superindice indican diferencia significativa (p< 0,05) comparando los

valores del grupo control con € grupo VIH+ en cada medicion.



Tablalll.7 Andlisisglobal considerando cambios simultaneos en lasvariablesredox y
nutricionales alos 3 meses del estudio de intervencion nutricional con
incremento en la oferta de alimentos ricos en micronutrientes
antioxidantes.

Evaluacion global
Fracaso ® Exito® Total
N1 (%) 11 (32) 25 (68) 36 (100)
N2 (%) 15 (42) 21 (56) 36 (100)

Leyenda:

a Fracaso en € efecto de laingesta dietariaen el tiempo Oy alos 3 meses.
b Exito en & efecto de laingesta dietariaen e tiempo 0y alos 3 meses,

N1 (%) Representa € numero de pacientes que manifiestan variacion de las
variables TAS, vitaminas A, E, C y frutas y vegetales y el porcentgje del
total.

N2 (%) Representa € numero de pacientes que manifiestan variacion de las
variables TAS, GPx, GSH, vitaminas A, E, C y frutas y vegetales y €
porcentaje del total.

Nota:

La evauacion de TAS, PP, MDA, GSH y OT se rediz6 en suero, la evauacion de la
actividad enzimética de SOD y GPx en eritrocitos y € % F ADN se determiné en
linfocitos.

Los indices nutricionales de ingesta de vitaminas, frutas y vegetales fueron obtenidos del
procesamiento de encuestas aplicadas durante 7 dias en € sistema CERES, version 5, 1997.

La magnitud de |a diferencia Exito / Fracaso para N1 fue: 36,0% con p = 0,025, € intervalo
del vaor de este indicador a un 95% de confianza fue de (24,8 — 48,2%) en favor del
incremento de la ingesta de micronutrientes.

La magnitud de |a diferencia Exito / Fracaso para N2 fue: 14,0% con p = 0,042,  intervalo
del valor de este indicador a un 95% de confianza fue de (7,7 — 20,3%) en favor del
incremento de la ingesta de micronutrientes



Tablalll. 8 Ingestadietariay caracteristicas antropométricas en individuos VIH+ al

inicio y alos 3 meses del estudio de intervencion dietética.

Indicador

Energia (kcal- d%)
Protefna (g- d})
Grasa(g- d})
Carbohidratos (g- d%)

Vegetalesy frutas (g- d )
Vitamina A (ug)

Vitamina E (mg)

Vitamina C (mg)
Peso Corpora (kg)

Talla(cm)

Indice de masa corpora

(kg- m?)

Tiempo
(meses)

WO WO WO WO WO WO WOoOwo wo wo wo

Leyenda: n: ndmer o de sujetos analizados

n

40
36
40
36
40
36
40
36
40
36
40
36
40
36
40
36
40
36
40
36
40
36

Media+ DE

2662 *+ 656,5
2714 + 648,7
92,10 + 10,14
87,90 + 19,77
94,31+ 12,97
94,62 + 21,90
405,4 + 49,32
365,3 + 109,4
210,7 +110,4
373,97 + 138,6
655,89 + 123,3
787,4+178,3
7,15+ 1,27
9,71+ 1,22
69,83 + 27,61
115,5+ 39,3
68,50 + 9,10
70,60 + 8,56
189,5+ 9,54
190,7 + 9,37
19,07+ 3,23
19,55+ 2,59

0,237
0,279
0,538
0,196
0,0079
0,0027
0,0057
0,010

0,682

0,874

0,478

Los indices nutricionales de ingesta fueron obtenidos del procesamiento de encuestas
aplicadas durante 7 dias en € sistema CERES, versiéon 5, 1997.

p: probabilidad resultante de la comparacion de cada indicador atiempo 0 con respecto a

los 3 meses.

Los valores se representan como la media + la desviacion esténdar



Tablall1.9 Caracteristicas de los pacientes, variables antropométricas e ingesta
dietaria por grupos al inicio del tratamiento (tiempo 0).

Variables Placebo Vimang®
No de individuos 42 40
Edad (afios) Media (+DE) 33,8+ 6,4 32,1+7,5
Conteo de CD4 Media (+DE) 16,0+ 4,6 15,0+£3,7
Con SIDA 6 8
Indice de masa corporal Media (xDE) 24,55+ 3,87 22,97+3,15

Ingesta dietaria Media (+ DE)

Energia (kcal -d™*) 2862+ 256 2945+ 277
Proteinas (g-d ) 92,1+10,14 94,01+ 9,76
Lipidos (g-d™) 94,31+12,97 96,67+ 11,54
Carbohidratos (g-d ™) 405,4+ 49,3 418,7+ 49,9
Nota:

El conteo de linfocitos T CD4+ se realizd en sangre total empleando un citdmetro de flujo.

Los indices nutricionales de ingesta fueron obtenidos del procesamiento de encuestas
aplicadas durante 7 dias en e sistema CERES, version 5, 1997

No se encontraron diferencias significativas (p>0,05) para cada una de las variables

relacionadas cuando se compararon |os grupos Placebo y Vi mango .

Al final del estudio de sei's meses estas variables no cambiaron significativamente

(p>0,05)



Tablall11.10 Indices clinicos en los grupos Placebo y Vimango durante el periodo de
suplementacion con Vimang® (6 meses)

Variables
No de pacientes
Hemoglobina (gL ™)
Hematocrito (%)
Eritrosedimentacion (mm)
Leucocitos (U-10°-mm~)
Polimorfonucleares (%)
Linfocitos (%)
Monocitos (%)
Eosindfilos (%)
Plaguetas (U-10°-mmi®)
ALT (U-L™)

Acido Urico (UM)
Creatinina (UM-L™)
Proteinas totales (gdL™)
Albimina (gdL™)

Leyenda:

L os datos se representan como media + la desviacion estandar (DE)
ALT: Alanina amino transferasa

Placebo
Inicio 6 meses
40 32
126 + 14 131+ 12
43-47 428+41
25-30 30-34
5-6 5-8
42-46 44-47
51-57 52-56
1-2 2-3
3-4 3-4
206+ 9 178+ 10
242+6,5 30,5+45
325+ 17 330+ 17
84,9+43 785+5,6
8,74+ 1,06 8,00+ 0,84
4,65+ 0,54 4,60+ 0,48

VimangO
Inicio 6 meses
42 36
122 + 13 128+ 11
405+ 4,7 41,26+ 4,0
29-35 33-37
5-8 6-8
48-50 45-48
50-55 51-55
2-3 2-3
3-4 3-4
218+ 9 194+ 10
31,3+5,3 29,6 +5,6
33115 321+ 20
81,3+3,7 789+ 4.2
8,96+ 2,71 841+ 1,39
4,67 £0,43 473+£0,44

L as determinaciones de hemoglobina, leucograma con diferencial, hematocrito, €l conteo
de plaguetasy eritrosedimentacion se realizaron en sangre total y las determinaciones de

ALAT, creatinina, acido Urico, albiminay proteinas totales se realizaron en suero.

No se detectaron diferencias significativas en la comparacion de los valores entre el grupo
Placebo y Vimang® ni a inicio ni alos 6 meses del estudio.



Tabla I11.11 Indicadores de estrés oxidativo en los grupos Placebo y VimangO

durante el periodo de estudio.

Placebo VimangO
Variables Inicio 6 meses Inicio meses
No de pacientes 40 32 42 36
TAS (mM Trolox) 0,792+0,155 | 1,0561+0,172 | 0,776 £0,161 | 1,352+ 0,140 ***
[1,693 +£0,204] | [1,693+0,204] | [1,693+0,204] @ [1,693 + 0,204]
PP (uM) 13,81+ 3,12 13,95+ 2,16 14,60 £ 3,22 11,56+ 1,85**
[712+251] | [7,12+251] | [7,12+25]] [7,12 + 2,51]
OT (uM) 586,5+207,4 | 7153+217,7 | 600,9+190,6 & 391,9+938**
[249 + 56,98] [249 + 56,98] [249 + 56,98] [249 + 56,98]
MDA (uM) 2,27+ 1,70 3,27+ 0,76 309+162* 2,22+ 0,71 **
[1,740+ 0,50] | [1,740+0,50] | [1,740+ 0,50] [1,740 + 0,50]
SOD (U-mL™) 1,338+ 0,419 | 1589+0,228 | 1,476+0,255 | 1,286+ 0,233 ***
[1,120+ 0,55] | [1,120+0,55] | [1,120+ 0,55] [1,120 + 0,55]
GPx (U-mL™) 21,15+ 3,24 21,22 + 4,66 2141+4,61 | 2644+ 4,31 ***
[39,32+558] | [39,32+5,58] | [39,32+ 5,58] [39,32 + 5,58]
GSH (mg- L) 160,9 £ 50,2 196,6 + 91,3 207,4 + 49,2 344,6 £ 775**
[757,5+142,2] | [757,5+142,2] | [757,5+142,2] | [757,5% 1422
% F ADN 74+13 76+0,8 74+12 6,4+ 1,0***
[ 6,3+ 0,10] [ 6,3+0,10] [ 6,3+ 0,10] [ 6,3+ 0,10]
Leyenda:

Los datos se representan como media + la desviacion estandar (DE)

* Representa diferencia significativa p<0,05 entre el grupo Placebo y Vimang® al inicio

No se detectaron diferencias significativas (p>0,05) en ninguno de los indicadores al comparar el grupo
Placebo al inicioy alos 6 meses. )
Se detectaron diferencias significativas (p<0,05) en todos |os indicadores al comparar el grupo Vimang® al
inicioy alos 6 meses. )

** Representa diferencia significativa p<0,05 entre el grupo Placebo y Vimang® alos 6 meses

*** Representa diferencia significativa p<0,01 entre el grupo Placebo y Vimang® alos 6 meses

TAS. Estado Antioxidante Total, GPx: Glutation Peroxidasa, SOD: Superdxido Dismutasa, OT:
Organoperoxidos totales, MDA: Malondialdehido; GSH: Glutation reducido, FDNA: Porcentgje de
Fragmentacion del ADN.



Laevaluaciéon de TAS, PP, MDA, GSH y OT se realizd en suero, la evaluacion de la actividad enzimética de
SOD y GPx en eritrocitosy €l % F ADN se determiné en linfocitos.
Nota: entre corchetes[] se muestrael valor de referencia considerado como normal, obtenido de una

poblacion de individuos VIH-



Tablalll.12 Anélisis global consider ando cambios simultaneos en las variables redox
en e estudio de suplementacion con Vimang® en un periodo de 6 meses.

Grupo Evaluacion global
Fracaso® Exito® Total

Placebo N1 (%) 17 (51,9) 15 (48,1) 32 (100)

Vimang® N1 (%) 7(18,2) 29 (81,8) 36 (100)

Total N1 (%) 24 (33,3) 44 (66,7) 68 (100)

Placebo N2 (%) 31(97,5) 1(2,5) 32 (100)

Vimang® N2 (%) 21 (56,1) 15 (43,9) 36 (100)

Total N2 (%) 52 (76,5) 16 (23,5) 68 (100)
Leyenda:

a Fracaso del efecto de la suplementacion

b Exito del efecto de la suplementacion

N1 (%) Representa € numero y e porcentaje del total de pacientes que
manifiestan variacion considerando la variable TAS y lavariable PP en €
tiempo O y alos 6 meses.

N2 (%) Representa e numero y el porcentaje del total de pacientes que
manifiestan variacion considerando las variable TAS, PP, MDA, OT y %F
ADN en € tiempo Oy alos 6 meses.

TAS: Estado Antioxidante Total, GPx: Glutation Peroxidasa, SOD: Superdxido Dismutasa, OT:
Organoperdxidos totales, MDA: Malondialdehido; GSH: Glutation reducido, FDNA: Porcentgje de
Fragmentacion del ADN.

Laevaluacién de TAS, PP, MDA, GSH y OT se realizd en suero, la evaluacion de la actividad enzimética de
SOD y GPx en eritrocitosy el % F ADN se determiné en linfocitos.

Nota: La magnitud de la diferencia Exito / Fracaso para N1 fue: 33,7% con p = 0,013, el intervalo del valor de
este indicador a un 95% de confianza fue de (10,7 — 56,7%) en favor del éxito de la suplementacion con

Vi mango

La magnitud de la diferencia Exito / Fracaso para N2 fue: 50,8% con p = 0,000, €l intervalo del valor de
este indicador a un 95% de confianza fue de (32,4 — 69,2%) en favor del éxito de |a suplementacion con
Vimang®



Tabla 111.13 Ingesta nutricional de micronutrientes en los grupos Placebo y VimangO

al inicioy al final del estudio de suplementacion con Vimango por periodo

de 6 meses.
Placebo Vi mangO
Variables Inicio 6 meses Inicio 6 meses
No de pacientes 40 32 42 36

Frutasy vegetales (g-d ™) 210,7+805 | 220,3+102,3 | 2345+941 | 244,0+ 1006

VitaminaA (ug) 7934+300,2 | 6559+210,1 | 7854+362,1 | 666,1+ 2294

Vitamina C (mg) 69,8 + 27,6 79,0+ 32,7 71,3+ 30,5 80,6 + 26,2

Vitamina E (mg) 7,75+ 1,27 8,08 + 2,04 8,02 + 1,32 8,16 + 2,12

Peso corpora (kg) 67,15+ 4721 67,95+ 4,10 65,8 + 3,75 67,0+ 4,15

Nota:

Los indices nutricionales de ingesta fueron obtenidos del procesamiento de encuestas
aplicadas durante 7 dias en € sistema CERES, versiéon 5, 1997

No se encontraron diferencias significativas (p>0,05) para cada una de las variables

analizadas cuando se compararon los grupos Placebo y Vi mango
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Figuralll.1l Porcentaje de subpoblaciones linfoides CD8/CD38y CD95 en € grupo

control, VIH +y VIH + edtratificado

L eyenda:

VIH- individuos seronegativos a VIH (grupo control)

VIH+ individuos seropositivos a VIH

A2B2y A3B3 subgrupos de PVVIH segun clasificacion del CDC 1993.

La determinacion del conteo relativo de las subpoblaciones linfoides CD8/CD38 y CD95 se
realizd en un citometro de flujo empleando sangre total.

Las barras con letras diferentes indican diferencia significativa (p < 0,05)
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Figuralll.2 Concentracion de glutation (A) y malondialdehido (B) de grupo control y
PVVIH total y estratificado.
Leyenda:
VIH- individuos seronegativos a VIH (grupo control)
VIH+ individuos seropositivos a VIH
A2B2y A3B3 subgrupos de PVVIH segun clasificacion del CDC 1993.
GSH: Glutation, MDA: Malonildialdehido.
La determinacién de la concentracion de GSH y MDA se realizd en suero

Las barras con letras diferentes indican diferencia significativa (p < 0,05)
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Figuralll. 3 Porcentaje de fragmentacion de ADN (A) y organoper 0xidos totales (B)
en grupo control y PVVIH total y estratificado.

Leyenda:

VIH- individuos seronegativos a VIH (grupo control)

VIH+ individuos seropositivos a VIH

A2B2y A3B3 subgrupos de PVVIH segun clasificacion del CDC 1993.

OT Organoperéxidos totales, % F ADN Porcentaje de Fragmentacion del ADN

La determinacion de la concentracion de OT se realizo en suero y del % F ADN en
linfocitos

Las barras con diferentes |etras indican diferencia significativa (p < 0,05)
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Figuralll.4 Actividad de enzimas antioxidantes en eritrocitos en el grupo control y
PVVIH total y estratificado.

Leyenda:

VIH- individuos seronegativos a VIH (grupo control)

VIH+ individuos seropositivosa VIH

A2B2y A3B3 subgrupos de PVVIH segln clasificacion del CDC 1993.

SOD: Superdxido Dismutasa; GPx: Glutation Peroxidasa.

Laevauacion de la actividad enzimética de SOD y GPx se readlizd en eritrocitos

Las barras con diferentes letras indican diferencia significativa (p < 0,05)



2 b T
15 4 b
1.5 1
a
a 10 A
s b % a
€ 14 o
0 Q@
< b
- 5 ]
0.5 A
0 1
0 1
VIH - VIH+ A2B2 A3B3
VIH - VIH+ A2B2 A3B3
A B

Figuralll.5 Estado antioxidantetotal (A) y potencial de peroxidacion (B) en el grupo
control y en PVVIH total y estratificado

Leyenda:

VIH- individuos seronegativos a VIH (grupo control)

VIH+ individuos seropositivos a VIH

A2B2y A3B3 subgrupos de PVVIH segun clasificacion del CDC 1993.
TAS, Estado Antioxidante Total; PP, Potencial de Peroxidacion.

Las determinaciones de TAS y PP serealizaron en suero

Las barras con diferentes letras indican diferencia significativa (p < 0,05)
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Figuralll.6 Conteo relativo delinfocitos T CD4+, CD8+/CD38+y CD95 alosdiasOy

3 mesesen pacientes VIH+ sometidos a intervencion nutricional.

El conteo de linfocitos T CD4+, de CD8/CD38 y CD95 se realizo en sangre total
empleando un citometro de flujo.

No se detectaron diferencias significativas (p>0,05) en ninguna de las subpoblaciones
linfoides al comparar € grupo Placebo y VimangO 4 inicioy alos 3 meses.
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Figuralll.7 Porcentaje del requerimiento de micronutrientes en la dietaen PVVIH

del Sanatorio de Santiago de L as Vegas (n=40) antes de la intervencién nutricional.

Leyenda:
Lalineaparaelaa ge x representa el 100% de adecuacion

L os indices nutricionales de ingesta fueron obtenidos del procesamiento de
encuestas aplicadas durante 7 dias en € sistema CERES, version 5, 1997.

Los valores de los requerimientos paralas PVVIH fueron considerados segiin Baum
et al. ,1992.

Nota: Al final del estudio de tres meses esta adecuacionno tuvo cambios significativos.
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Figuralll.8 Frecuencia alimentaria delas principalesfrutasy vegetales en €l periodo
delaintervencion nutricional.

La frecuencia alimentaria fue obtenida del procesamiento de encuestas aplicadas durante 7
dias consecutivos.
Nota: se encontraron incrementos significativos (p<0,05) en la frecuencia de oferta de
frutasy vegetalesrelacionados a los 3 meses con respecto al tiempo deinicio del

ensayo.
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Figuralll.9 Conteo relativo de las subpoblaciones linfoides en los grupos placebo y
Vimang Oen € estudio de suplementacion en un periodo de 6 meses

El conteo de linfocitos T CD4+, de CD8/CD38 y CD95 se realiz6 en sangre total
empleando un citémetro de flujo.

No se detectaron diferencias significativas (p>0,05) en ninguna de las subpoblaciones
linfoides al comparar e grupo Placebo y VimangO d inicio y alos 6 meses.



10

Tiempo (meses)

B NARANJA TOMATE OPLATANO OCOL
H PEPINO LECHUGA OCALABAZA EPAPA

Frecuencia o

Figuralll.10 Frecuencia alimentaria delas principalesfrutasy vegetales en
individuos VIH+ en € periodo de suplementacién con VimangO (6 meses)

La frecuencia alimentaria fue obtenida del procesamiento de encuestas aplicadas durante 7

dias consecutivos.

Nota: No se encontraron diferencias significativas (p>0,05) en la frecuencia de oferta
defrutasy vegetalesrelacionados a los 6 meses con respecto al tiempo de inicio del

ensayo.
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Figura V.1 Algunos mecanismos probables en los que inciden laintervencion
nutricional y la suplementacidn antioxidante sobre eventos mediados

por el VIH.
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