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RESUMEN

Introduccion: La enfermedad COVID-19 es una enfermedad respiratoria severa,
se asocia a un sindrome de inflamacion sistémica y disfuncion endotelial mostrando
un peor pronaostico en los pacientes. La L-citrulina es un aminoacido no esencial, se
caracteriza por tener efectos benéficos en la funcion endotelial, inflamacion
sistémica, y presion arterial, asi como en el rendimiento fisico. El objetivo del estudio
fue evaluar el efecto de la suplementacién con L-citrulina sobre la disfuncion
endotelial en pacientes recuperados de COVID-19 del Instituto Nacional de

Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosio Villegas” (INER).

Materiales y métodos: Ensayo clinico aleatorizado, (n=48), el grupo intervencion
recibié 4 gramos de L-citrulina mas tratamiento nutricional, mientras que el grupo
control solo recibio tratamiento nutricional durante 3 meses. Fueron incluidos
pacientes recuperados que fueron hospitalizados en el INER. La disfuncion
endotelial fue medida a través de biomarcadores (Endotelina-1, E-selectina, ICAM-
1y VCAM-1).

Resultados: El 54.2% son hombres, la edad promedio fue de 53.12 + 13.5 afios.
Se observo una disminucion significativa de endotelina-1 en el grupo intervencion (-
0.23 pg/ml; IC 95% -0.45 a -0.003, p= 0.047) a través del seguimiento de los 3
meses, esta disminucién se encontr6 con una tendencia estadistica en el limite
(p=0.055) entre los grupos. No se observaron cambios en el resto de los

biomarcadores de funcion endotelial.

Conclusién: La suplementacion con L-citrulina durante 3 meses tiene efectos
benéficos sobre la funcién endotelial al disminuir las concentraciones de Endotelina-

1 en pacientes recuperados de COVID-19 del INER.



1. MARCO TEORICO

1.1 Enfermedad COVID-19 (SARS-CoV-2)

La enfermedad de coronavirus 2019 (COVID-19) es causada por el virus
SARS-CoV-2. Es una enfermedad respiratoria severa, asociada con un sindrome
de respuesta inflamatoria sistémical, puede manifestarse como asintomatica, de
forma moderada con sintomas como fiebre, tos seca, fatiga, y casos graves con
complicaciones como sindrome respiratorio agudo severo, sepsis, insuficiencia
cardiaca, y choque séptico®. EI SARS-CoV-2, ingresa a la célula a través del
receptor de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ECA2)?, misma que es
expresada principalmente en las células epiteliales alveolares y células endoteliales
y en otros érganos como corazon, rifiones, higado e intestinos®. La ECA2 facilita la
entrada viral, tiene un papel importante en la funcién del sistema inmunolégico y
cardiovascular, conduce a la tormenta de citoquinas sistémicas por lo que la
expresion de la ECA2 en las células cardiovasculares puede facilitar la propagacion
viral y su difusién al coraz6n*°. Elevados niveles de angiotensina 2 (Ang-2)
producen dafio al endotelio y complicaciones trombdéticas en pacientes con COVID-
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La COVID-19 esta emergiendo como una enfermedad trombética y vascular
dirigida a las células endoteliales’, mostrando asi un estado hiperinflamatorio, en
los pacientes infectados®. Se ha descrito que ademas en éstos sujetos existe un
desbalance inmune con potenciacién de la respuesta inflamatoria, mediada por la

“tormenta de citoquinas”. Por otra parte, las formas graves de COVID-19 y con



mayor afectacion al sistema cardiovascular han sido mas frecuentes en sujetos con
comorbilidades cardiometabdlicas, particularmente  hipertension  arterial®,
obesidad®, diabetes mellitus tipo 2 y dislipidemial®, que conduce a una lesion
cardiaca aguda'!. Ademas, se ha descrito que éstas afectaciones cardiovasculares
centradas principalmente en lesiones cardiacas'? y dafio al endotelio'3, pueden

persistir aun cuando los sujetos se han recuperado de la enfermedad?“.

1.2 Secuelas post-COVID-19

Se ha definido COVID-19 post-agudo como la persistencia de sintomas y/o
remision tardia a largo plazo de complicaciones por la infeccion de SARS-CoV-2
después de 4 semanas de la aparicion de los sintomas. Ademas, esta definicion se
divide en dos categorias: 1) sintomas de COVID-19 subagudos o que contindan,
incluyen sintomas y anormalidades que ocurren de la 4 a la 12 semana después de
la enfermedad aguda; 2) crénico o sindrome post-COVID-19, el cual incluye
sintomas y anormalidades persistentes o presentes después de las 12 semanas de

la enfermedad y que no se les atribuye un diagndstico alternativo?!®,

Se han documentado alteraciones en pacientes que se recuperan de la
infeccion por SARS-CoV-2, principalmente dafio pulmonar, cardiovascular,
musculo-esquelético y renal, asi como una progresion de enfermedades crénicas
no trasmisibles en sujetos que tuvieron la infeccién'®. En sujetos con dafio pulmonar,
se han descrito, inflamacion de las vias respiratorias, hipertrofia y dafio alveolar,

dilatacion capilar alveolar, infiltracién celular inflamatoria, bronquiectasias,



formacion de trombos y neumonia. También, distintos patrones intersticiales
(cambios agudos de neumonia organizativa con o sin fibrina, neumonia intersticial
no especifica y fibrosis pulmonar)'’. Algunos estudios han descrito que en pacientes
hospitalizados, sintomas pulmonares y fisicos como disnea y fatiga pueden persistir

después de 3 meses de egreso hospitalario*®.

Asimismo, se han documentado dafios vasculares pulmonares mediados
principalmente por la vasoconstriccion pulmonar hipdxica que cuando esta
comprometida, las derivaciones intrapulmonares causan una disminucion en la
oxigenacion del flujo sanguineo venoso, contribuyendo a un suministro disminuido
de oxigeno, asi como pérdida de la regulacidbn de perfusion pulmonar y
microtrombos pulmonares'®. Ademas, se han reportado alteraciones relevantes en
pruebas de funcion pulmonar con un patron restrictivo en pacientes recuperados de
COVID-19?°. En pacientes post-COVID-19 se ha observado un incremento en las
concentraciones de algunos elementos como troponinas, Factor de von Willebrand
(FvW), dimero D, que se han asociado con un aumento en el riesgo de trombosis y
eventos cardiovasculares?t. Como en virus similares, el SARS-CoV-2, ha sido
asociado complicaciones cardiovasculares como miocarditis, lesibn miocérdica,
choque cardiaco, arritmias, insuficiencia cardiaca, y enfermedad coronaria, siendo
ésta la mas severa en presencia de la infeccién??. Por otro lado, también podria
originar serios dafios en el cerebro y la médula espinal, incluyendo encefalitis,
convulsiones, delirios, alteracion de la conciencia, inquietud, anosmia, y disgeusia?3.
Algunos estudios han sugerido que los dafios al sistema nervioso inducido por

SARS-CoV-2 podria ser por la entrada del virus al cerebro a través de la circulacion



sanguinea, infectando terminaciones nerviosas sensoriales y motoras, asi como
algunos mecanismos indirectos como la hipoxia, en el tejido cerebral que causa
cambios agudos en algunas areas del cerebro?3. Por otra parte, se han reportado
insuficiencia renal aguda (IRA) y crénica (IRC), proteinuria, hematuria, dafio en el
conducto biliar y necrosis de hepatocitos en pacientes infectados, y siendo IRA uno

de las consecuencias mas severas de la COVID-1922,

1.3 Alteraciones cardiovasculares por COVID-19

En virus similares como SARS-CoV y Sindrome Respiratorio de Medio
Oriente (MERS), se han documentado alteraciones en el metabolismo de hidratos
de carbono y lipidos como secuelas de la infeccion, en un estudio de seguimiento,
encontraron que, de los recuperados de SARS-CoV: el 68% presentd
hiperlipidemia, 60% alteraciones en el metabolismo de la glucosa y 44%
anormalidades cardiovasculares?®. Aunque es bien conocida la enfermedad
respiratoria y el dafio pulmonar que puede persistir, diversos estudios han
demostrado que pueden ocurrir ademas secuelas en otros 6rganos como el corazén
y endotelio!?. Estudios publicados recientemente han sugerido que el mecanismo al
dafio al sistema cardiovascular podria deberse a la infeccion dirigida a células
cardiacas, dafio indirecto a través de la afectacion pulmonar o dafio inducido por la
inflamacion sistémica y coagulacion vascular diseminada, y que estos escenarios
podrian suceder simultineamente?!. Ademas, se conoce que en sujetos con
COVID-19, existe una alta incidencia de compromiso cardiovascular como lesion

miocardica, infarto agudo al miocardio, miocarditis y miocardiopatia e inflamacion



sistétmica®®, al ser ésta un potente precursor de alteraciones al sistema
cardiovascular?. Las células endoteliales pueden ser afectadas directamente por la
infeccion viral, asi como por la “tormenta de citoquinas” y una respuesta inmune
desregulada, resultando en una activacién excesiva del endotelio® comprometiendo
su actividad anti-inflamatoria y anti-trombética®®, elevando el riesgo de dafio y
eventos cardiovasculares!?. La importancia de la inflamaciéon y sus efectos
procoagulantes, resaltan el papel del endotelio en patologia cardiovascular inducida

por la infeccioén viral?L.

1.4 Alteraciones musculoesqueléticas

Desde la fase aguda de la enfermedad, suelen aparecer sintomas
relacionados al tejido muscular, mialgias o fatiga que son tercer lugar de sintomas
mas comunes. Se han descrito diversos mecanismos de dafio al masculo, la
produccién  excesiva de citoquinas proinflamatorias en  condiciones
hipercatabdlicas, la edad avanzada y la presencia de comorbilidades (obesidad,
diabetes mellitus tipo 2, enfermedades cardiovasculares, hipoxia, entre otras) son
de los principales vinculos de dafio al tejido muscular?’. Ademas, en pacientes que
han ingresado a la unidad de cuidados intensivos, la pérdida de masa muscular
puede deberse a la estancia hospitalaria prolongada, si requirieron ventilacion
mecanica invasiva y terapia farmacoldgica®®. Por otra parte, en infecciones virales
similares como el SARS-Coronavirus, se ha descrito que los pacientes recuperados
mostraron capacidad fisica y estado de salud notablemente menor en comparacion

con poblacion sin la infeccion?®.



1.4.1 Sarcopenia

La sarcopenia es una pérdida no intencionada de masa muscular
esquelética, con reduccién en la cantidad y calidad muscular3®. En estadios severos,
la sarcopenia puede definirse ademas, como una disminucion en el rendimiento
fisico, limitaciones para las funciones fisicas de la vida diaria, incrementando el
riesgo de caidas y mortalidad3!. Se ha descrito que la sarcopenia afecta la respuesta
inmunoldgica frente a infecciones agudas®?. El posible mecanismo principal podria
ser la secrecién anormal de miocinas pro-inflamatorias, como las interleucinas (IL)
15, IL-17 y IL-6, que son responsables de la funcion de células inmunes
adaptativas®3. Asi mismo, en respuesta a lesiones, células inmunoldgicas son
infiltradas en el muasculo esquelético para restaurar la homeostasis muscular
promoviendo factores necesarios para la proliferacion y diferenciacion celular3,
Ademas, las funciones fisioldgicas de las células inmunes se pierden gradualmente

con la edad, dafiando la capacidad regenerativa del misculo esqueléticos3.
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Figura 1. El envejecimiento del muasculo esquelético es central en la patogenia de la senescencia inmune y la
sarcopenia. Multiples vias son afectadas incluyendo la sefializacién insuficiente de miocinas (IL-6, IL-7, IL-15), cambiando los
factores reguladores inmunitarios unidos a la membrana conduciendo a un perfil proinflamatorio, deteriorando la funcién de
las células inmunitarias y alterando la composicion corporal. Tomado de: Chirtopher Nelke y Cols. Skeletal muscle as a

potential central link between sarcopenia and immune senescence, 20193

Durante estrés metabdlico por infeccion severa, el misculo esquelético es
catabolizado para proveer al sistema inmunoldgico, higado e intestino de
aminoécidos. Asi, la enfermedad COVID-19 podria ser un factor de riesgo en la
incidencia y progresion de sarcopenia por inmovilizacion fisica debido a las largas
estancias hospitalarias, uso de bloqueadores neuromusculares en aquellos sujetos
con ventilacion mecanica, el uso de glucocorticoesteroides e inadecuado soporte
nutricional durante el curso de la enfermedad®. EI masculo esquelético tiene un
papel importante en la patogénesis central de la sarcopenia y respuesta
inmunoldgica. A través de interacciones como el proceso inflamatorio, respuesta
inmunolégica disminuida, el mudsculo esquelético se ve afectado, resultando en
dafio a la proteccion inmunoldgica, regeneracion muscular y alteracion de la
composicion corporal®3. Por otra parte, en sujetos recuperados de COVID-19, como
consecuencia del proceso severo de la enfermedad, pueden observarse secuelas

de sarcopenia aguda, comprometiendo la capacidad de regeneracién muscular3?.
1.5 Tejido adiposo

El tejido adiposo ademas de estar compuesto de adipocitos, incluye células
endoteliales, fibroblastos y algunas células inmunes. El exceso de tejido adiposo
conduce a la infiltracién de células inmunes y a un proceso homeostéatico promotor

de inflamacién por parte del tejido®. Los adipocitos disfuncionales desencadenan



la secrecion de citoquinas inflamatorias y adipocinas que contribuyen al estado
proinflamatorio que caracteriza a la obesidad central®’. Se ha descrito que sujetos
con obesidad desarrollan Disfuncion Endotelial (DE), probablemente por la
exposicion continua a estimulos inflamatorios y estrés oxidativo3’, asi como a
factores como hiperlipidemia causando infiltracion de lipidos®6. Fracciones de acidos
grasos libres muestran respuestas proinflamatorias induciendo la expresion de
moléculas de adhesion, Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a), y especies
reactivas de oxigeno (ERO) en células endoteliales aorticas. Ademas, se ha descrito
que la sobreexpresion de TNF-a promueve la activacion de ERO y reduce la
biodisponibilidad de éxido nitrico (ON), conduciendo a la DE®. Por otra parte, en la
obesidad existe incremento en el depdsito de tejido adiposo intramuscular e
intermuscular (cambios metabdlicamente activos), lo cual resulta en disminucion de
la densidad muscular asociada con resistencia a la insulina®. Por otro lado, el tejido
adiposo también se ha relacionado con el riesgo de trombosis, en sujetos con
obesidad se han observado elevadas concentraciones de FvW, Factor Tisular,
factor VII, VIl y fibrindgeno favoreciendo un estado hipercoagulante®’. Ademas el
exceso de tejido adiposo conduce a la menor liberacién de niveles de adiponectina,
contribuyendo al incremento de plaquetas y de la coagulacion®’. Los macréfagos en
el tejido adiposo participan en vias inflamatorias que son activadas en individuos
con obesidad. Asi mismo, existe una expresion desregulada de moléculas de
adhesion en macrofagos y células endoteliales en sujetos con obesidad visceral,
gue sugiere una interaccion entre células que contribuyen al proceso inflamatorio

local, aumentando la permeabilidad vascular3®.



Por otra parte, como consecuencia de la acumulacién excesiva de tejido
adiposo, la obesidad puede alterar procesos de diversas respuestas inmunoldgicas,
en sujetos con COVID-19 implica uno de los principales factores de riesgo para
formas severas y peor pronéstico de la enfermedad’. En sujetos con obesidad, el
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) esta activado de manera cronica
y predispone al individuo a alteraciones patolégicas cardiacas y renales. Los
componentes del SRAA, incluyendo a la ECA2 se expresan en adipocitos y tienen
un papel importante en el metabolismo homeostatico de lipidos y glucosa.*! Existe
evidencia de que sujetos con obesidad y COVID-19, tienen elevados niveles de
ECAZ2, disminucion en la respuesta inmunoldgica antiviral, han mostrado elevados
niveles de tejido adiposo en epicardio asi como depdsitos de lipidos en vias
respiratorias mayores, lo que podria explicar la susceptibilidad a la infeccion,

morbilidad y mortalidad.*°

1.6 Alteraciones en la microbiota intestinal

La microbiota intestinal juega un papel importante en la salud a través de sus
acciones metabodlicas y protectoras. Esta compuesta de microorganismos
residentes las cuales incluyen bacterias, virus y hongos, predominando las familias
de bacterias como  Bacteroidaceae, Prevotellaceae, Rikenellaceae,
Lachnospiraceae y Ruminococcaceae*?. Se ha descrito que la microbiota intestinal

regula y desarrolla la funcién del sistema inmunoldgico innato y adaptativo3, asi

10



mismo, la microbiota deriva sefiales a las células inmunes para activar respuestas
pro y antiinflamatorias afectando la susceptibilidad de varias enfermedades. Se
sabe que la alimentacion tiene un papel importante en la composicion y salud de la
barrera intestinal. Se ha descrito que los prebidticos mejoran la inmunidad,
diversidad intestinal, digestion, entre otras, especialmente en personas de edad
avanzada, y los probidticos han mostrado buenos resultados en la mejora de las

condiciones inflamatorias y regular la inmunidad*2.

Diversos estudios han sugerido que la microbiota intestinal se muestra
afectada en pacientes infectados por SARS-CoV-2, la cual es de suma importancia
en la modulacién de la respuesta inmunoldgica frente a la infeccion aumentando
principalmente una respuesta inflamatoria en la enfermedad*®. Se ha descrito que
una potencial ruta de infeccion de SARS-CoV-2 es a través del sistema digestivo,
algunos autores sugieren que sintomas como diarrea pueden asociarse con una
alta expresion de la Ang-248. Se ha reportado en diversos estudios que la alteracion
en la microbiota intestinal fue asociada con mayor severidad de la enfermedad,
mayor abundancia en bacterias oportunistas (Estreptococos, Rothia, Veillonella y
Actinomyces), asi como reduccion de bacterias benéficas como Lactobacillus y
bifidobacterias*’. También la alteracion de la microbiota intestinal ha sido bien
identificada y confirmada en otras infecciones virales respiratorias vinculadas a una
posible causa de inflamacién intestinal y lesién inmunoldgica en pacientes con
influenza*®. Por otra parte, las alteraciones en la microbiota podrian desarrollarse
por multiples factores, principalmente la administracion de los medicamentos

durante la enfermedad COVID-19, como fosfato de cloroquina, ritonavir, remdesivir,
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lopinavir, y en caso de neumonia, antibioticos, algunos sintomas gastrointestinales
que se presentan durante la infeccion como vomito y diarrea, asi como las largas
estancias hospitalarias lo que podria conducir a esta dishiosis**. Como
consecuencia, los sujetos con COVID-19, podrian desarrollar disbiosis relacionada

con la enfermedad aun después de haberse recuperado®.

En un estudio, describieron la microbiota intestinal en sujetos recuperados de
COVID-19 en comparacion con sujetos sanos, y encontraron que los sujetos
recuperados tuvieron mayor abundancia de Rothia y Erisipelatoclostridio, (Rothia
relacionada con inflamacibn pulmonar 'y neumonia en pacientes
inmunocomprometidos), y ésta fue significativamente mayor en comparacién con
los controles. Lo que sugiere que los cambios y la progresion de la COVID-19 se
refleja en diversos estadios de la enfermedad y que la microbiota intestinal en estos
pacientes no esta completamente recuperada después de 3 meses de haber
superado el proceso infeccioso agudo y una disminucion de bacterias
antiinflamatorias proveen un riesgo potencial de desérdenes de inflamacién

intestinal cronica en pacientes convalecientes de la enfermedad®°.

Inflamaciéon en COVID-19
1.7 Disfuncién endotelial

La disfuncion endotelial (DE) consiste en una condicién sistémica en la cual
el endotelio pierde sus propiedades fisioldgicas, como la permeabilidad vascular,

regulacion del tono vascular, reclutamiento de neutréfilos®, promoviendo un estado
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protrombético, proinflamatorio y prooxidante®!. Las células endoteliales también
tienen un papel importante en las defensas del organismo, formando la primer linea
de encuentro ante patdégenos, enviando una alerta temprana de infeccion, invasion
o lesién®2. Asi mismo, la DE se caracteriza por una supresion de la 6xido nitrico
sintetasa endotelial (ONSe) concomitante con baja biodisponibilidad de ON’. El ON
producido por la ONSe, es clave para la homeostasis vascular, principalmente por
sus propiedades antiploriferativas, antitromboéticas y antiaterogénicas®. Por otra
parte, la hipoxia juega un papel importante en el cambio metabdlico de las células
endoteliales como la reduccion de ATP en las células generado por la fosforilacion
oxidativa que conduce a la produccién de especies reactivas de oxigeno

mitocondriales®.

Not at-risk
individuals

SARS-CoV-2
infection

~ Neutrophil

i : e AT o g defence
3 mechanism

Balanced

A
i}

Treatment with
antioxidant/

lastase inhibit -
b At-risk individuals with et H
impaired redox balance | | SARS-CoV-2 Activated :
infection neutrophil :
Worsening of
redox imbalance

haas . - » | ® Excess ROS
Antioxidants ———> o~ ) « RBC dysfunction
« Thrombosis
* Alveolar damage

Figura 2. Infeccidon por SARS-CoV-2 conduce a liberar especies reactivas de oxigeno inducido por neutrofilia.
Se observan dos escenarios en la infeccion por SARS-CoV-2, a) en donde en un individuo sin riesgo un exceso
de ERO con balanceados por el incremento en defensas antioxidantes, y b) en donde en sujetos con un
desbalance de estas propiedades antioxidantes la produccién de ERO no es controlada, conduciendo a la
peroxidacion de membranas de los glébulos rojos lo que a su vez perturba la activacion de neutréfilos. Tomado

de: Mireille Laforge, y Cols. Tissue damage from neutrophil-induced oxidative stress in COVID-19.53
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La DE, es el principal determinante de disfuncién macro y microvascular®, y
cambios en las funciones homeostaticas contribuyen a lesiones en el tejido
endotelial®®>. Se ha descrito que el balance dafiado de las propiedades
protromboticas/antitromboticas del endotelio pueden contribuir a la trombosis
vascular en sujetos con COVID-19%, y que ademas, la DE podria explicar el
empeoramiento de la enfermedad?®. Por otro lado, en sujetos con COVID-19 existe
una desregulacion de moléculas procoagulantes como el FVW5221 un potente
marcador de dafio endotelial, mostrandose severamente incrementado en pacientes
infectados®*. Asi mismo, las células endoteliales pueden producir uno de los
vasoconstrictores mas potentes: endotelina-1, en respuesta a la Ang-2, trombina o
LDL oxidado®?. Caracteristicas fundamentales en la disfuncién de las células
endoteliales incluye también la produccion local de moléculas de adhesion como la
E-selectina en respuesta a la produccion de citoquinas inflamatorias como TNF-a e
IL-1B%%. Todas éstas moléculas actian como marcadores de dafio endotelial, peor

prondstico y precursores de enfermedad cardiovascular®.

En sujetos con COVID-19 existe un incremento en el proceso inflamatorio,
mostrando hiperinflamacién y un perfil de coagulacién alterado®. Las citoquinas
asociadas a la “tormenta de citoquinas” son principalmente PCR, IL-1a, IL-B, IL-6,
IL-7 y TNF-0f, una sobreproduccién de estas podria perturbar los procesos
normales del endotelio y potenciar los patolégicos®?. Ademas, se sabe que en
sujetos con COVID-19, el estado proinflamatorio tiene un papel importante en el
curso, severidad de la enfermedad y dafio multiorganico?. Asi mismo, se ha

asociado a la apoptosis de las células endoteliales, incrementando la expresion de

14



moléculas de adhesion, cambios procoagulates, empeorando el flujo vascular?®.
Eventos cardiovasculares adversos asociados con COVID-19, han sido vinculados

con la severidad de la inflamacion resultando en disfuncion cardiaca?!.

Marcadores de disfuncién endotelial
1.7.1 Endotelina-1

La endotelina-1 (ET-1) es un péptido de 21 aminoacidos y potente
vasoconstrictor®®, es sintetizada predominantemente por las células vasculares
endoteliales®®, ET-1 media su accién a través de la activacion de los receptores
acoplados a la proteina G tipo Ay B. ET-1 secretada por las células endoteliales,
actia de manera paracrina para causar constriccion de la célula del musculo liso
vascular principalmente a través de los receptores tipo A. Asi mismo, acta como
autocrina en los receptores tipo B para inducir la relajacion principalmente a través
de la liberacién de ON®°. ET-1 es la isoforma mas predominante e importante y es
10 veces mas potente que la angiotensina-1%’. ET-1 ejerce una accion
vasoconstrictora y proliferativa sobre las células de musculo liso vascular, tiene un
papel importante en la regulaciéon del tono y remodelaciéon vascular®”°8, Las
concentraciones normales de ET-1 en plasma son aproximadamente 1 — 2 pg/mL5’.
ET-1 participa en la regulacién de la presion arterial y funcién vascular, y esta
elevada en plasma en pacientes con hipertension esencial®®. Las concentraciones

en plasma se encuentran elevadas en pacientes con condiciones asociadas con
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lesion de las células endoteliales, asi como hipertension, insuficiencia cardiaca

congestiva, enfermedad coronaria y diabetes mellitus®°.

1.7.2 E-Selectina

La E-selectina es una molécula de adhesion clave que regula la unién de
leucocitos al endotelio en los sitios dafiados, media el reclutamiento de leucocitos
circulantes apoyando las interacciones adhesivas®®. Es expresada por células
endoteliales activadas®®. Su sintesis y expresion puede ser inducida por citoguinas
como la interleucina IL-1 o TNF-a.%2. Es un potente marcador de lesion y/o activacion
del endotelio®. Se ha sugerido que papel de esta molécula de adhesion como
marcador de actividad de enfermedades autoinmunes conduce a infecciones,
aterosclerosis, neoplasmas, enfermedades crénicas inflamatorias y vasculitis, asi
como tromboembolismo venoso recurrente®®. Asi mismo, concentraciones elevadas
de E-selectina han sido asociadas con la obesidad y podria ser explicada por la
produccion de TNF-a e IL-6 que se producen en los adipocitos viscerales los cuales
pueden inducir a la expresiéon de esta molécula®. Por otro lado, en pacientes con
COVID-19 se han observado cifras elevadas de E-selectina, en comparacién con
sujetos con SARS clasico (24.9 ng/mL, [9.2 — 42.5]; vs 3.3 ng/mL, [2.4 — 5.7]; p<

0.001)%. Las concentraciones aproximadas son 0.5 — 10 ng/mL5?.
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1.7.3 Moléculas de adhesion intracelular y vascular 1 (ICAM-1y VCAM-1)

La ICAM-1 es una molécula de adhesion celular e inflamacion de leucocitos.
Su produccién es inducida por gamma-interferon y es necesaria en la migracion de
neutréfilos al tejido inflamado®. Por otra parte, la VCAM-1 es una molécula de
adhesion que su expresion es mediana por citoquinas en células endoteliales
activadas principalmente, también es importante en el traslado de leucocitos a sitios
dafiados y/o inflamados®’. A través de las citoquinas inflamatorias la ICAM-1
incrementa significativamente su expresion y se ha descrito como un marcador de
disfuncién/activacion endotelial®®. Estas moléculas de adhesién se han observado
elevadas en diversas patologias, principalmente aquellas inflamatorias como apnea
del suefio®, y recientemente en COVID-19 donde diversos estudios han concluido
que la expresion de estas moléculas estd estrechamente relacionada con la
severidad de la enfermedad y podrian contribuir a la disfuncién en la coagulacion.
Asi mismo, la elevaciobn anormal de estas moléculas estan relacionadas con el
desarrollo de arteriosclerosis’, y ateroesclerosis, siendo la respuesta inflamatoria
desregulada un indicador de la sobre expresion de ICAM-1y VCAM-1. Ademas, se
han mostrado incrementadas en presencia de células endoteliales expuestas a
ERO’2. Por otra parte, en sujetos recuperados de COVID-19 se observaron niveles
mas elevados de ICAM-1 después de 5 semanas después del diagnostico inicial de
la enfermedad, mostrandose como un indicador de secuelas tardias debido a la

infeccion’s.
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1.7.4 Factor de von Willebrand

El Factor de von Willebrand (FVvW) es una gran glicoproteina multimérica
presente en el plasma y en la matriz del subendotelio. Se almacena en forma de
multimeros en cuerpos de Weibel-Palade y granulos de plaquetas’. Incrementa sus
sitios de unién con la célula endotelial, plaquetas y el factor VIII de la coagulacién,
y es sintetizada en las células endoteliales y en megacariocitos’. En respuesta a
estrés y mediadores inflamatorios las células endoteliales se activan y liberan
grandes cantidades de multimeros de FVW hiperreactivos a la circulacién, mismos
qgue provienen de la protedlisis mediada por la ADAMTS-13 (A Desintegrin And
Metalloprotease, with Trombo Spodin-1-like domains)’®. La funcién principal de
ADAMTS-13 es desintegrar el FvW anclado a la superficie endotelial’#, y un defecto
en esta funcién puede influir en la progresion local de eventos protrombéticos’®. Una
subunidad del FvW tiene sitios de unidn para receptores plaquetarios principales, la
glicoproteina Ib en el complejo GPIb-IX-V e integrina IIb 3 en el complejo GPlIb-llla,
a través de éstas interacciones el FYW actia como puente entre las plaguetas
circulantes en sitios de lesiéon vascular, promoviendo la adhesién plaguetaria’®. Las
concentraciones de FVYW en plasma son aproximadamente de 50-200 Ul/dL, con
una vida media alrededor de 12 horas’’, y pueden ser medidas en plasma a través
de ELISA’8. El FVW esta involucrado en la agregacion plaquetaria y formaciéon de
trombos debido a su importante participacion en la inflamacion, es identificado como
un factor crucial en la propagacién de aterosclerosis, resultando en isquemia
cerebral”™. Asi mismo, se ha descrito como un marcador potente de dafio endotelial,

asociado a la presencia de enfermedad cardiovascular y como peor prondstico en
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sujetos con alguna cardiopatia’™. En la patogénesis de COVID-19, la activacion
endotelial y la interaccién con diversos factores de inflamacion, asi como con el
material viral, podria ser crucial en la agregacion plaquetaria’®. La coagulopatia en
enfermedades criticas como choque séptico o sindrome respiratorio agudo severo
implica una cantidad sustancial de activacion de células en el endotelio y plaquetas,
como resultado de esta activacion no mitigada de la cascada de coagulacion, la
actividad del antigeno de FVW elevado puede ser acompafiado de la reduccion de
la ADMTS13, lo que produce una microangiopatia®®. Se han reportado altas
concentraciones de FVW en sujetos con COVID-19854 en pacientes que han
estado en terapia intensiva el antigeno se encontré en 565% vs 278% (valor de
referencia: 62 — 175%) en sujetos que no estuvieron en terapia intensiva®, que han
sido asociados a endoteliopatia, activacion plaquetaria, y coagulopatia®, tanto en
pacientes criticos como no criticos, y desempefia un papel importante en la

progresién y pronostico de la enfermedad®“.

19



2. ANTECEDENTES

2.1 L-Citrulina

L-Citrulina es un a-aminoacido no esencial hidrosoluble®!, potente precursor
endégeno de la L-arginina®?, la cual incrementa la biodisponibilidad de ON. En las
células endoteliales, el ON es sintetizado de la L-arginina por la ONSe, generando
ON vy L-citrulina®'. En humanos sanos, las concentraciones de L-citrulina sérica
varian entre 20 y 60 pmol/L, con una media de 40 umol/L&3. Los niveles circulantes
de L-citrulina son dependientes de la funcion del ciclo proximal de la urea en el
intestino®*, los enterocitos toman la L-citrulina ingerida oralmente y la transportan
efectivamente a través de tracto gastrointestinal®l, pasando secundariamente por el
higado®. Aproximadamente el 83% de la citrulina circulante es tomada por los
rifones, donde es convertida a arginina por la arginosucinato sintetasa y la
arginosucinato liasa en las células de los tabulos proximales®®. Por otro lado, el ON
puede regular procesos importantes como el tono vascular, agregacion plaquetaria,
adhesion de leucocitos, y se ha observado que los niveles circulantes de L-citrulina

podrian ser mas predictivos de la funcién de las (6xido nitrico sintetasa) ONS®4,

Con respecto a la suplementacion oral se ha observado que los niveles en
plasma aumentaron 5 veces, y menos del 1%, de la L-citrulina fue excretada por
orina, implicando que la ruta oral tiene una buena absorcion®. Ademas, se ha
descrito una buena tolerancia a la L-citrulina, sin embargo altas dosis (15 g) han
tenido una fraccion menor de absorcidn y retencion en plasma, probablemente

debido a la saturacion de sus transportadores, o reducida conversion renal de L-
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citrulina a L-arginina, por lo que para incrementar las concentraciones circulantes
de L-arginina, se han sugerido dosis que han demostrado ser efectivas desde 3 g
hasta 10 g/dia®’. La L-citrulina ha demostrado tener potenciales capacidades anti-
hipertensivas y cardiovasculares, debido a sus efectos vasodilatadores en el
endotelio, al aumentar la biosintesis de
ONB&L, éste induce relajacién vascular del misculo liso a través de la ON guanosin
ciclasa, y desempefia un papel importante en la regulacion de la presion arterial®®.
Asi mismo se han descrito sus efectos en la reduccion del estrés oxidativo que son
parte importante en la progresion de desérdenes vasculares®. La L-citrulina es
capaz de incrementar la ONSe en las células endoteliales, la cual reduce la
formacién de ERO. El mecanismo de la L-citrulina para mejorar la funcion endotelial,
en condiciones como aterosclerosis, es probablemente mediado por la reduccién de
la formacién de radicales de hidroxilo®”. También, la suplementacién con L-citrulina
provee efectos benéficos en la salud vascular modulando la inflamacién crénica de
bajo grado, reduciendo las concentraciones de citoquinas inflamatorias como IL-6,
TNF-oo y PCR®, mientras que induce reducciones selectivas de citoquinas
proinflamatorias, preserva citoquinas anti-inflamatorias (IL-10) y la produccion de
ON®°, Asimismo, se han descrito efectos benéficos de la suplementacién con L-

citrulina a corto plazo sobre la reduccién de la rigidez arterial®°.

Por otro lado, en sujetos con COVID-19 de moderado a severo, se han
descrito bajas concentraciones de L-citrulina en plasma, probablemente debido a
las alteraciones gastrointestinales que sufren los sujetos infectados, asi como

permeabilidad y mala absorcion por los enterocitos, las bajas concentraciones de L-
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citrulina se correlacionaron con la inflamacién sistémica, marcadores clinicos de
severidad como superficie pulmonar afectada, ingreso a unidad de cuidados

intensivos e intubacién orotraqueal®®.

En un ensayo clinico, Masahiko Morita y Cols®., evaluaron los efectos de la
suplementacién con L-citrulina sobre la funcion endotelial y la oxidacion de lipidos
en sangre en 22 pacientes de 41 a 64 afos, con diagndstico de agina vasoespastica.
Evaluaron la funcién endotelial a través de la dilatacion mediada por flujo (FMD) con
un punto de corte <5.5% como predictor de riesgo cardiovascular. Su intervencion
fue de 800 mg/dia de L-citrulina via oral durante 8 semanas. Observaron un
aumento en las concentraciones de L-arginina (49.1 + 2.6 a 56.3 £ 3.7, p<0.05), y
de la FMD (3.2 a 4.1 %, p<0.05), asi como una disminucion en la relacion
arginina/dimetilarginina asimétrica (ADMA) (0.45 a 0.37 pmol/l, p<0.01) y en el c-
LDL oxidado (128.2 + 9.0 a 113.7 = 7.6 U/l, p<0.05), sugiriendo que ésta
suplementacién mejora la funcién del endotelio, probablemente debido al aumento
de las concentraciones de L-arginina y la proporcién arginina/ADMA asociadas con

reacciones dependientes del ON, asi como reduccién del estrés oxidativo.

De igual forma, en un ensayo clinico aleatorizado por, Bahereh Barkhidarian
y Cols®., evaluaron el efecto de la suplementacién con arginina y citrulina sobre
factores de inflamacion. Se aleatorizaron a 102 pacientes de 5 unidades de cuidado
intensivo en tres grupos: suplementacioén con L-arginina (10 g/dia), L-citrulina (10
g/dia) y grupo control. Todos los grupos recibieron ademas una férmula enteral con
42.8% de hidratos de carbono, 16.6% de proteina, y 34.2% de lipidos durante 10

dias de tratamiento. Evaluaron como marcadores de inflamacion IL-6 y PCR.

22



Después de la intervencion, observaron reduccion de las concentraciones de IL-6
(22.83 £ 16.30 a 11.96 + 12.52, p= 0.009), y PCR (39.13 + 24.86 a 27.97 + 30.51,
p= 0.025) solo en el grupo con suplementacion con L-citrulina, sugiriendo que ésta

podria tener efectos benéficos sobre la respuesta inflamatoria.

Ademas, en un ensayo clinico aleatorizado, Masayuki Ochiai y Cols®.,
evaluaron los efectos a corto plazo de la suplementacion con L-citrulina sobre la
rigidez arterial. Un total de 15 sujetos sanos con un indice de rigidez arterial >1400
cm/min fueron aleatorizados en dos grupos: L-citrulina (5.6 g/dia, n=8) o placebo
(n=7) durante 7 dias. Evaluaron la rigidez arterial mediante la velocidad de onda de
pulso braquial-tobillo (baPWV). Después de los 7 dias de intervencién encontraron
una disminucion de baPWV (1.577.8 £ 27.5 a 1.442.0 £ 31.7 cm/min, p <0.01), un
aumento en las concentraciones de L-arginina (119.3 + 26.8 a 162.6 + 28.1, uM
p<0.01), L-citrulina (33.4 = 3.9 a 56.9 + 22.8 uM, p<0.05) y arginina/ADMA (324 +
43.4 a 393.7 £ 66.9, p<0.05), concluyeron que, a corto plazo, la suplementacién con

L-citrulina podria mejorar funcionalmente la rigidez arterial.

Asi mismo, en un ensayo clinico aleatorizado Orea-Tejeda y Cols®?,,
evaluaron el efecto de la suplementacion con L-arginina y L-citrulina sobre la funcién
endotelial en pacientes estables con insuficiencia cardiaca (IC) con fraccién de
expulsion reducida e IC derecha a través de la fotopletismografia (indice MAT/TT
<30 = normal). Su intervencién consistié en un grupo suplementado con 8 g/dia de
L-arginina en 2 dosis (n=15), y otro con L-citrulina (3 g/dia) una dosis (n=15), ambos
grupos recibieron el tratamiento farmacoldgico convencional ademas de la

suplementacién, durante 60 dias. Observaron una disminucién el indice MAT/TT en
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el grupo de L-arginina (basal: 38.75 = 11.52, final 23.32 + 6.08, p=0.007, post-
isquemia: 36.60 + 11.51, final 18.81 + 15.13, p=0.004) y en el grupo con L-citrulina
(basal: 41.4 =+ 13.47, final 23.65 = 6.74, p=0.007, post-isquemia: 49.51 + 15.17, final
27.13 £ 7.87, p=0.003), sugiriendo que la administracion de la arginina y citrulina
tiene efectos benéficos sobre la funcion endotelial mostrado por la normalizacion

del indice MAT/TT.

Por otra parte, Balderas Mufioz y Cols®., evaluaron el efecto de la
suplementacién con L-citrulina sobre la clase funcional de la IC, fraccion de
expulsion ventricular izquierdo (FEVI) y flujo sanguineo periférico en pacientes con
IC sistdlica. 35 pacientes fueron aleatorizados en dos grupos: L-citrulina (3g/dia)
mas tratamiento convencional y control, durante 4 meses. Mostrando en el grupo de
suplementacién con L-citrulina con un aumento en la FEVI en reposo (20.30%,
p=0.03) y en esfuerzo (12.71% (p=0.04), asi como una disminucion en el indice
MAT/TT -23.13% (p<0.001), mejorando con esta suplementacion la clase funcional
de la IC, y mostrando cambios en la vasodilatacion independiente de la funcién

endotelial.

En una revisidn sisteméatica y meta-analisis de ensayos clinicos aleatorizados
Mahboobi S. y Cols®., evaluaron la eficacia de la L-citrulina sobre la presién arterial
sistélica y diastdlica, incluyeron 15 ensayos clinicos aleatorizados con un total de
424 participantes, el rango de dosis de L-citrulina de 2.7 a 8.4 g/dia y periodo de
intervencidon desde 1 hasta 16 semanas. Observaron una disminucién en general
de la presién arterial sistélica (PAS) de -7.54 mmHg (IC 95%, -9.44 a -5.63, p=

0.0001) y diastélica (PAD) de -3.77 mmHg (IC 95%, -5.67 a -1.86, p= 0.0001),
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sugiriendo que la suplementacion con L-citrulina podria reducir la presion arterial

sistélica.

En otro ensayo clinico cruzado, Morteza Safi y Cols®., evaluaron la eficacia
del consumo oral de L-citrulina sobre la funcion y vasodilatacion endotelial. En 30
pacientes con diagnéstico de enfermedad coronaria, midieron la FMD vy la
vasodilatacion dependiente de nitroglicerina (NMD), asi como la proporcion
FMD/NMD (<1). La intervencion fue L-citrulina vs placebo durante 15 dias.
Observaron diferencias en la medicidon basal vs. después de la suplementacion con
L-citrulina con un aumento en la FMD (0.92 + 0.16 mm, p<0.001) y aumento de la
proporcion FMD/NMD (0.12 + 0.02, p<0.001) asi como diferencias en FMD y
FMD/NMD en L-citrulina vs. placebo (p<0.001), concluyendo que la L-citrulina
mejora la funcion endotelial en pacientes con enfermedad coronaria. Sin embargo,
una de las grandes limitaciones de este estudio es que no reportan la dosis de L-

citrulina que administraron.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La actual pandemia por la enfermedad COVID-19, se ha extendido hasta mas
de 600 millones de casos y mas de 6 millones de muertes a nivel mundial. La
situacion a nivel nacional se centra en mas de 7 millones de casos acumulados y
mas 300 mil muertes. Los sujetos que se han recuperado son mas de 3 millones a
nivel nacional, mientras que en el INER se tienen aproximadamente mas de 2000
sujetos recuperados. Por otro lado, las enfermedades cardiovasculares son la
principal causa de muerte en el mundo, representan el 16% de todas las muertes
por enfermedades crénicas a nivel mundial. En México, de acuerdo a datos del
INEGI 2021, la principal causa de muerte es COVID-19, segunda enfermedad
cardiovascular, seguido de diabetes mellitus las cuales estan relacionadas a causas
metabdlicas. Aunado a esto, el 76% de mujeres y el 72.1% de hombres adultos
mexicanos tienen sobrepeso u obesidad y el 30.2% hipertension. Se sabe que los
casos graves de COVID-19 estan asociados con la presencia de comorbilidades
como hipertension arterial, diabetes sobrepeso u obesidad y enfermedades
cardiovasculares, y éstas condiciones a su vez, asociadas con disfuncion endotelial
cronica, lo cual hace especialmente susceptible a nuestra poblacién con altas tasas
de letalidad. Por otro lado, en pacientes post-COVID-19 se han observado secuelas
agudas y cronicas a nivel cardiovascular, musculoesquelético, neuroldgico,
gastrointestinal, entre otros sistemas del organismo. Principalmente la DE se ha
caracterizado en estos pacientes por promover un estado procoagulante y estas
alteraciones persisten como secuela de la enfermedad. Al ser la DE un potente

factor de riesgo cardiovascular, es importante mejorar esta condicion, por lo que la
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importancia de adquirir tratamientos no farmacoldgicos es fundamental. Diversos
estudios han demostrado que la suplementacion con L-citrulina puede tener efectos
benéficos sobre la funcion del endotelio, de inflamacion y la rigidez arterial, en
pacientes con condiciones de edad avanzada y presencia de enfermedades
coronarias. También, es importante mencionar, que el efecto de la suplementacién
con L-citrulina en pacientes recuperados de COVID-19 alun no se ha descrito en la

literatura.

4. JUSTIFICACION

Se sabe que existe una estrecha relacion entre la COVID-19 y la DE en los
pacientes recuperados de la enfermedad. Si bien, el tratamiento farmacolégico y no
farmacoldgico durante el proceso de la enfermedad se ha asociado con la mejoria
de los pacientes en situacion critica favoreciendo su recuperacion. Por otro lado, el
SARS-CoV-2 ha demostrado tener un efecto metabdlico por la alta secrecion de
moléculas inflamatorias y dafio endotelial. Mientras que estas alteraciones en
distintos sistemas del organismo persisten en sujetos recuperados de COVID-19, la
importancia de proponer tratamientos que permitan reducir el dafio a la funcién
endotelial es determinante. Por lo tanto, es primordial conocer el comportamiento
de nuevas estrategias no farmacolégicas como la suplementacion con L-citrulina, la
cual ha demostrado tener efectos benéficos en la funcion endotelial y la inflamacion
sistémica, para atenuar las afectaciones cardiovasculares provocadas por la
COVID-19 coadyuvar en el tratamiento, reducir su riesgo cardiovascular y mejorar

la calidad de vida de estos sujetos.
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5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es el efecto de la suplementacién con 4 gramos de L-citrulina via oral
durante 3 meses sobre la DE en pacientes de 20 - 80 afios recuperados de COVID-
19 confirmado mediante prueba de PCR negativa en comparacion con el grupo
control del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosio

Villegas™?

6. HIPOTESIS

Los pacientes de 20 - 80 afios recuperados de COVID-19 confirmado
mediante prueba de PCR negativa que sean suplementados con 4 gramos de L-
citrulina durante 3 meses mejoraran la DE comparado con los sujetos del grupo

control.

7. OBJETIVOS

7.1 General:

Evaluar el efecto de la suplementacion con 4 gramos de L-citrulina sobre la
DE en pacientes de 20 - 80 afios recuperados de COVID-19 confirmado mediante
prueba de PCR negativa comparado con el grupo control del Instituto Nacional de

Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosio Villegas”.
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7.2 Especificos:

'

Examinar el efecto de la suplementacion con L-citrulina sobre las
concentraciones de E-selectina en sangre como marcador de funcion
endotelial comparado con el grupo control en pacientes recuperados

de COVID-19 del INER.

Examinar el efecto de la suplementacion con L-citrulina sobre las
concentraciones de Endotelina-1 en sangre como marcador de funcion
endotelial comparado con el grupo control en pacientes recuperados

de COVID-19 del INER.

Examinar el efecto de la suplementacion con L-citrulina sobre las
concentraciones de ICAM-1 y VCAM-1 en sangre como marcador de
funcion endotelial comparado con el grupo control en pacientes

recuperados de COVID-19 del INER.

7.3 Secundarios:

'

Evaluar el efecto de la suplementacion con L-citrulina sobre la
composicién corporal comparado con el grupo control en pacientes

recuperados de COVID-19 del INER.

Evaluar el efecto de la suplementacién con L-citrulina sobre la fuerza
muscular comparado con el grupo control en pacientes recuperados

de COVID-19 del INER.

29



¢ Evaluar el efecto de la suplementacién con L-citrulina sobre la
funcionalidad fisica a través de la caminata de 6 minutos comparado

con el grupo control en pacientes recuperados de COVID-19 del INER.
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8. METODOLOGIA
Tipo de estudio: Ensayo clinico aleatorizado, abierto.
Lugar: Servicio de Cardiologia del INER.
Criterios de seleccion:
Criterios de inclusion:

¢ Pacientes recuperados de COVID-19, confirmado mediante prueba de PCR
negativa, que acuden al INER después el alta hospitalaria.

¢ Sujetos que acepten participar en el protocolo y firmen consentimiento
informado.
Criterios de exclusion:

¢ Pacientes con diagnéstico de VIH

¢ Pacientes con una tasa de filtracién glomerular <30 mL/min/1.73m?2

¢ Personas que participen en otro protocolo de intervencién.
Tiempo de seguimiento:

t 90 dias, cada 45 dias una evaluacion.
Suplemento:

¢ Dosis: 4 g/dia de L-citrulina, durante 90 dias
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8.1 Procedimiento:

Los sujetos que fueron hospitalizados en el INER se citaron

aproximadamente 2 a 3 meses después de su egreso hospitalario para una

valoracion integral en el servicio de consulta externa para pacientes post-COVID-

19. El servicio de Cardiologia del Instituto, cuenta con una consulta nutricional en la

cual se abordaron a los sujetos para invitarlos a participar en el protocolo.

Cuando el sujeto, al ser valorado por primera vez, cumplié con los criterios de

inclusién y acepto participar en el protocolo:

1)
2)

3)

4)

5)

Se le pidio6 firmar un consentimiento informado.

Se aleatorizaron en grupo intervencion y grupo control.

Se le realizé la medicibn basal la cual comprende: historia clinica
(antecedentes patolégicos heredofamiliares, antecedentes no patoldgicos,
estilo de vida, recordatorio de 24 horas); valoracion de la composicion
corporal del sujeto (bioimpedancia eléctrica); pruebas de funcionalidad
(fuerza de mano y caminata de 6 minutos la cual fue realizada por una
fisioterapeuta de acuerdo a las guias de la ATS, se recolectaron laboratorios
bioguimicos (quimica sanguinea, perfil de lipidos, pruebas de funcionamiento
hepatico); y consulta nutricional (plan de alimentacién adecuado a las
necesidades energéticas y nutrimentales de cada paciente).

Se realiz0 la primera toma de muestra de sangre para evaluar funcion
endotelial.

De acuerdo al grupo de tratamiento al que el sujeto fue aleatorizado se realizo

lo siguiente:
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a. Grupo Intervencion. Se suplemento al paciente con un sobre de 4 g
de L-citrulina por un periodo de 45 dias. Se le pidi6 que la primera
dosis se tomara en ese momento con la finalidad de explicarle la forma
en que debe tomar la L-citrulina. El contenido del sobre con 4 g de L-
citrulina se disolvieron en una botella pequeiia de agua purificada
(aproximadamente 200 ml), posteriormente se le pidio al paciente que
lo bebiera. Se otorgdé al paciente el resto de los sobres con el
suplemento (44 sobres). Para lograr un mejor apego al suplemento se
le entregd al paciente un calendario de adherencia en donde se le
explicé que cada dia que tomara el suplemento marcara el numero del
suplemento y escribiera fecha y hora (Anexo 1). Ademas, se brind6
tratamiento nutricional acorde a sus requerimientos energéticos, en el
cual se entreg6 el plan de alimentacion y material de recomendaciones
(Anexo 1).

b. Grupo Control: se brindé tratamiento nutricional de acuerdo al
requerimiento energético. Se entregd el plan de alimentacion, y
material de recomendaciones.

6) En ambos grupos: se brindé un seguimiento entre consultas a través de
llamadas y/o mensajes de WhatsApp.
7) En ambos grupos: se citd al sujeto a los 45 dias después de su primera

consulta.

En la consulta de seguimiento (segunda medicion) a los 45 dias:
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1) Grupo intervencién: Se le pidié que entregara el registro de sus primeras 45
tomas del suplemento L-citrulina, y se le otorgaron las siguientes 45 dosis del
suplemento y una hoja nueva de registro. Ademas, se ajusto el plan de
alimentacion y se le brind6 retroalimentacién nutricional.

2) Grupo control: se ajusté el plan de alimentacién y se brindé retroalimentacion
nutricional.

3) Enambos grupos: se valoré nuevamente en el sujeto la composicién corporal
(bioimpedancia eléctrica), pruebas de funcionalidad (fuerza de mano) y
recordatorio de 24 horas y se cit0 a los 45 dias para su valoracion final.

4) En ambos grupos: se brindé un seguimiento entre consultas a través de

llamadas y/o mensajes de WhatsApp.

En la consulta final a los 45 dias posterior a la segunda medicién (dia 90):

1) Grupo intervencion: Se le pidié que entregara el registro de sus 45 tomas del
suplemento L-citrulina. Ademas, se ajusto el plan de alimentacién y se le
brindé retroalimentacion nutricional.

2) Grupo control: se ajusto el plan de alimentacion y se brindo retroalimentacion

nutricional.

En ambos grupos: se valor6 nuevamente en el sujeto la composicion corporal
(bioimpedancia eléctrica), pruebas de funcionalidad (fuerza de mano y caminata de
6 minutos), recordatorio de 24 horas, se recolectaron laboratorios bioquimicos

(quimica sanguinea, perfil de lipidos, pruebas de funcionamiento hepatico).

Se le realiz6 la toma de muestra de sangre final para evaluar la disfuncién endotelial.
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8.2 CUADRO DE OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Variable

Edad

Sexo

Obesidad

Diabetes
Mellitus tipo
2

Hipertension

arterial

Dislipidemia

Peso

Talla

Definicion
conceptual

Variables Antecedentes

Tiempo que ha
vivido una
persona
contando desde
su nacimiento®.
Condicioén
organica,
masculina o
femenina®®.

Exceso de
acumulacion de
grasa en el
cuerpo [Término
MeSH].

Trastorno
caracterizado por
hiperglucemia e
intolerancia a la
glucosa [Término
MeSH].
Presion arterial
sistémica
persistentemente
alta [Término
MeSH].
Anormalidades
en niveles séricos
de lipidos, tanto
aumento como
disminucion
[Término MeSH].
Masa o cantidad
de pesadez de un
individuo
[Término MeSH].
Estatura o altura
de la persona®.

Definicion
Operacional

Interrogatorio
de afios
cumplidos.

Apariencia
fisica.

Determinado
mediante
bioimpedancia
eléctrica.
Porcentaje de
grasa >32% en
mujeres 'y
>25% en
hombres.®’

Determinado
mediante
expediente
clinico.

Determinado
mediante
expediente
clinico.

Determinado
mediante
laboratorios
bioquimicos en
expediente.

Determinado
mediante
bascula SECA
(mod. 700)
Determinado
mediante
estadimetro

Unidad de
Medicién

Hombre.
Muijer.

Presencia /
ausencia

Presencia /
ausencia

Presencia /
ausencia

Presencia /
ausencia

Kilogramos.

Centimetros.

Escala de
Medicidn

Cuantitativa
continua.

Nominal
dicotémica.

Nominal
dicotémica.

Nominal
dicotémica.

Nominal
dicotémica.

Nominal
dicotémica.

Cuantitativa
continua de
razon.

Cuantitativa
continua de
razon.
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indice de
masa
muscular
esquelética

indice de
masa
muscular
apendicular

Angulo de
fase

Fuerza de
mano

Tejido
adiposo

Fibras
musculares y
tejido conectivo.
Se refiere solo a
masa muscular
esquelética,
comprende
aproximadamente
el 40% del
cuerpo y esta
asociado con un
deterioro en
presencia de
sarcopenia®100,

Es la porcion
apendicular de la
masa muscular
esquelética,
representa 73 al
75% de la masa
muscular
esquelética
totall®,

Arco tangente =
(Xc/R)x180°/1T.
Asociado con la
celularidad,
tamafio de la
célula e
integridad de la
membrana
celular, del
comportamiento
de la resistencia
gue depende de
la hidratacion asi
como del estado
nutricional, y de
prondéstico’??,
Fuerza ejercida al
agarrar o apretar
[Término MeSH].
Tejido conectivo
compuesto por
células grasas
[Término MeSH].

SECA (mod.
700)
Determinado
mediante
bioimpedancia
eléctrica.
Divisién de la
masa muscular
esquelética en
kg entre
estatura.
MME (kg) =
[Ht?/R x 0.401)
+ (sexo X
3.825) + (edad
*-0.071)] +
5.102.101
Determinado
mediante
bioimpedancia
eléctrica, y
férmula:
asmm= (-3.964
+ (talla™2)/R)
+(0.095*peso)+
(1.384*sex0)
+(0.064*Xc))°,

Determinado
mediante
bioimpedancia
eléctrica.

Determinado
mediante
dinamometria.
Determinado
mediante
bioimpedancia
eléctrica.

Kilogramos/metros

asmm/(talla/100/2)

Grados

sexagesimales.

Kilogramos.

Porcentaje y
kilogramos.

Cuantitativa
continua de
razon.

Cuantitativa
continua de
razon.

Cuantitativa
continua de
razon.

Cuantitativa
continua de
razon.

Cuantitativa
continua de
razon.
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Dinapenia

Deplecion
muscular

L-citrulina

Endotelina-1

E-selectina

ICAM-1

Pérdida de fuerza
muscular
asociada a la
edad que no es
causada por
dafio muscular o
neurol6gico®.

Baja cantidad de
masa
muscular®4,

Variable independiente

Aminoacido no
proteico, no
esencial,
neutral®?.

Variable dependiente

Péptido
vasoconstrictor,
sintetizado en
células
vasculares
endoteliales,
participa en la
regulacion de la
presion arterial y
funcién
vascular®,
Molécula de
adhesion, regula
la union de
leucocitos al
endotelio,
marcador de
lesién y/o
activacion del
endotelio®.
Molécula
implicada en la
adhesion de
leucocitos e
inflamacion,
necesaria para la
migracion de
neutrofilos a

Dinamometria:
<16 kg mujeres
<27 kg
hombres

Masa
apendicular
musculo-
esquelética
(kg)/ talla®:
<5.5 kg/m? en
mujeres
<7 kg/m? en
hombres.

Suplemento en
polvo, dosis: 4

g.

Valores
indicados por
laboratorio.

Valores
indicados por
laboratorio.

Valores
indicados por
laboratorio.

Presencia /
ausencia

Presencia /
ausencia

Si/no

Nanogramos

Picogramos

Nanogramos

Nominal
dicotomica.

Nominal
dicotémica.

Nominal
dicotémica.

Cuantitativa
continua de
razon.

Cuantitativa
continua de
razon.

Cuantitativa
continua de
razon.
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tejido inflamado
[Término MeSH]
Molécula de
adhesion
inducida por
citoquinas
presente en
células Valores
VCAM-1 endoteliales indicados por Nanogramos
activadas, laboratorio.
participa en el
reclutamiento de
leucocitos a sitios
de inflamacién
[Término MeSH].

8.3 Calculo del tamafio de la muestra:

Cuantitativa
continua de
razon.

Se calcul6 el tamafio de muestra para dos medias independientes a partir de la

siguiente formula:

202 Zeejp + 25|
n =

AZ
Donde:
A=2.2
0g=25

95% de confianza (1.96)

80% de poder (0.842)

_ 2252196 +0842)2
n= (2.2)? - o

Considerando el 20% de pérdidas: 20 + 20%= 24 sujetos por grupo.

Se utilizé un articulo de intervencion en donde se evaluo el efecto de la dieta

mediterranea suplementada con aceite de oliva o nueces vs dieta baja en grasa
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sobre biomarcadores de inflamacién'®. El biomarcador que se utilizé para realizar

el tamafio de muestra fue E-selectina.

8.4 Modelo conceptual

Antecedente Independiente Intermedias Dependiente
Edad
Sexo
Comorbilidades
Obesidad
Diabetes Mellitus Disfuncion
tipo 2 Apego al plan de endotelial:
Hipertension Suplementacion alimentacion E-Selectina
arterial con L-citrulina Apego al consumo Endotelina-1
Dislipidemia del suplemento ICAM-1
Composicion VCAM-1
corporal

Fuerza de mano
Metros recorridos
(C6M)
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8.5 Reclutamiento

Pacientes recuperados de

COVID-19. (n= 49)

Excluidos (n=1)
-No acept6 participar en el protocolo.

Aleatorizados (n=48)

Asignados a intervencion (n= 24)

- Reciben la intervencion (n= 24)

Asignados a grupo control (n=24)
- Reciben el tratamiento

Perdidos en seguimiento (no regresaron a la
consulta n= 3)

- Falta de tiempo, regresaron al
trabajo (n=2)
- Nodio motivos (n =1)

Perdidos en seguimiento (no regresaron a la

- Falta de tiempo, regresaron al

l

Evaluacién a 3 meses (n=21)

v
v ( Asignacion 1 v
nutricional (n= 24)
v [ Seguimiento ) i
. J
consulta n=2)
trabajo (n=2)
[ Anélisis ] l

-Muestras sanguineas no analizadas
(hemolizadas) (n=2)

Evaluacién a 3 meses (n=22)
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9. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se realizé en el programa STATA version 15.1.

Los datos se presentaron de la siguiente manera: para variables categoricas
en frecuencia y porcentaje; variables continuas con distribucion normal en media y
desviacion estandar, mientras que los datos de las variables continuas con

distribucion no normal se reportaron en mediana y percentiles (25,75).

Con la finalidad de comparar los grupos de estudio, para las variables
categoricas se utiliz6 la prueba de X? o prueba exacta de Fisher. Para las variables
continuas que tuvieran una distribucién normal se realizé una prueba T-Student, si

se distribuy6 no normal se utilizé la prueba U de Mann-Whitney.

Posteriormente, para determinar si los sujetos del estudio tuvieron diferencias
a lo largo del estudio se realiz6 un modelo de efectos fijos. Se realizé el andlisis por

intencion a tratar (ITT) y por protocolo (PP).

Se consider6 estadisticamente significativo una p<0.05.
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10.RESULTADOS

Descripcion de las caracteristicas de la poblacion de estudio.

En la tabla 1 se muestran las caracteristicas de los sujetos recuperados de
COVID-19 que participaron en el estudio. El 54.2% son hombres, la edad promedio
fue de 53.12 + 13.5 afios. El 56.3% tuvo obesidad diagnosticada por IMC, mientras
que, al diagnosticar por porcentaje de grasa corporal, se elevo a 81.3%, 36.2%
presentd hipertension arterial y 31.3% diabetes mellitus tipo 2. La presion arterial
sistolica promedio fue de 111.9 + 13.24 mmHg y diastdlica de 68.8 + 10.1 mmHg.
La saturacion de oxigeno se encontré en 94.4 + 2.6 % para nuestra poblacion en
estudio. Respecto a las variables de composicién corporal, el peso promedio fue de
86.2 £ 18.5 kg, la fuerza de mano derecha fue 24.5 + 9.4 kg y de mano izquierda 19
(16, 30.5) kg, el angulo de fase fue de 6.36 + 0.87 °, el porcentaje de grasa corporal
promedio fue de 33.49 % y el indice de masa apendicular masculo esquelética fue
de 7.02 + 1.12 kg/m?. Se encontré que el 23% de la poblacién tuvo deplecion

muscular y el 35.42% dinapenia.

Al realizar la comparacién de las caracteristicas basales entre los grupos, no
se observaron diferencias estadisticamente significativas en la mayoria de las
variables, sin embargo, los sujetos del grupo control tuvieron mayores niveles de
triglicéridos (237.1 + 80.8 vs 140.7 + 45.4 mg/dL, p=0003), comparado con el grupo

intervencion.

Asi mismo, en la tabla 2 se muestran los indicadores clinicos de severidad

de los pacientes del estudio. El 66.67 % de la poblacion en estudio requirio
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intubacién y el 56.25% tuvo sindrome de insuficiencia respiratoria aguda (SIRA)
moderado al ingresar a hospitalizacion. Los pacientes del grupo control tuvieron mas
dias de estancia hospitalaria (38 (11, 48) vs 17 (11.5, 24.5) p=0.025), asi como mas
dias transcurridos desde su egreso de hospitalizacion a su ingreso al estudio (134
(90, 181) vs 87.5 (64, 123.5), p= 0.032) comparado con el grupo intervencion. No
se observaron diferencias en el resto de los indicadores de severidad entre los

grupos de estudio.

Tabla 1. Caracteristicas basales de la poblacidon en estudio.

Total inte?\r/iﬁgién Grupo control N
n= 48 n= 24 n= 24

Hombres, n, (%) 26 (54.2) 15 (62.5) 11 (45.83) 0.247
Edad, afios 53.12 (13.5) 54.9 (10.5) 51.3 (16) 0.354
Comorbilidades, n, (%)

Obesidad, % grasa corporal 39 (81.3) 20 (83.3) 19 (79.2) 0.500
Obesidad, IMC 27 (56.3) 14 (58.3) 13 (54.2) 0.953
Hipertension arterial 17 (36.2) 8 (34.8) 9 (37.5) 0.846
Diabetes mellitus 15 (31.3) 7 (29.2) 8 (33.3) 0.755
Dislipidemia 10 (20.8) 3(12.5) 7 (29.2) 0.286
Sarcopenia 2(4.3) 0 2(8.3) 0.489
Indicadores clinicos

Presion arterial sistélica, mmHg 111.9 (13.2) 114.8 (13) 109.7 (13.3) 0.256
Presion arterial diastolica, mmHg 68.8 (10.1) 71.3 (10.8) 66.9 (9.3) 0.201
Frecuencia cardiaca, latidos/min 76.9 (10.6) 77.7 (9.9) 76.3 (11.3) 0.701
Frecuencia respiratoria, r/min 18.8 (4.2) 18.6 (3.6) 18.9 (4.7) 0.788
Saturacion de oxigeno, % 94.4 (2.6) 95.1 (2.5) 93.9 (2.6) 0.200
Composicién corporal

Peso, (kg) 86.2 (18.5) 88.7 (18.9) 83.7 (18) 0.353
Talla, (cm) 164.3 (9.7) 165.4 (9.2) 163.2 (10.3) 0.436
IMC, kg/m? 31.9 (5.9) 32.4 (6.6) 31.3(5.3) 0.518
Fuerza de mano derecha, (kg) 24.5(9.4) 25.3(8.9) 23.6 (10) 0.529
Fuerza de mano izquierda, (kg) 19 (16, 30.5) 19 (16.5, 31) 19 (13.5, 27) 0.725
Angulo de fase, (°) 6.4 (0.9) 6.3 (0.7) 6.4 (1) 0.585
Grasa corporal, (%) 33.5(9.9) 32.7 (8.8) 34.3 (11) 0.592
Grasa corporal, (kg) 25.6 (11.2) 25.5 (11.6) 25.7 (11.1) 0.967
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Masa libre de grasa, (kg) 60.4 (13.7) 63.2 (13.8) 57.6 (13.3) 0.164
ACT, (%) 42.6 (8.9) 44.5 (9) 40.7 (8.5) 0.145
Tejido blando magro, (%) 53.2 (12.1) 55.4 (12.1) 50.9 (11.9) 0.213
FEMI, kg/m?2 22.1(3.1) 22.9 (3.7) 21.3(3.1) 0.114
Masa muscular esquelética, kg 28.9 (8.8) 29.9 (7.9) 27.8(9.7) 0.391
IASMM, kg/m? 7(1.2) 7.2(1.1) 6.8 (1.2) 0.253
Alteraciones en composicion corporal

Deplecion muscular, n (%) 11 (22.9) 5(20.8) 6 (25) 1
Dinapenia, n (%) 17 (35.4) 8 (33.3) 9 (37.5) 1
Bioquimicos

Glucosa, mg/dL 95 (86, 107) 98 (91, 125) 93.5(81.5, 99.5) 0.111
HbAlc, % 6 (1.42) 5.7 (1.3) 6.4 (1.5) 0.151
Colesterol total, mg/dL 200.5 (48.5) 196.2 (42.6) 205.3 (13.8) 0.593
C-HDL, mg/dL 43.5 (6.6) 44.4 (6.4) 42.6 (6.8) 0.452
C-LDL, mg/dL 128.2 (43.8) 130.4 (41.4) 125.7 (47.8) 0.762
Triglicéridos, mg/dL 186 (80.1) 140.7 (45.4) 237.1 (80.8) 0.0001
Proteinas totales, mg/dL 7.1 (0.5) 7 (0.4) 7.2 (0.5) 0.196
Creatinina, mg/dL 0.83 (0.69, 0.99) 0.89 (0.62, 1.01) 0.82 (0.73, 0.93) 0.918
BUN, mg/dL 13 (11, 18) 12 (11, 17) 13 (11, 20) 0.287
Urea, mg/dL 28 (24, 39) 26 (24, 36) 28 (24, 43) 0.287
TFG, mL/min/1.73m2 94.8 (24.7) 95.5 (5.4) 94 (23.1) 0.839
Biomarcadores de funcidn endotelial

E-Selectina, ng/ml 77.8 (13.7) 72.3 (13) 82.5 (12.7) 0.015
Endotelina-1, pg/ml 1.1 (0.92, 1.6) 1.2 (0.93,1.9) 1.07 (0.89, 1.4) 0.346
ICAM-1, ng/mg de prot 2.4(1.8,2.8) 2.6 (2,3.5) 2.2 (1.7,2.7) 0.239
VCAM-1, ng/mg de prot 11 (7.7, 14.5) 12.5 (7.7, 16.3) 9.2 (7.6, 11.6) 0.200
Consumo de nutrimentos

Energia, kcal 1435 (1091, 1903) 1474 (1070, 1956) 1346 (1112, 1815)  0.457
Proteina, % 19.5 (15.8, 23.2) 19.7 (16.5, 22.8) 18.5 (13.3,24.5)  0.724
Hidratos de carbono, % 48.9 (11.8) 48.7 (12.7) 49.1 (11.1) 0.923
Lipidos, % 32.4 (11.7) 32.9 (11.7) 31.8 (12.02) 0.779
Grasa saturada, % 11.1 (4.9) 11.6 (5.3) 10.5 (4.5) 0.473
AGM, % 10.9 (4.7) 10.9 (4.8) 11 (4.8) 0.931
AGP, % 5.1(3.3,8.5) 4.7 (3.2,7.8) 5.6 (3.8,9.5) 0.246
Omega 3, mg 0.67 (0.41, 1.02) 0.71 (0.41, 0.99) 0.64 (0.4, 1.02) 0.86
Omega 6, mg 7.3 (3.9, 12.4) 6.8 (4, 10.6) 9 (3.9, 13.1) 0.48
Fibra, g 17.3 (13.4, 25) 16.7 (11.4, 25.1) 17.3(15.7,22.7)  0.641

Datos presentados en Media (DE) o Mdn (p25, p75).
* valor p, para variables categéricas chi-cuadrada o exacta de Fisher; para variables continuas t-student o U

Mann-Whitney.

IMC: indice de Masa Corporal, ACT: Agua Corporal Total, FFMI: indice de Masa Libre de Grasa, IASMM: indice
de Masa Apendicular Musculoesquelética, ICAM-1: Molécula de Adhesion Intercelular-1, VCAM-1: Molécula de
Adhesion Vascular-1, HbAlc: hemoglobina glicosilada, BUN: nitrégeno ureico en sangre, TFG: tasa de filtracion
glomerular, AGM: acidos grasos monoinsaturados, AGP: acidos grasos poliinsaturados.
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Tabla 2. Indicadores clinicos de severidad de la poblacion de estudio.

Total Grupo intervencion Grupo control .
n= 48 n=24 n=24 P

Caracteristicas en
hospitalizacion
Dias de estancia hospitalaria 20 (11, 412) 17 (115, 24.5) 38 (11, 48) 0.025
Intubacion, n (%) 32 (66.67) 17 (70.83) 15 (62.50) 0.54
Dias de intubacion 10 (0, 15) 9 (0, 14) 11 (0, 25) 0.631
PaO2/Fi02 144 (109, 181) 131 (105, 176) 161.5 (128.3, 201.1) 0.203
SIRA 0.450

Leve 7 (14.58) 4 (16.67) 3(12.5)

Moderado 27 (56.25) 15 (62.5) 12 (50)

Grave 14 (29.17) 5 (20.83) 9 (37.5)
Caracteristicas Post-COVID-19
FEVy, L 2.49 (0.75) 2.48 (0.68) 2.50 (0.83) 0.932
FEV1, % 85.32 (17.46) 85.14 (19.17) 85.52 (16.01) 0.948
FVC, L 3.07 (0.93) 3.06 (0.88) 3.09 (1.01) 0.922
FVC, % 80.03 (16.9) 79.43 (18.5) 80.67 (15.53) 0.828
FEV1/FVC 81.76 (7.31) 81.59 (5.54) 81.95 (8.98) 0.883
Caminata 6 minutos, metros 431.97 (91.65) 423 (70.37) 439.52 (107.74) 0.602
Egreso-ingreso al estudio, dias 111 (70.5, 163) 87.5 (64, 123.5) 134 (90, 181) 0.032

Datos presentados en Media (DE) o Mdn (p25, p75).

* valor p, para variables categéricas chi-cuadrada o exacta de Fisher; para variables continuas t-student o U
Mann-Whitney.

PaO2/FiO2: presion arterial de oxigeno/ fraccion inspirada de oxigeno, SIRA: sindrome de insuficiencia
respiratoria aguda. FEV1: volumen espiratorio forzado en el primer segundo, FVC: capacidad vital forzada.

En la tabla 3 se muestran los resultados del efecto de la intervencion con
citrulina sobre variables de composicién corporal, fuerza, variables bioquimicas y
caminata de 6 minutos. Respecto a la composicion corporal, el grupo que recibid L-
citrulina tuvo un aumento en la fuerza de mano derecha (2.3 kg, IC 95% (0.46 a
4.13), p= 0.015) e izquierda (2.47 kg IC 95% (0.62 a 4.31), p= 0.01), y en tejido
blando magro (4.31 %, IC 95% (1.9 a 6.71), p= 0.001). En valores de bioquimicos,
se observo un aumento en urea (8.58 mg/dL, IC 95% (3.92 a 13.25), p= 0.001), y
en nitrégeno ureico en sangre (BUN) (4 mg/dL, IC 95% (1.85 a 6.14), p= 0.001),

estos valores bioquimicos fueron estadisticamente significativos entre los grupos
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(p= 0.025 y p= 0.024), respectivamente. Asi mismo, se observd una disminucion
significativa en la presion arterial sistolica (-12.76 mmHg, IC 95% (-23.82 a -1.71),
p= 0.025) y diastdlica (-6.23 mmHg, IC 95% (-11.920 a -0.53), p= 0.033) y un
aumento en los metros recorridos durante la caminata de 6 minutos (138.46 m, IC
95% 96.24 a 180.67, p<0.001), después de 3 meses de seguimiento. Con respecto
al grupo control, se observé un aumento fuerza de mano derecha (2.65 kg, 1C95%
(0.81 a 4.48), p= 0.006) e izquierda (3.68 kg, 1C95% (1.83 a 5.52), p<0.001), en
tejido blando magro (4.3 % IC 95% (1.84 a 6.77), p= 0.001). En cuanto a la caminata
de 6 minutos, se observo un incremento en la distancia recorrida (61 m, IC 95%
(21.69 a 100.3), p<0.004), esta distancia recorrida se mostré significativa entre los
grupos, siendo mayor en el grupo intervencién (p= 0.01). No se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en el resto de las

variables de composicion corporal, ni en valores bioquimicos.

Tabla 3. Efecto de la suplementacidon con L-citrulina después de 3 meses de seguimiento
sobre variables de composicién corporal, bioquimicos y caminata de 6 minutos.

Grupo Intervencion (n=21) Grupo control (n=22) D
B IC 95% p* B IC 95% p*

Composicién corporal

Peso, kg -0.94 (-3.25, 1.36) 0.415 1.62 (-0.63, 3.88) 0.155  0.117
IMC, kg/m? -0.34 (-1.33, 0.63) 0.481 0.93 (-0.07,1.94) 0.067 0.073
Fuerza de mano derecha, kg 2.3 (0.46, 4.13) 0.015 2.65 (0.81, 4.48) 0.006 0.786
Fuerza de mano izquierda, kg 2.47 (0.62, 4.31) 0.01 3.68 (1.83,5.52) <0.001 0.345
Resistencia, Ohm 3.95 (-23.87, 31.78) 0.776 -7.22 (-35.05, 20.6) 0.603 0.569
Reactancia, Ohm 3.72 (-1.23, 8.67) 0.136 -04 (-5.47, 4.67) 0.874 0.247
Angulo de fase, ° 0.09 (-1.08, 1.26) 0.875 0.09 (-1.11, 1.29) 0.877 0.999
Grasa corporal, % 0.28 (-3.21, 3.77) 0.871 0.23 (-3.18, 3.64) 0.891 0.984
Grasa corporal, kg -0.33 (-3.14, 2.47) 0.812 1.71 (-1.61, 4.59) 0.235  0.309
Masa libre de grasa, kg -0.62 (-1.69, 0.44) 0.244 0.008 (-1.08,1.1) 0.988 0.408
ACT, % 0.01 (-1.29, 1.32) 0.984 0.25 (-1.08, 1.6) 0.697 0.791
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Tejido blando magro, % 431 (1.90, 6.71) 0.001 43 (1.84, 6.77) 0.001

FFMI, kg/m? -0.2 (-0.99, 0.58) 0.61 0.28 (-0.52, 1.09) 0.483
Masa muscular esquelética, kg 0.51 (-1.94, 2.98) 0.672 -0.23 (-2.75, 2.29) 0.854
IASMM, kg/m? 0.19 (-0.05, 0.44) 0.127 0.1 (-0.14, 0.34) 0.404
Bioquimicos

Glucosa, mg/dL -2.94 (-19.11, 13.23) 0.714 -7.77 (-23.49, 7.94) 0.665
HbAlc, % 11.23 (-5.12, 27.58) 0.17 -0.12  (-16.47,16.23)  0.988
Colesterol total, mg/dL -31.39 (-66.2, 3.42) 0.075 -12.84 (-48.97, 23.28) 0.471
C-HDL, mg/dL 13.98 (-6.85, 34.82) 0.178 1.17 (-20.51,22.86) 0.912
C-LDL, mg/dL -22.4 (-47.1, 2.29) 0.073 -3.95 (-30.62,22.72)  0.763
Triglicéridos, mg/dL -13.37  (-41.36, 14.62) 0.335  -46.83 (-75.88,-17.79) 0.003
Urea, mg/dL 8.58 (3.92, 13.25) 0.001 1.09 (-3.44, 5.62) 0.627
BUN, mg/dL 4 (1.85, 6.14) 0.001 0.51 (-1.57, 2.6) 0.622
Proteinas totales, mg/dL -0.22 (-0.45, 0.001) 0.051 -0.15 (-0.37, 0.06) 0.165
Creatinina, mg/dL 0.10 (0.05, 0.16) <0.001 0.08 (0.03,0.14) 0.002
TFG -14.63 (-23.85, -5.41) 0.003 -10.73  (-19.69,-1.78)  0.020
Caminata 6 minutos

Presion arterial sistélica, mmHg -12.76 (-23.82, -1.71) 0.025 -9.68 (-19.65, 0.28) 0.056
Presion arterial diastolica, mmHg -6.23 (-11.92, -0.53) 0.033 -2.93 (-8.07, 2.19) 0.251
Frecuencia cardiaca, latidos/min -4.53 (-17.51, 8.43) 0.479 -1.43 (-13.13,10.25)  0.803
Frecuencia respiratoria, r/min -0.53 (-5.85, 4.77) 0.837 1.93 (-2.85, 6.72) 0.414
Saturacion de oxigeno, % -0.38 (-3.83, 3.06) 0.821 0.56 (-2.54, 3.67) 0.714
Distancia recorrida, metros 138.46 (96.24, 180.67) <0.001 61 (21.69, 100.3) 0.004

0.392
0.669
0.602

0.665
0.322
0.454
0.387
0.305
0.1
0.025
0.024
0.64
0.575
0.541

0.674
0.386
0.718
0.484
0.679
0.01

Modelo de efectos fijos.

* valor de p para antes y después de la intervencion.

**Valor de p para diferencia entre grupos.

ACT: agua corporal total, AEC: agua extracelular, AIC: agua intracelular, FFMI: indice de masa libre de grasa,
IASMM: indice de masa apendicular musculoesquelética, HbAlc: hemoglobina glicosilada, BUN: nitrégeno
ureico en sangre, TFG: tasa de filtracion glomerular.

En la tabla 4 se muestran los resultados del efecto de la suplementacién con
L-citrulina sobre biomarcadores de funcién endotelial después de 3 meses de
seguimiento, analizado por intencion a tratar, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en las variables de endotelina-1, e-selectina, ICAM-

1y VCAM-1 alo largo del seguimiento o entre grupos.
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Tabla 4. Efecto de la suplementacion con L-citrulina después de 3 meses de seguimiento
sobre biomarcadores de funcion endotelial y estrés oxidativo (ITT)

Grupo Intervencion (n= 19)

Grupo control (n=22)

B IC 95% p* B IC 95% p* P
Endotelina-1, pg/ml -0.08 (-0.38, 0.21) 0.566 0.06 (-0.21, 0.34) 0.654 0.469
Endotelina-1, pg/ml* 0.0003 (-0.003, 0.004) 0.884  0.0003 (-0.0003, 0.004) 0.851 0.983
E-Selectina, ng/ml 3.89 (-0.53, 8.32) 0.083 -0.08 (-4.2, 4.02) 0.967 0.191
E-Selectina, ng/ml* 0.08 (-0.06, 0.23) 0.241 0.009 (-0.12, 0.14) 0.888 0.442
ICAM-1, ng/mg* 0.02 (-0.61, 0.66) 0.935 -0.07 (-0.67, 0.51) 0.79 0.809
VCAM-1, ng/mg* 0.66 (-2.65, 3.98) 0.688 -0.46 (-3.5, 2.62) 0.762 0.618

Modelo de efectos fijos.

*ajustado por mg de proteina total.

* valor de p para antes y después de la intervencion.
**valor de p para diferencia entre grupos.
ICAM-1: molécula de adhesion intercelular-1, VCAM-1: molécula de adhesién vascular-1.

En la tabla 5 se muestran los resultados del efecto de la suplementacién con
L-citrulina sobre biomarcadores de funcién endotelial en el analisis por protocolo.
Se observo una disminucion significativa de endotelina-1 en el grupo intervencion (-
0.23 pg/ml; IC 95% -0.45 a -0.003, p= 0.047) a través del seguimiento de los 3
meses, esta disminucién se encontré con una tendencia estadistica en el limite
(p=0.055) al comparar entre grupos. Sin embargo, en el resto de los biomarcadores

de funcion endotelial como E-selectina, ICAM-1 y VCAM-1 no se observé un cambio

a lo largo del seguimiento y entre grupos.
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Tabla 5. Efecto de la suplementacion con L-citrulina después de 3 meses de seguimiento
sobre biomarcadores de funcion endotelial y estrés oxidativo (PP).

Grupo Intervencion (n= 16) Grupo control (n=22)
B IC 95% p* B IC 95% p* p
Endotelina-1, pg/ml -0.23 (-0.45, -0.003) 0.047 0.06 (-0.13,0.25) 0.518 0.055
Endotelina-1, pg/ml* -0.001 (-0.004, 0.002) 0.496 0.0003 (-0.002, 0.003) 0.813 0.502
E-Selectina, ng/ml 2.66 (-2.02,7.34) 0.257 -0.08 (-4.08, 3.91) 0.965 0.372
E-Selectina, ng/ml* 0.06 (-0.09, 0.23) 0.425 0.009 (-0.12,0.14) 0.888 0.442
I-CAM, ng/mg* 0.004 (-0.71,0.72) 0.991 -0.07 (-0.69, 0.53) 0.796 0.86
V-CAM, ng/mg* 0.64 (-3.03,4.32) 0.724 -0.46 (-3.6, 2.67) 0.766 0.644

Modelo de efectos fijos.

*ajustado por mg de proteina total.

* valor de p para antes y después de la intervencion.

**valor de p para diferencia entre grupos.

ICAM-1: molécula de adhesion intercelular-1, VCAM-1: molécula de adhesion vascular-1.

En la tabla 6 se muestra el cambio a lo largo del seguimiento de algunos
macronutrimentos. Se observd disminucion en la ingesta de energia e hidratos de
carbono en el grupo intervencion, mientras que el grupo control se observé un
aumento, no hubo diferencia significativa en estos cambios. Asi mismo se observo
gue el grupo intervencién aumento el consumo de proteina, lipidos, grasa saturada,
AGM, omega 3, omega 6 y fibra, mientras que el grupo control disminuyé el
consumo de éstos, salvo el consumo de omega 3y fibra. Por otra parte, se observé
una diferencia significativa entre grupos (p= 0.019) en el consumo de AGP (2.7 mg,

IC 95% (-0.23, 5.25) p=0.391 vs -2.36 mg, IC 95% (-5.3, 0.57) p=0.110).
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Tabla 6. Apego al tratamiento nutricional después de 3 meses de seguimiento en ambos

grupos.
Grupo Intervencion (n=21) Grupo control (n=22) D
B IC 95% p* B IC 95% p*

Dieta

Energia, kcal -187 (-529, 153) 0.269 111 (-229, 453) 0.507 0.213
Proteina, % 0.65 (-2.46, 3.77) 0.670 -1.17 (-4.29, 1.94) 0.445 0.402
Hidratos de carbono, % -7.48 (-17.66, 2.69) 0.143 5.24 (-4.93, 15.42) 0.299 0.081
Lipidos, % 6.86 (-3.18, 16.91) 0.172 -4.47 (-14.52, 5.58) 0.369 0.113
Grasa saturada, % 1.55 (-2.21, 5.32) 0.405 -0.86 (-4.62, 2.9) 0.642 0.360
AGM, % 1.56 (-2.12,5.25) 0.391 -1.72 (-5.41, 1.96) 0.346  0.207
AGP, % 2.7 (-0.23, 5.64) 0.069 -2.36 (-5.3,0.57) 0.110 0.019
Omega 3, mg 0.21 (-0.31,0.73) 0.416 0.29 (-0.22, 0.82) 0.254  0.812
Omega 6, mg 3.17 (-2.37,9) 0.280 -2.86 (-8.7, 3) 0.328  0.150
Fibra, g 0.33 (-7.1,7.7) 0.927 1.02 (-6.41, 8.45) 0.780 0.894

Modelo de efectos fijos.
* valor de p para antes y después de la intervencion.
**valor de p para diferencia entre grupos.

AGM: acidos grasos monoinsaturados, AGP: &cidos grasos poliinsaturados.
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11.DISCUSION
11.1 Efecto de la L-citrulina sobre biomarcadores de funcion endotelial

El principal hallazgo de nuestro estudio fue mostrar que la suplementacion
de L-citrulina disminuye los niveles de ET-1 después de 3 meses de
suplementacion. La ET-1 se ha descrito como un marcador de DE debido a su
expresion elevada en sitios de lesion endotelial, el cual se ha asociado a mayor
gravedad de COVID-19 agudo, peor pronostico y se ha documentado que en sujetos
recuperados de COVID-19 persisten niveles elevados de ET-11%, contribuyendo a
la DE, como parte del proceso inflamatorio sistémico que en su mayoria persiste

hasta semanas después de resuelto el proceso infeccioso.

Con respecto a la suplementacion con L-citrulina, no se ha descrito el efecto
sobre las concentraciones de ET-1. Sin embargo, en diversos estudios de
intervenciones nutricionales basadas en suplementacién con nutrimentos
especificos o a través de patrones de alimentacion se ha observado una

disminucién de este biomarcador.

En un ensayo clinico Godoy llha, y Cols'?’., encontraron una disminucioén de
ET-1 al suplementar con fitoesteroles (1.6 g), ademas de un plan de alimentacion
normo calérico de acuerdo a los criterios de National Cholesterol Education
Program-Adult Treatment Panel IIl (NCEP-ATPIII), durante 4 semanas vs placebo.
Los autores observaron gue la disminucion de ET-1 podria ser consecuencia de la
reduccion de las concentraciones de c-LDL por el consumo de fitoesteroles, lo cual

sugiere que las concentraciones de ET-1 tienen una relacion inversa cuando los
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niveles de fitoesteroles aumentan en plasma, y que estos pueden mejorar la funcién
endotelial independientemente del efecto que ejerza sobre las concentraciones de

colesterol.

En otro estudio Kasmay Ozgur y Colsl%. encontraron una reduccion
significativa de ET-1 después de una intervencion con dieta baja en calorias y un
programa de ejercicio aerobico durante 12 semanas en pacientes con intolerancia
a la glucosa. La ET-1 esta relacionada con el tejido adiposo, en sujetos con
obesidad los niveles elevados de ET-1 inhibe la lipdlisis de adipocitos viscerales
inducida por la insulina, por lo que los autores plantean que la ET-1 tiene un papel
importante en la distribucion del tejido adiposo. La disminucion de ET-1 se asoci6 a
la pérdida de peso especificamente de masa grasa con mantenimiento de la masa
libre de grasa, indicando que el tratamiento nutricional y ejercicio tiene efectos

benéficos sobre la reduccidon de ET-1 relacionado a la pérdida de grasa corporal.

Por otro lado, en un meta andlisis de ensayos clinicos aleatorizados,
Hallajzadeh Jamal y Cols!®., encontraron que la suplementacién con curcumina
mejoro la funcién endotelial, sin embargo, no encontraron efectos benéficos sobre
biomarcadores como endotelina-1 o ICAM-1. Esto probablemente debido a la
heterogeneidad de los estudios que incluyeron, presencia de comorbilidades en los

sujetos de los estudios, asi como la dosis o frecuencia de la suplementacion.

Se ha descrito que la suplementacion con L-arginina puede reducir las
concentraciones de ET-1, estudiado en ratas con uricemia. Debido a que la L-
citrulina es un potente precursor de L-arginina, la cual incrementa la

biodisponibilidad de ON, podria explicar la disminucion de ET-1, puesto que la
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produccion de esta molécula localizada en el endotelio podria ser atenuada por el

ONllO.

En nuestro estudio no se observd mejoria en el resto de los biomarcadores
de funcion endotelial como E-selectina, ICAM-1 y VCAM-1. Sin embargo, en un
ensayo clinico aleatorizado, Shanely Andrew R. y Cols!!l,, donde evaluaron el
consumo 710 ml de jugo 100% de sandia (1.88 g de L-citrulina y 0.40 de L-arginina)
diario por 6 semanas, de la muestra total de 45 participantes mujeres menopausicas
con sobrepeso u obesidad, 26 recibieron la intervencion y 19 sujetos fueron el grupo
control, observaron una disminuciéon del 6% en VCAM-1 (p< 0.05) en quienes
consumieron el jugo de sandia, lo cual puede deberse a que el jugo de sandia es
rico en L-citrulina, L-arginina, licopeno y vitamina C, su consumo podria reducir la

expresion de esta molécula de adhesion.

En un meta andlisis Schwingshackl L. y Cols'!?,, describieron una
disminucién de ICAM-1 cuando se tuvo mayor adherencia al patrén de alimentacion
mediterrdneo en comparacion con las intervenciones control. Diversos estudios de
dieta mediterranea han mostrado que un mejor apego al consumo de este patron
de alimentacion (frutas, cereales enteros, nueces y aceite de oliva virgen), donde el
aceite de oliva virgen es base de este patron y dado que es rico en acidos grasos
monoinsaturados, se ha asociado con disminucion de moléculas de inflamacion
como IL-6, PCR y de adhesién como ICAM-1y VCAM-1. A pesar de que se observo
esta reduccion, el estudio cuenta con algunas debilidades como la heterogeneidad
de sus intervenciones control, el tiempo de intervencion, y la poblacién de estudio

de cada ensayo clinico. En concordancia, los mismos autores en un meta analisis
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reciente de ensayos clinicos aleatorizados evaluaron el efecto del aceite de oliva
sobre marcadores de funcion endotelial, encontrando disminucién significativa en

moléculas de adhesién como ICAM-1 y E-selectinal®®.

11.2 Efecto de la L-citrulina en la fuerza de mano y caminata de 6 minutos.

La fuerza de mano y la distancia recorrida en la caminata de 6 minutos han
sido descritos en las guias de sarcopenia como un indicador de funcionalidad. La
fuerza muscular baja (dinapenia), es un potente predictor de estancias hospitalarias
prolongadas, disminucion en la capacidad funcional, lo que limita la capacidad de
realizar actividades de la vida diaria, también es buen indicador del estado de
nutricion®!4, y prondstico de baja calidad de vida relacionado a la salud®*. Por otro
lado, la velocidad de la marcha nos brinda informacién predictiva acerca de la
capacidad limitada tanto fisica como cognitiva, relacionada a la sarcopenia, caidas
y mortalidad®4. Asi mismo, en un estudio se asoci6 la fuerza de mano baja como
un buen predictor de mortalidad por cualquier causa, por enfermedad cardiovascular

y con la incidencia de enfermedad cardiovascular!®®,

En nuestro estudio, se observé un aumento en la fuerza de mano y los metros
recorridos en la caminata de 6 minutos en el grupo intervencion. Los resultados
observados sugieren que la suplementacion con L-citrulina podria mejorar la
funcionalidad muscular. Se han descrito diversos mecanismos que podrian explicar
la mejoria en el rendimiento muscular, 1) se ha demostrado que la L-citrulina

aumenta los niveles de L-arginina en plasma, la cual es el principal substrato de la
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sintesis de ON, ademas se ha observado que aumenta la sintesis de la ONS por lo
que la L-citrulina podria incrementar de manera indirecta la sintesis de ON, y
restaurar su produccion cuando ésta se ve comprometida, como consecuencia
incrementa el flujo sanguineo, mejora el suministro de oxigeno y energia para
activar los musculos y con ello, mejorar el rendimiento musculartt617, 2) La L-
citrulina tiene un papel importante en la homeostasis del nitrégeno. La L-citrulina es
un componente del ciclo de la urea en el higado donde la L-arginina producida a
partir de L-citrulina es catabolizada en ornitina y urea, de modo que, la urea que es
la principal via de eliminacion de amonio el cual se ha relacionado a la fatiga
muscular, se ha sugerido que la suplementacién con L-citrulina podria mejorar la

homeostasis de amonio mejorando la funcionalidad muscular*t®.

Asi mismo, Bailey y cols!!®, encontraron que, la suplementaciéon oral con
citrulina de 6 g a corto plazo (7 dias) mejora la oxigenacion muscular durante
ejercicio de alta intensidad en adultos sanos aumentando la disponibilidad y
distribucion entre la microvasculatura del masculo lo que resulta en rendimiento
muscular. Por otra parte, los beneficios de la L-citrulina podrian deberse a mejor
vasodilatacién/perfusion periférica promoviendo la utilizacion de oxigeno muscular
probablemente debido al incremento en la disponibilidad de ON en musculos

esqueléticos, el cual podria contribuir en la funcién y masa muculart?°,

Se ha estudiado el efecto de la suplementacién con L-citrulina sobre la fuerza
muscular en ratas, en un estudio encontraron que con una suplementacién de 5
g/kg/dia por una semana, en ratas desnutridas, la sintesis de proteina incrementé

significativamente, fue acompafiada de un incremento en el contenido de proteina
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en el masculo y se asocié con un incremento en la masa muscular, fuerza y actividad
motora, implicando que la suplementacion con citrulina podria ser una estrategia
transferible a los humanos pero se requieren de futuras investigaciones para
determinar el mecanismo ya sea indirecto o directo del efecto de la citrulina sobre

la sintesis y contenido proteico en el misculo??,

De acuerdo con diversos estudios el mecanismo de mejora en la fuerza
muscular mediada por la suplementacion con L-citrulina en humanos adn no es
claro. En una revision sistematica y meta-andlisis de ensayos clinicos aleatorizados
del efecto de la suplementacion con citrulina-malato sobre fuerza y resistencia en
entrenamiento en sujetos sanos y atletas, encontraron que después de esta
intervencion la fuerza muscular en miembros superiores e inferiores asi como, la
resistencia en entrenamiento no mejoro, a pesar de que los estudios incluidos en el
meta-analisis fueron homogéneos, los autores plantean que son necesarias futuras
investigaciones con tamafios de muestra adecuados y en sujetos con distintas

condiciones de salud y no atletas?2.

La enfermedad por COVID-19 se ha caracterizado no solo por alteraciones
pulmonares, sino también en otros tejidos como en endotelio y musculoesquelético.
La DE durante la enfermedad aguda de COVID-19 ha sido bien documentada a
través de biomarcadores de inflamacion o moléculas de adhesién, promoviendo un
estado proinflamatorio y procoagulante en el paciente infectado, incluso
empeorando el prondstico del mismo, sin embargo, a lo largo del crecimiento de la
evidencia respecto a esta enfermedad, se ha observado que estas alteraciones en

el endotelio persisten aun cuando los pacientes se han recuperado de la
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enfermedad. Lo que permite especular, que la suplementacion con L-citrulina podria
reducir o limitar el tiempo de afectacion de la funcién endotelial en el periodo post
COVID e incluso, la expresion clinica de estas alteraciones llamado sindrome post

COVID.

Respecto a algunas interrogantes que destacan en nuestro estudio fue que
la suplementacion con L-citrulina no modifico a los biomarcadores de DE como E-
selectina, ICAM y VCAM, lo que podria explicarse por la dosis empleada, aunque
en la literatura las dosis efectivas varian desde los 3 hasta los 10 g, el promedio de
estas ha sido en general mayor a 7 g, el tiempo de seguimiento en la mayoria de
los estudios revisados fue corto, y por el tamafio de muestra, ya que fue un nimero
reducido de pacientes los que concluyeron el estudio, asi como la adherencia al
tratamiento, tomamos como buena adherencia al suplemento para realizar el
analisis por protocolo a los pacientes que consumieron al menos el 80% del total de
los sobres a lo largo de la intervencién, sélo 3 participantes no cumplieron con la
adherencia al suplemento. Respecto a la adherencia al tratamiento nutricional, de
acuerdo con los resultados obtenidos podemos observar que no hubo diferencias
significativas a lo largo del tratamiento, lo que es importante mencionar ya que el
tratamiento nutricional brindado fue igual para ambos grupos de manera
personalizada y con las mismas indicaciones y recomendaciones. Sin embargo,
rescatamos que el grupo intervencion aumentd el consumo de la mayoria de los
macronutrimentos reportados como: proteina, lipidos, grasa saturada, grasa
monoinsaturada y poliinsaturada, omega 3, omega 6 y fibra, al contrario de los

sujetos del grupo control quienes disminuyeron este consumo. La obtencion de la
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informacion pudo haber sido una limitante para el andlisis de la dieta, ya que se
realiz6 a través de un recordatorio de 24 horas en cada consulta que asistian. Esta
recoleccion de datos puede mejorar al utilizar otros instrumentos como la frecuencia
de consumo de alimentos. Ademas, existe evidencia de que factores actitudinales,
sociales y ambientales pueden influir en el efecto del tratamiento, por ejemplo, que
los pacientes del grupo intervencion al estar recibiendo un suplemento se
comprometieran mas a cumplir con su alimentacién, mientras que en el grupo

control sélo recibir el tratamiento nutricional sucediera lo contrario!?3.

Asi mismo, algunos de los patrticipantes recibieron terapia fisica, pero al estar
aleatorizados esta intervencion pudo haber influido en los resultados de manera
similar en ambos grupos. Por otro lado, aproximadamente el 24 % (5 personas de
las 21 que terminaron el estudio en el grupo intervencién) refirieron haber tenido
alteraciones gastrointestinales durante la toma del suplemento, entre los que
destacan estrefiimiento, diarrea, distension abdominal y flatulencias. Sin embargo,
de acuerdo a la evidencia que se tiene respecto a la microbiota intestinal en
pacientes recuperados de COVID-19, estas alteraciones podrian estar mediadas en
parte por esta condicion ya que en estudios con otras poblaciones no se han

reportado efectos adversos durante la suplementacion con L-citrulina.

Por otra parte, es importante mencionar que la enfermedad por COVID-19 es
reciente, por lo que diversos mecanismos fisiopatolégicos que pueden ser afectados
después de la recuperacion aun no se han esclarecido por completo. Algunos
estudios han observado que las alteraciones en el endotelio pueden persistir hasta

1 afio después de su recuperacion, mostrando elevadas concentraciones de

58



moléculas de inflamacién como IL-6 y de adhesion como ICAM-1 y VCAM-1,
incrementando el riesgo de tromboembolismo y de enfermedad cardiovascular!?4,
Ademas, al inicio, en algunos indicadores clinicos de severidad como los dias de
estancia hospitalaria y los dias que transcurrieron desde el egreso hospitalario hasta
su incorporacion al estudio en los sujetos que se aleatorizaron a grupo intervencion
y grupo control, fueron diferentes. En ambos grupos, el retraso de casi tres meses
en el grupo intervencion y de 4.5 meses en el control, esto podria haber influido en
estos resultados e induce a plantear la hipotesis que dicha suplementacion seria
mas efectiva con su administracion temprana de la misma, probablemente incluso

en la etapa aguda.

En nuestro estudio no se evaluaron concentraciones en plasma de L-citrulina,
pero dentro de los valores bioquimicos que se recolectaron, se observé un aumento
significativo en urea y BUN en los pacientes del grupo intervencion. Estos valores
nos pueden servir como un acercamiento a la adherencia al tratamiento ya que la
L-citrulina es fundamental en el ciclo de la urea, por lo que al haber mayores
concentraciones de L-citrulina, la excrecion de este compuesto es mayor, sin
impactar sobre la funcion renal de los sujetos del estudio. Se puede observar una
disminucién de la tasa de TFG en ambos grupos, esto podria explicarse por el dafio

renal progresivo que se ha descrito como parte del sindrome post-COVID.

Las fortalezas que encontramos en nuestro estudio es que fue un ensayo
clinico aleatorizado, y en el analisis estadistico se utilizé un analisis multivariado, un
modelo de efectos fijos, que nos permitié ajustar variables distintas entre los grupos

al inicio del estudio, asi como controlar variables fijas en el individuo.
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12.CONCLUSION

Nuestro estudio demostré que la suplementacion con L-citrulina durante 3
meses tiene efectos benéficos sobre la funcion endotelial al disminuir las
concentraciones de ET-1, asi como un aumento en la fuerza de mano y los metros
recorridos en la caminata de 6 minutos lo que implica mejorar la funcionalidad fisica
y muscular, en sujetos recuperados de COVID-19 del INER. Sin embargo, son
necesarias futuras investigaciones, con tamafios de muestra mayores, y quiza con
el inicio mas temprano de la suplementacion de la L-citrulina para comprender el
mecanismo de mejora a la funcién endotelial que se ha descrito como un potente
factor para limitar el riesgo de enfermedades cardiovasculares, asi como para el
tejido muscular que se ha relacionado con la funcionalidad en esta poblacién de

estudio.
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ANEXO 1. Formatos de entrega en la consulta.

1) Registro de toma de suplemento.

REGISTRO DE TOMA DE SUPLEMENTO

Mombre: Fecha de entrega: Proxima cita:
# Fecha Hora Efectos positives | Efectos negativoa | # Fecha Haora Efectos positivea | Efectos negativos
1 24
2 25
3 26
4 27
5 28
] 29
7 30
8 21
=] 32
10 33
11 34
12 35
13 36
14 37
15 33
16 39
17 40
18 41
13 42
20 43
21 44
22 43
23

MNota:

. Marque en &l cuadro donde aparece el numero de |a toma del suplemento.

. Anote fecha, hora en cada dia de 12 toma del cuplemento

. Anote que efectos benéficos o negativos noto en cada dia de la toma ded suplemento.

. Establezca un horario para tomar & suplemento, pusde ser por [a mafiana, tarde o noche, &l horario en el que mas se le facilits.
. £i olvida tomar en algln dia el suplemento, no ko suspenda, ¥ confinde con las dosis entregadas.

LM. Ferranda Salgade
Dra. Dulce Gonzdlez
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2) Material de plan de alimentacién.

RECOMENDACIONES DEL PLAN DE ALIMENTACION

ity

SALUD |

SECRETARIA DE SALUD

DASH MEDITERRANEA

, 40 gramos 90 gramos
CLINICA DE INSUFICIENCIA CARDIACAY RESPIRATORIA
£
: Cucharadita =
Cucharada = 5 gramos
10 gramos

Redlizar el menu que desee con los equivalentes que tiene ariba por cada DA I I E C L I C

tiempo de comida y conla lista de alimentfos. Sino le es grato un alimente, optar
por ofro dlimento de esa misma clase. por ejemplo, una fruta por ofra frufa,
manzana por pera.

RECOMENDACIONES GENERALES
+ Redlizar minimo 3 comidas al dia (desayune, comida y cena) y 2colaciones
+ Comerdespacio y masticar comectamente.
- Respetar los horarios de alimentacion, sin ayunc mayor a 4 horas
* Domir 7-8 horas/dia.
+ Realizar minimo 30 min de ejercicio/dia. Hidratate.

NUTRICION
INTELICENTE

Preferir:
+ Técnicas de coccidn ol homo, asados. al vapor. desgrasar los alimentos
+ Utilizar hierbas de olor para cocinar. laurel, epazote.  cilantroy perejil
+ La futa entera (eviter loszumos, jugos)
+ Ceredles integrales; pan integral, bolillo integral o tortilla de maiz
+ Leche ssmidescremada y yogurt natural.
* Quesos blancos; panela, requesén, oaxace, fresco, cottage.
« Came maogra (sin grasa)

Evitar:
« Alimentos fiitos, copeados o em panizados.
efrescos y jugos comerciales.
* Reposteria y bollerio; pan dulce, pasteles. flanes.
* Cames grasosas y embutidos; tocine, chorizo, cecing, longaniza, barbacoa, efc).

DAME CLIC

Elaborado por:
LNC. Clyo Anahi Chévez Méndez
LNC. Carmen Linette Olivo Villalobos
LNC. Giselle Victoria Dévila Said

Nombre: ALIMENTOS
DE ORIGEN | Porcion )
ANIMAL Alubia 1/2tza Leche Sermi /
11za
Frijol 1/2ta Soya
Fecha Huevo 1 pza I |
Edad - Garbarzo /2120 Yogurt Natural  1/2 tza
Paso [k Bistec deres | 30g R
o (k) Haba 1/2tza Lecha V2t
Talla {cm) Camarén 5 pzas evaporada
Hummus 5 cdas
ot core ot | szucar Trorci
i 'orcion
Paso Ideal deres 30g Lenteja 1/2tza -
Fuerza (kg) Averion | 1/ata el 2cditas
E Flete de 409
Cinfura (em) pescado Soya cocida 1/3tza Az
zucar 3cditas
Grasa [%/kg) R B morena
Magro (%/ka) e“:ﬁ’,g SRR GRasAs s/ m
PROTEINA
ACT (%) Gelatina | 1/3ta
- 5 Aceite tall 1 cdit
Angulo de Fase Ja:g:ude 2reb ceite vegetal cdita

Aceifunas 5 pzas ALIMENTOS

faneles PEEEIN | quesopanela]  40g LIBRES DE | Porcién

Aguacate 1/3pza ERENGiA
“ (Queso cotlage 3 cdas Crema écida | 1 cda
| R I | 1cda
Requeson 2 cdas 1%
M ' tequill cdita Café )
Salmon 30g solublesre | 2 €SS
@ i de poll ¢ § =
et IRVESSR N PROTEINA Chiles —
£ sin piel
;‘ Ajonjoli 4 cdita
- Mudo de pollo| 1/2pza —1 .
Almendras | 10 pzas Cilaniro,
ol d albahaca,
- aras ae 2 pzas perejil. Canela,|
Huevo Cacahuates | 14 pzas ajo. laurel.
. Lomo de Nueces 3 pzas
cerdo 409  EE— e
semilla Chia | 5 cdita Jamaica,
. illa, —
o Higado de morzanfic.
. N . . . L Pollo “0g semilla girasol | 4 edita | | hierbabuena.




Calorias:

Disfribucién energética

Porcentaje

Poteinas

Hidratos de Carbono

Desayuno

Lipidos =
Colacién
BUCIO A
Q POR PO DE COMIDA
Grupo Equivalent Comida | Colacién Cena
Verduras 5
Comida
Frutas
Cereales
Leguminasas Colacién
Alimentos de
origen animal
Lacteos
Cena |
Grasas con |
t 1
Grasas sin |
proteina ‘
& A=A __ AN == W X
VERDURAS | Porcién | CEREALES Y m
Acelga 2 fzas Blueberries | 3/41za L=
- Amaranto 1/4tza
Apio 1% ta Girvela | 4 s Fecha
rel@ Arroz cocido 1/4tza
Betabel 1/4pza .
Ciruela 7 pras Avenccruda | 1/3fza
Brécoli 1/2tza pasa Colestercl total
Bolilloirtegral 1/3pza
Calabacita 1 pza Durazno 2 pzas
Camote 1/ata
Cebolla 1f2tza Fresas 11za cocide Colesterol HDL
Champifién 1tze Granada 1 pza Cer'eulsf 2tza
azjcar
Chayote 1/21za Guayaba 3 pzas Colesteral LDL
Elote Vhfza
i Kivd 1% pza
Colifl 1tz
e < Espaguetti 1/3tza
7 Mamey 1/3pza s hcdn
Ejotes 1/2 tza Hdeo /2120 Triglicéridos
- Mandarina 2 pzas
Espincca 2 fzas calleta -
Espamagos 6 pras Mango 1/2pza habanera Apo A
Gadlleta maria 5 pzas
Flor de | ba Marzana 1 pza P
labs -
calabaza Maracuyd | 3 pzas Granola 3cda ApoB
Germen de Meldn 1{za Palomifas )
alfalfa 3 fzas naturales 2%ma
Naranja 2 pzas § Glucosa
Huozontle 1/2tza Pan integral 1reb
Papaya 11iza
Hutlacoche | 1/3tza Panfostado | 1 pza
Pera 1/2pza
Jicoma 12420 Papa cocida 1/2pza Urea
Fifia 14a i
uinoca
Jitomate 2 pzas it 9
Flatana 1/2pza Tortilla maiz 1 pza Creatinina
Lechuga 3 fzas R
Sgnd\u 1 fza Tortilla harina 1/2pza
Nopal 2 pzas picada .
. Tortilla nopal 2 pzas Acido trico
Pepino 1tza Toronja 1 pza
Tostada 2
Verdolaga 1 tza Tuna 2 pzas horneada pzas
IFG
Zancheria 1/21za Uvas 18 pzas Hotcake int. 1 pza
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3)

O ervnciancy

I L Y L O

LN. Fernanda Salgado

ELIGEgBN ESTILO DE VIDA

Verduras

iLas porciones de verduras son libres durante el
dial, y es importante que incluyas al menos 1
porcién de verduras en cada tiempo de comida
diariamente, sonricas en fibra.

S s essssssssssssssnnssnns

Frutas

Incluye al menos 3 porciones de frutas frescas
durante el dia. Son ricas en vitaminas y minerales
para el buen funcionamiento del arganismo.

S s s s s s ssssssssssessses.

@

Cereales

Consume cereales integrales y sin grasa, incluye 1
porcién en cada tiempo de comida, aportan energia a
nuestro cuerpo y esimportante comerlos con
moderacién.

Alimentes de origen animal
Incluye al menos 1 porcién de alimentos de origen animal en las
tres comidas principales del dia. Son la fuente principal de
jproteina, ayudan al mantenimiento y formacién de nuestros

misculos.
tseserenssesremssrennes

(®)
Lequminesas

Incluye al menos 1 poreién al dia de leguminosas,
(frijol, haba, lenteja). Son fuente de proteina vegetal
y combinadas con un cereal, forman proteinade
calidad.

Material didactico (recomendaciones nutricionales)

\

et e

ESPECTAS

Pimienta*, ajo*, anis, azafrin, clave de olor®, paprika,
c@ircuma®, comino, curry®, canela®, achiote, hinojo* *
cardamomo, jengibre®*, mostaza, pimentén, nuez moscada®.

HIERBAS -

Hierbabuena, menta, tomillo, hojas de laurel, mejorana,‘sh=
albahaca, menta, hierbas de olor, hierbas finas, manzanilla,
orégano®, romero*. =

WETe

Preparado con agua natural y sin azficar.

'PARA PREPARAR BEBIDAS

Cacao”, vainilla en vaina, flor de jamaica, cocoa sin aziicar,
limén, limén agrio. .
A - . ’ . N

MORED -

Vinagre balsimico, vinagre blanco, vinagre de jeréz, vinagre
‘de manzana, vinagre de vino. 8 : )

OTROS-

Cebollin, cebolla en polvo, ciscara de limbn % naranja,’
ralladura de limén y lima, jugo de 'limﬁn,_ perejil
deshidratado, caldo, gelatina sin azicar, grenetina. .

Puedes arjadir alguno e éstos alimentos para dar olory sabor.a ius plafillos, una -
buena opeién para reducir ¢l consamo de sal en'la dieta; -

Al

64



METODJS DE

.
o0—C_C A0

e s e s s e ssssssssesssssnssssssss

v &/

Asar

Hervir

Alvapor Hornear

EVITA

Freir, capear y empanizar

Nuevo

100 g o ml de producto
210% del total de la energia
proveniente de azicares
libres.

ET

EXCESO
GRASAS
SATURADAS,

EXCESO

CALORIAS

EXCESO

100 g o ml de producto

>10% del total de la

energia proveniente de
grasa saturada.

AZUCARES

100 g o ml de producto
>275 keal totales

100 g o ml de producto
>1% del total de la energia
proveniente de grasas trans.

EXCESO

soblio

Sélidos Liquidos

100 g de producto 100 ml de
=1 mg de sodio por producto
kealo 2300 mg  245mg e sodi

CONTIENE EDULCORANTES CONTIENE CAFEINA

NO RECOMENDABLE EN NINOS EVITAR EN NINOS

EVITA EL CONSUMO DE ALIMENTOS
PROCESADOS QUE TENGAN UNO O MAS SELLOS

Es importante identificar productos que contengan exceso de azticares,
sodioy grasas, ésto nos ayudara a tomar decisiones mas saludables a

momento de elegir productos.

e

Las mancs abiertas yjuntas, 6s una
forma de medir & porcicn de vertras
a consumir

Los cereales comoarrte,  pasta
pusdon medesa conelpuo carads do
uestra mana

Lass frutes pueden medirse oon d puo
carveclo denoestra mano, qua
comagpanda a Lna paron

Covney

/\ i -
&

Una parsigndia came, polo o pascacd
puedie ser macida con l palme. de
nuestramend (i parta savtreaca)

Losquasos pusdenmedinss oortanddd. | oanticiad da acaltes y grasas poadan
centica cpe coresoondeados dedas  sarmedlicios conla punta del dedo indice
{perta sombraada) de nusstra mano camo cantided méxime

Grasas con proteina

U ‘\_t' Incluye 2| menos 1 poreién &l dia de semillzs (nueces, almendras,
| cacahuates, ajonjoli, chia, semilla de girasol, linaza malida). Son
buena fuente de grasas monoinsaturadas y polinsaturadas, gue
son benéficas para nuestra selud cardiovesculer

Grasas sin proteina
Consume aceites vegetales (oliva, canola, cartamo) y WF
aguacate. Incluye 1 cucharadita de alguno de éstos
aceites para cocinar en cada una de las principales
comidas

=

-
Lécteos —
~
Incluye al menos 1 poreién de productos licteos }
descremados, (leche light, yogurt natural sin \
azidcar). Son ricos en caleio para el mantenimiento de
nuestros huesos, y proteina

|
PREFIERE | EVITA
] | Refrescos
—
S
Jugos industrializados
yaguafresca -
preparada con polvos
Consumir aguanatural de sabor.

diariamente, al menos 1.6 litros

Evita consumir bebidas endulzadas y szucarsdas como
éstas, contienen un exceso de calorfas y aziicares,
ademés de otros ingredientes perjudiciales para
nUBStro cuBrpo.

Agua de fruta natural sinazucar
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ANEXO 2. Aprobacion de comité de ética e investigacion.

INSTITUTO NACONAL
DE ENFERMEDADES
AESPIRATONAS
VAR COSIOWLLEGAS

Comité de investigocion
19C109012013

Comité de Stica en lnvestigocion
CONBIOETICA-09CEI-003-20160427
Comité de Blosegunidad

17CB09012 120

Ciudad de México a 09 de noviembre de 2020
INER/CI/411/20

INER/CE1/466/20

INER/CB/P1/6820/2020

Dr. Arturo Orea Tejeda
Investigador Principal
Asunto; DICTAMEN APROBACION.

Titulo del Proyecto: EFECTO DEL TRATAMIENTO NO FARMACOLOGICO INTEGRAL (TRATAMIENTO NUTRICIONAL Y
REHABILITACION PULMONAR) SOBRE LA FUNCION ENDOTELIAL, COMPOSICION CORPORAL ¥ FUNCIONALIDAD
FISICA EN PACIENTES RECUPERADOS POR COVID-19.

Codigo asignado por el Comité; €71-20

Le informamos que su proyecto de referencia ha sido evaluado por el Comité y las opiniones acerca de los
documentos presentados se encuentran a continuacion:

No. y/o Fecha Versién Decision

Protocolo | Version 1, agosto 2020 | APROBADO
Consentimiento Informado Version 1, agosto 2020 | APROBADO

Este protocolo tiene vigencia de noviembre 2020 a octubre 2022,
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