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11.1. Universo, poblacion y muestra de estudio

Universo: Hasta el mes de Noviembre del 2006 se habian registrado en la provincia de
Pinar del Rio 253 personas con VIH/sida. De ellas, habian fallecido 100 (39.5%).

Entre Noviembre del 2006 y Mayo del 2010 se captaron como VIH-seropositivas otras 180
personas. De ellas, fallecieron 11 (6.1%). Por consiguiente, el universo del estudio abarcé 322
personas con VIH/sida (Hombres: 74.8%).

Poblacién de estudio en el momento de la admision: Entre Noviembre del 2006 y Mayo
del 2010 se completo la evaluacion nutricional e inmunoldgica de 217 personas con VIH/sida
(Hombres: 72.3%; Tratados con ARV: 33.2%). El 87.5% de los pacientes tratados utilizaban
farmacos de produccion nacional. Los otros restantes usaban farmacos de segunda | tercera
generacion (MINSAP, 2009). Los pacientes evaluados representaron el 67.4% del universo de
estudio.

Muestra de estudio: De las 217 personas con VIH/sida incorporadas inicialmente al
presente estudio, solo fue posible revalorar a los 12 meses (fecha de cierre de la ventana de
observacion) a 118 individuos (Hombres: 72.9%; Tratados con ARV: 39.0%). Estos pacientes
conformaron la muestra del estudio. La muestra represento el 54.4% la poblacién de estudio, v el
36.6% del universo de estudio.

Criterios de inclusion: Adultos de ambos sexos con un diagnéstico confirmado de
seropositividad al VIH-1, atendidos ambulatoriamente, que acudieron (al menos) una vez,
durante la ventana de observacion del estudio, a las citas realizadas por el Departamento
Provincial de Prevencion y Control de las ITS/VIH/sida de la provincia para la determinacion de
los linfocitos T CD4+, y que, ademas, consintieron en participar voluntariamente en el estudio
mediante la lectura y firma de la correspondiente acta de Consentimiento Informado.

Criterios de exclusién: Menores de 19 afios de edad, embarazadas, adultos con alguna
enfermedad metabdlica concurrente, o que usaran esteroides anabolicos. Se excluyeron también a
las personas con VIH vy terapia antirretroviral que no tenian buena adherencia al tratamiento,
segun informacion referencial del especialista de la atencion primaria que los atendia en la
consulta provincial.

Criterios de salida: Fallecidos durante la ventana de observacion del estudio.
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11.2. Disefio de la investigacion

Segun el esquema de clasificacion de las investigaciones epidemioldgicas cuantitativas, el
presente estudio se correspondié con una investigacion observacional analitica, longitudinal y
prospectiva, que incluyd dos momentos: el primero, en el momento de admision en el estudio; y
el segundo, al afio de seguimiento. A partir del método mateméatico empleado en la fase de
seguimiento, y que se detalla en el acépite dedicado al procesamiento estadistico en el presente
capitulo, esta investigacion se clasifica, ademéas, como un estudio de tipo exploratorio.

Los pacientes incluidos inicialmente en el estudio se segregaron en 4 grupos de acuerdo con
el estado de la TAR vy el conteo de las células T CD4+: Grupo I: Individuos VIH-positivos no
tratados con ARV vy linfocitos T CD4+ > 350; Grupo I1: Individuos VIH-positivos no tratados
con ARV vy linfocitos T CD4+ < 350; Grupo I11: Individuos VIH-positivos tratados con ARV y
linfocitos T CD4+ > 350; y Grupo 1V: Individuos VIH-positivos tratados con ARV y linfocitos T
CD4+ < 350; respectivamente.

Como punto de corte para la evaluacion de los conteos CD4, se utilizd el criterio
inmunoldgico para el inicio de la TAR que ha sido recomendado por las “Pautas Cubanas para el

tratamiento antirretroviral en los pacientes con VIH/sida”.!

11.3. Evaluaciéon nutricional

11.3.1. Mediciones antropométricas: Se cumplieron los requisitos y recomendaciones generales
para la realizacion de las técnicas antropométricas previstas, tal y como se han descrito
previamente.

11.3.2. Evaluacion de los dominios bioguimicos e inmunoldgicos

11.3.2.1. Obtencidén de las muestras bioldgicas: Se realiz6 la extraccién de 10 mL de sangre por
venipuntura en una de las venas de la fosa antecubital. Se siguieron las medidas de precaucion
recomendadas para el trabajo con pacientes VIH-seropositivos.*

La sangre obtenida fue distribuida en dos tubos de ensayos, uno de los cuales contenia
EDTA (Acido Etilén-Diamino-Tetracético) al 6% como anticoagulante, a razon de una gota del
mismo por cada mL de sangre. La sangre EDTA-anticoagulada se utiliz6 para la realizacion de
los conteos globales de linfocitos (CTL) y el recuento absoluto de los linfocitos T CD4+.

La sangre depositada en el tubo sin anticoagular se dejé coagular espontdneamente a
temperatura ambiente. El suero resultante se separd por centrifugacién del tubo a 822 g en una
centrifuga SELECTA (Zagreb, Yugoslavia). Las determinaciones bioquimicas se hicieron en el
mismo dia de la extraccion de la sangre.
11.3.2.2. Determinaciones bioquimicas: Se determinaron las concentraciones séricas de
albumina, proteinas totales, triglicéridos, colesterol total, transferrina, y creatinina en un
autoanalizador discreto HITACHI 902 (Boehringer Mannheim, Alemania), ubicado en el
Servicio de Laboratorio Clinico del Hospital Clinico Quirtrgico Docente “Abel Santamaria”
(Pinar del Rio, Pinar del Rio). Se siguieron los protocolos analiticos vigentes corrientemente en el
laboratorio.

Para la determinacion de las HDL-c fue necesaria la precipitacion previa del resto de las
lipoproteinas con &cido fosfotingstico y cloruro de magnesio.*® El colesterol presente en el
sobrenadante se determind mediante el mismo ensayo colorimétrico- enzimatico empleado en el
ensayo del colesterol total.’
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La determinacion de la LDL se realizé segin la férmula de Friedewald et al. (1972):"

LDL, mmol.L™* = CT — [HDL + (TG/2.21)] [1]

Se asume que las concentraciones de VLDL se pueden estimar de la cantidad TG+2.21
(Friedewald et al.; 1972).”
11.3.2.3. Conteos global y diferencial de linfocitos: El conteo global de linfocitos y el recuento
absoluto de las células T CD4+ se se realizaron en el Servicio de Laboratorio Clinico del Instituto
IPK de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (La Habana). El conteo absoluto de los linfocitos T
CD4+ se hizo en un citometro de flujo FACSCalibur (Becton-Dickinson Immunocytometry
Systems, Estados Unidos), con anticuerpos monoclonales marcados con fluoresceina (Becton-
Dickinson, Estados Unidos).

El conteo global de linfocitos (CTL) se calculd indirectamente a partir del conteo
diferencial de leucocitos a través de la siguiente formula:

CTL, células.mm™ = Nmero de Leucocitos x Linfocitos, % * 10 [2]

11.3.3. Métodos de evaluacion nutricional
11.3.3.1.Indice de Masa Corporal: La clasificacion nutricional del individuo segin el IMC se

realiz6 de acuerdo con las referencias internacionales para la poblacién adulta:®*°
IMC, Kg.m™ Clasificacion
<185 Peso disminuido para la Talla
18.5-24.9 Peso preservado para la Talla
>25.0 Peso aumentado para la Talla

11.3.3.2. Algoritmo de Chang: El algoritmo propuesto por Chang utiliza 5 variables:**™? tres

antropométricas (a saber: pérdida de peso respecto del ideal, pliegue cutaneo tricipital y
circunferencia muscular del brazo; junto con una bioguimica (albimina sérica) y otra
inmunoldgica (CTL); a fin de establecer la ausencia/presencia de desnutricion.

De acuerdo con el disefio del algoritmo de Chang, a cada uno de estos indicadores se les
asigno un puntaje de acuerdo al grado de afectacion. El puntaje de 1 correspondio a los valores
no alterados del indicador, mientras que el puntaje de 4 se le asign6 a aquellos con alteraciones
graves del indicador en cuestion.

Cabe esperar un puntaje entre 3 — 12 si se presenta en el paciente afectacion de las variables
antropométricas. El puntaje seria de entre 2 — 8 de acuerdo con el grado de deterioro de las
variables bioquimicas e inmunoldgicas. Se considerd un estado nutricional preservado cuando se
alcanzé un valor limite de 4 para la suma de las variables antropometricas, y de 3 para las
bioquimicas e inmunoldgica. Valores elevados de los puntajes, por separado o simultineamente,
indicaron la presencia de desnutricion.
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11.3.3.3. Valoracion Global Subjetiva (VGS) adaptada al VIH: La VGS del estado nutricional se
condujo como ha sido descrita para las personas con VIH/sida.’® El puntaje final de la VGS
integré la pérdida de peso, la presencia de sintomas digestivos, la historia dietética, la pérdida de
grasa subcutanea y musculo esquelético, la presencia de ascitis y/o edemas, y la afectacion del
funcionalismo | autonomia del paciente.

El puntaje final de la VGS sirvio para asignar a la personas con VIH/sida a cualquiera de 3
grupos posibles: Puntaje A: Bien nutrido; Puntaje B: Moderadamente desnutrido | En riesgo de
desnutricion; y Puntaje C: Gravemente desnutrido.’* La VGS fue conducida por uno de los
integrantes del grupo de investigacion que se mantuvo durante todo el estudio mediante en una
entrevista cara-a-cara con la personas con VIH/sida.

I11.4. Procesamiento estadistico

Los datos demograficos y clinicos obtenidos de las personas con VIH/sida, y los resultados
de las determinaciones antropométricas, bioquimicas e inmunoldgicas; junto con los puntajes
devueltos por el algoritmo de Chang y la ESG, se almacenaron en un contenedor digital creado
con EXCEL version 7.0 para OFFICE de WINDOWS (Microsoft, Redmon, Virginia, Estados
Unidos).

Los datos se describieron mediante estadigrafos de posicion (media), dispersion (desviacion
estandar) y agregacion (porcentajes), segun el tipo de la variable. La normalidad de las variables
se verifico mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov.***® El procesamiento estadistico de los
datos se ajusto segun los momentos de la investigacion.

En el momento de admision en el estudio: Fue de interés explorar la existencia de
diferencias entre las subpoblaciones en las que la muestra de estudio fue particionada respecto de
las variables demogréficas, clinicas y nutricionales. Estas diferencias se exploraron mediante
pruebas de comparacién de proporciones para muestras independientes;'® pruebas no
paramétricas U de Mann-Whitney;'’ y pruebas de independencia basadas en la distribucion ji-
cuadrado; segun fuera el caso.*®™*

La frecuencia de desnutricion en la presente serie de estudio se estimé segun el punto de
corte del método empleado: IMC <18.5 Kg.m™; Algoritmo de Chang: Puntajes antropométricos >
4 y/o Puntajes (bioquimico + inmunologico) > 3, indistintamente; y VGS: Puntajes (B + C);
respectivamente.

La asociacién entre los conteos CD4+ y el estado nutricional se identificO mediante pruebas
basadas en la distribucion ji-cuadrado después de distribuir los valores en una tabla de
contingencia de 2 x 2. La fuerza de la asociacion se estim6 mediante el calculo de la
correspondiente razén de disparidades (OR) y su intervalo de confianza.*®™*°

Se construyeron funciones de regresion logistica binaria?® que incluyeron, como variables
independientes, tanto el estado nutricional de la personas con VIH/sida (por cualquiera de los 3
métodos empleados) como el estado de la TAR; y como variable dependiente el conteo de los
linfocitos T CD4+.

El conteo de linfocitos T CD4+ se categorizd de acuerdo con 2 puntos de corte diferentes,
como sigue: Primer caso: {CD4 < 350} =1 vs. {CD4 > 350 = 0}; y Segundo caso: {CD4 < 200}
=1 vs. {CD4 > 200} = 0. El primer caso representa el punto de corte empleado localmente para
el inicio de la TAR. El segundo caso representa el criterio de diagnostico de un caso de Sida
segun la clasificacion propuesta por el Centro CDC de Control de las Enfermedades de los
Estados Unidos.?
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Tabla 4. Variables cuantitativas empleadas en el estudio y su nominacion abreviada.

Variable Nominacion

Momento inicial Al afio de Gradiente

seguimiento

Antropométricas:
Circunferencia media del Brazo, cm CB1 CB2 GCB
Pliegue Tricipital, mm PT1 PT2 GPT
Perimetro de la cintura, cm PC1 PC2 GPC
indice Cintura-Cadera ICC1 ICC2 GICC
indice de Masa Corporal, Kg.m™ IMC1 IMC2 GIMC
Circunferencia Muscular del Brazo, cm CMB1 CMB2 GCMB
Area Grasa del Brazo, cm? AGB1 AGB2 GAGB
Bioguimicas:
Proteinas Totales, g.L™* ProT1 ProT2 GProT
Albumina, g.L* Albl Alb2 GAlb
Colesterol Total, mmol.L™ Coll Col2 GCol
Triglicéridos, mmol.L™* Trigl Trig2 GTrig
Transferrina, g.L™ Transl Trans2 GTrans
Creatinina, umol.L-1 Creatl Creat?2 GCreat
Inmunoldgicas:
Conteo de Linfocitos T CD4+, células.mm?® CD4, CD4, GCD4

En el estudio de seguimiento: Las variables del estudio fueron obtenidas a la inclusién del
paciente en el estudio y al afio de evolucién.

Para cada variable se construyd el correspondiente gradiente de cambio. La expresion
Xk — Xk—l ‘- .
—_-—— , donde Xy. valor de la k-ésima variable al

k-1
afio; y Xy.1: valor basal (Iéase también inicial) de la variable.

Los gradientes de cambio se utilizaron en los modelos de estudio de los posibles efectos de
interaccion y confusion mediante regresion logistica binaria.

Los gradientes de cambio se hicieron depender del sexo y la edad del paciente, los afios
transcurridos del diagnostico confirmativo del VIH+, y el grupo de pertenencia del sujeto. Las
variables independientes se estratificaron y codificaron convenientemente para ingresarlos en la
maquinaria de regresion logistica binaria.

La seleccion de las variables nutricionales cuantitativas para el estudio de asociacion por
analisis multivariado se realizé mediante el test no paramétrico U de Mann Whitney,**™® ante la
ausencia de normalidad (comprobada mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov).**™ Se
compararon los valores centrales de las variables nutricionales cuantitativas en el primer
momento del estudio y de sus respectivos gradientes tras un afio de evolucion, en los grupos
definidos por la variable respuesta: Conteos CD4+ > 350 vs. CD4+ < 350 células.mm™ al afio de
seguimiento. Aquellas variables para las cuales la prueba U de Mann Whitney resultd
significativa para un nivel de hasta un 15 %, fueron incluidas en el analisis multivariado como
variables independientes.

genérica para un gradiente cualquiera es
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Tabla 5. Variables cualitativas con la codificacion asignada a los estratos para el procesamiento
estadistico. Leyenda: Z: Variable ficticia que emula el grupo de pertenencia del sujeto con
VIH/sida. Se asigno una variable Z para cada grupo.

Variable Estratos Codificacion de las variables
ficticias asociadas a los estratos
Sexo M 0
F 1
Edad del paciente <35 afos 0
> 35 afios 1
Afos transcurridos desde el <5 afios 0
diagnostico confirmativo de VIH+ > 5 afios 1
Grupo de pertenencia del sujeto Grupo | Z,=0|23=0|24=0
Grupo Il Z,=1|23=0|24=0
Grupo Il Z,=0|23=1|24=0
Grupo IV Z,=0|23=0|24=1

Como método de analisis multivariado se utilizo la regresion logistica binaria®® a fin de
medir la asociacién entre las variables nutricionales y sus cambios relativos, respecto del conteo
CD4 de la persona con VIH/sida. EI modelo logistico empleado fue:

1
1 4+ e~ (Bo+B1X1+BnXn)

Probabilidad (CD4, < 350) = [3]

La variable dependiente (lease de respuesta) del modelo logistico fue el conteo absoluto de
los linfocitos T CD4+ en el segundo momento (CD4,), a la conclusion del afio de seguimiento. El
conteo DC4+ se codificé como una variable binaria con valor cero si > 350; y valor unitario para
valores < 350.

Se utilizé el método de seleccion por pasos para detectar en el conjunto de variables
cuantitativas aquellas que mejor predijeron la respuesta. Se fijé un nivel de significacion para la
entrada de 0.15 y para la salida de 0.20. Posteriormente se ajustaron los modelos con la variable
“grupos’: una variable categorica politomica con cuatro posibles respuestas (1, 11, 11, V). A este
fin, se construyeron tres (nUmero de respuestas: -1) variables internas dicotomicas ficticias (léase
también dummy) con valores (0, 1) y diferentes posibilidades de codificacion, segin se muestra
en la Tabla 5. Se utiliz6 como nivel de referencia el Grupo | (No tratados con ARV + CD4 > 350
células.mm’).

La fuerza de la asociacion entre las variables independientes y la variable de respuesta se
identificd a partir de un pardmetro de cuantificacion de riesgo: la razon de disparidades (léase
también odds ratio) y su intervalo de confianza.’*® La OR se obtiene del coeficiente B de las
variables independientes del modelo logistico.?’ Si el coeficiente p de la variable es positivo, se
obtiene un OR > 1, lo que corresponde, por tanto, a un factor de riesgo. Por el contrario, si  es
negativo, el OR < 1, y se trata de un factor de proteccion.
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Los modelos logisticos resultantes se examinaron adicionalmente para comprobar la
veracidad de los mismos. El primer elemento que se considerd fue la tasa de clasificacion
correcta del modelo. Como segundo elemento de comprobacion se tuvo en cuenta la exactitud de
los modelos como herramienta para el diagnostico, medida de la sensibilidad (S) y la
especificidad (E). Se determind en cada instancia, ademas, el valor predictivo del resultado
positivo (VPP) y el valor predictivo del resultado negativo (VPN).

Para valorar la factibilidad de la ecuacion logistica como instrumento predictor se utilizaron
las curvas ROC (por Receiver Operating Characteristics, o Caracteristicas Operacionales del
Receptor) que evaluan de forma conjunta la sensibilidad y la especificidad del modelo
diagnostico.?>?® Para detectar si los modelos tenian una calidad diagnéstica adecuada se docimé
la hip6tesis Ho: Aroc = 0.5 vs. Hi: Aroc # 0.5. Aroc significa el Area bajo la curva ROC.

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos se realiz6 con los sistemas SPSS version
20 (SPSS Inc., New York, Estados Unidos), EPIDAT version 3.1 (CDC Centros para el Control
de las Enfermedades, Atlanta, Estados Unidos) y MatLab (MathWorks, Estados Unidos), en
dependencia de las necesidades de calculo.

Para todas las pruebas estadisticas se considerd el 95% de confianza para denotar los
eventos de interés como significativos.
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