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ANTECEDENTES La enfermedad por coronavirus-2019 (COVID-19) grave puede progresar a un sindrome de
dificultad respiratoria aguda (SDRA), que comporta una infiltracién alveolar por neutréfilos activados. Se ha
demostrado que el betabloqueante metoprolol produce una mejoria de la inflamacién agudizada en situaciones
de infarto de miocardio.

OBJETIVOS El objetivo de este estudio fue evaluar los efectos del metoprolol en la inflamacion alveolar y en
la funcion respiratoria en pacientes con un SDRA asociado a la COVID-19.

METODOS Un total de 20 pacientes con COVID-19 que presentaban un SDRA y estaban siendo tratados con ventilacién
mecanica invasiva fueron asignados aleatoriamente al tratamiento con metoprolol (15 mg una vez al dia durante 3 dias)
0 a un grupo de control (sin este tratamiento). En todos los pacientes se realizé un lavado broncoalveolar (LBA) antes y
después del periodo de tratamiento o control. Se evalud la seguridad de la administracion de metoprolol mediante
monitorizacién hemodindmica invasiva y electrocardiografica y con ecocardiografia.

RESULTADOS La administracién de metoprolol no produjo efectos secundarios. En la situacién inicial, el recuento de
neutrdfilos en el LBA no mostré diferencias entre los dos grupos. En cambio, en los pacientes asignados aleatoriamente
al metoprolol hubo un nimero de neutrdfilos en el LBA del dia 4 significativamente inferior (mediana: 14,3 neutrdéfilos/
ul [C1, C3: 4,63, 265 neutrofilos/ul] frente a mediana: 397 neutrdfilos/ul [C1, C3: 222, 1346 neutrdfilos/ul] en los grupos
de metoprolol y de control, respectivamente; p = 0,016). EL metoprolol redujo también el contenido de trampas
extracelulares de neutréfilos y de otros marcadores de la inflamacién pulmonar. La oxigenacién (PaO,:FiO,) mejord
significativamente después de 3 dias de tratamiento con metoprolol (mediana: 130; C1, C3: 110, 162] frente a mediana:
267; C1, C3: 199, 298] en la situacion inicial y en el dia 4, respectivamente; p = 0,003), mientras que se mantuvo
inalterada en los pacientes del grupo control. Los pacientes tratados con metoprolol pasaron menos dias que los

del grupo de control con ventilacién mecanica invasiva (15,5 + 7,6 frente a 21,9 + 12,6 dias; p = 0,17).

CONCLUSIONES En este ensayo piloto, la administracion intravenosa de metoprolol en pacientes con SDRA
asociado a la COVID-19 resulté segura, redujo la inflamacién pulmonar agudizada y mejord la oxigenacion. La
utilizacion del metoprolol para un nuevo objetivo de tratamiento del SDRA asociado a la COVID-19 es una estrategia
segura y poco costosa, que puede aliviar la carga de la pandemia de COVID-19. (J Am Coll Cardiol 2021;78:1001-1011)
© 2021 Los autores. Publicado por Elsevier en nombre de la American College of Cardiology Foundation. Este es un
articulo de acceso abierto (open access) que se publica bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/
licenses/by-nc-nd/4.0/).
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ABREVIATURAS

Y ACRONIMOS
COVID-19 = enfermedad por
coronavirus-2019

LBA = lavado broncoalveolar

NET = trampa extracelular de
neutréfilos

SDRA = sindrome de dificultad
respiratoria aguda

UCI = unidad de cuidados intensivos

VMI = ventilacion mecanica invasiva

a enfermedad por coronavirus-2019

(COVID-19), causada por un sindrome

respiratorio agudo grave por infeccién
por el coronavirus-2 (SARS-CoV-2), constituye
una pandemia en curso que afecta a mas de
145 millones de personas en todo el mundo y
ha producido la muerte de mas de 3 millones
de personas hasta la fecha. Se calcula que un
6%-18% de los casos de COVID-19 muestran
una progresién a un sindrome de dificultad

respiratoria aguda (SDRA) que requiere
ingreso en una unidad de cuidados intensivos (UCI) y el
uso de ventilacién mecanica invasiva (VMI) (1). En la
actualidad hay una falta de tratamientos especificos
para el SDRA asociado a la COVID-19.

En las fases iniciales de la infeccion por el SARS-CoV-2,
el sistema inmunitario del huésped se activa para dete-
ner la progresion de la enfermedad. Sin embargo, en al-
gunos casos la replicacion rapida del SARS-CoV-2 en las
vias respiratorias desencadena una respuesta inflamato-
ria agudizada y una tormenta de citocinas (2). Esta situa-
cién conduce a una progresion a un SDRA junto con otras
complicaciones clinicas, como shock séptico, microtrom-
bos, coagulopatia y disfuncién de multiples 6rganos (3).

El SDRA de diferentes etiologias (4), incluida la infec-
cion por el SARS-CoV-2 (5,6), depende en gran medida
de la accién de los neutréfilos. Los neutrdfilos activados
contribuyen a producir la lesion alveolar al liberar
mediadores inflamatorios previamente almacenados (es-
pecies moleculares de oxigeno reactivas y mieloperoxi-
dasa [MPO]) e interactiian con otras células, como las
plaquetas, para inducir la formacién de microtrombos.
Ademas, la formacion de trampas extracelulares de neu-
trofilos (NET) e histonas sumamente nocivas activa el
inflamasoma y desencadena la liberacién de citocinas
proinflamatorias (7). Las NET liberadas por los neutréfi-
los activados que infiltran los alveolos aumentan la infla-
maciéon pulmonar y las concentraciones de citocinas
proinflamatorias en suero, dando lugar a una extensa le-
sién pulmonar y a eventos de microtrombosis en los pa-
cientes con COVID-19 (2,3,8,9).

A pesar de la masiva repercusiéon mundial de la
COVID-19, hay una escasez de tratamientos eficaces para
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prevenir la transicién de la enfermedad moderada a la
grave y para mejorar el prondstico. Dada la intensa pre-
sién a que la COVID-19 esta sometiendo a las UCI en todo
el mundo, existe una urgente necesidad de identificar
tratamientos destinados a reducir el nimero de dias de
permanencia en la UCI. Las intervenciones mas buscadas
son las que permitan mitigar la disregulacion inmunita-
ria asociada a la COVID-19 (10). Un posible enfoque que
resulta atractivo es el empleo de tratamientos dirigidos
al propio huésped, que en los ultimos afios han surgido
como estrategia adyuvante para limitar el dafio que se
produce durante la inflamacién agudizada tanto infeccio-
sa como estéril.

Los antagonistas de receptores betaadrenérgicos (be-
tabloqueantes) se han venido utilizando durante décadas
para tratar trastornos cardiovasculares como la hiper-
tension, las arritmias y el infarto de miocardio (11). En
estudios observacionales retrospectivos se ha estableci-
do la existencia de una relacidn entre el tratamiento con
betabloqueantes y un aumento de la supervivencia en
pacientes en un estado critico causado por diferentes
trastornos, como la sepsis (12-14), la insuficiencia respi-
ratoria aguda (15), la lesién cerebral traumatica grave
(16,17) y otros (18,19). Algunos resultados recientes in-
dican que el betabloqueante selectivo 3, metoprolol tiene
un efecto directo sobre los neutrdfilos y reduce sus efec-
tos nocivos durante la inflamacién agudizada (20). En el
contexto de la isquemia/reperfusién (infarto agudo de
miocardio), se ha demostrado que el empleo de metopro-
lol dirigido a los neutroéfilos tiene un potente efecto car-
dioprotector, tanto en modelos animales como en los
pacientes (20-23). Mas recientemente, nuestro grupo ha
demostrado que el metoprolol (pero no asi otros betablo-
queantes intravenosos disponibles en el ambito clinico)
anula la inflamacién agudizada impulsada por los neu-
tréfilos, la interaccion entre neutrdfilos y plaquetas y la
formaciéon de NET en un modelo de la lesién pulmonar
aguda inducida por LPS en el raton (24). Estos datos ex-
perimentales nos llevaron a investigar si el tratamiento
con metoprolol intravenoso (i.v.) podia producir una me-
joria en la inflamaciéon pulmonar (y en ultima instancia
un mejor prondstico) en pacientes con SDRA asociado a
la COVID-19.
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METODOS

DISENO Y POBLACION DEL ESTUDIO. El ensayo piloto
MADRID-COVID (Intravenous Metoprolol in Respiratory
Distress Due to COVID-19) fue aprobado por el comité de
ética de investigaciéon del Hospital Universitario Funda-
cion Jiménez Diaz (ntimero de registro de Eudract 2020-
002310-41). Todos los pacientes (o un familiar cercano)
dieron su consentimiento por escrito para participar en
el ensayo. Los criterios de inclusidon fueron: edad de
18-80 anos, infeccion por el SARS-CoV-2 confirmada me-
diante rt-PCR (en muestras de hisopo nasal o de lavado
broncoalveolar), ventilacion mecénica invasiva de < 72
horas, frecuencia cardiaca = 60 latidos/min y presion ar-
terial sist6lica determinada de forma invasiva = 120 mm
Hg. Los criterios de exclusion fueron: ingreso hospitala-
rio prolongado (> 5 dfas) antes de la inclusién, insuficien-
cia cardiaca aguda concomitante, fraccién de eyeccion
ventricular izquierda < 50%, disfuncién ventricular dere-
cha, embolia pulmonar concomitante, arteriopatia peri-
férica moderada o grave, valvulopatia moderada o grave,
EPOC moderada o grave, o tratamiento activo con beta-
bloqueantes antes de la inclusion. Se incluyd a un total de
20 pacientes con un SDRA secundario a una infeccién por
el SARS-CoV-2, que estaban en tratamiento con VMI y se
les asignd aleatoriamente al grupo de tartrato de meto-
prolol i.v. (Recordati) (3 x emboladas de 5 mg, con 2 mi-
nutos de separacion entre ellas, cada dia durante 3 dias;
n = 12) o al grupo control (sin este tratamiento; n = 8).
Dos minutos después de cada embolada, se determiné la
presién arterial y la frecuencia cardiaca, y si estaban por
encima de los limites establecidos, se inyectaba la si-
guiente embolada.

La asignacién aleatoria se estratificd segin la edad
(=59 afios frente a > 59 afios), los antecedentes de hiper-
tension (si frente a no) y el recuento de neutrdfilos en
sangre circulante (< 6000 frente a = 6000). Se obtuvieron
muestras de liquido de lavado broncoalveolar (LBA) y de
sangre de los pacientes en el momento de la aleatoriza-
cion (situacion inicial) y 24 horas después de la tercera
dosis de metoprolol/control (dia 4). El objetivo principal
del estudio fue evaluar el efecto del metoprolol en los
marcadores inflamatorios (principalmente la infiltracién
de neutrdfilos y las NET). Los objetivos secundarios prin-
cipales fueron evaluar el efecto del metoprolol en el nu-
mero de dias de ventilacion mecanica invasiva y el
numero de dias de estancia en la UCI después de la alea-
torizacion, asi como la funcién pulmonar. El criterio de
valoracioén principal de la seguridad fueron las complica-
ciones hemodindmicas (shock cardiogénico, hipotension
grave o bradicardia intensa/bloqueo auriculoventricu-
lar).

Al tratarse de un ensayo piloto, el tamafio de la mues-
tra se calcul6 en funcién de la capacidad de detectar cam-

bios en la inflamacién pulmonar (infiltracién de
neutrofilos). Teniendo en cuenta lo indicado por estudios
experimentales previos, planteamos la posibilidad de
que 20 pacientes fueran suficientes para detectar un
efecto biolédgico significativo del metoprolol en este con-
texto.

CITOMETRIA DE FLUJO DE LAS MUESTRAS DE
LBA. Para los estudios de citometria de flujo (FCM), las
muestras de LBA (8 ml) se inactivaron previamente con
2 ml de un reactivo de estabilizacién de antigenos celula-
res que contenia formaldehido (TransFix, Cytomark Ltd).
A continuacioén se centrifugaron las muestras (5 minutos
a 540 g), se descart6 el sobrenadante, y se resuspendio6 el
sedimento en 200 w de solucién salina tamponada con
fosfato. Tras ello, 100 ul de suspension celular se tifieron
durante 15 minutos a temperatura ambiente con la si-
guiente combinacién de colores: CD15-isotiocianato de
fluorescencia antihumano, CD33-ficoeritrina y CD3-V-
450 y CD45-V-500 (Becton Dickinson Biosciences). Des-
pués de la tincidn se afiadieron 2 ml de solucién de lisis
de FACS (Becton/Dickinson Biosciences), y tras 5 minu-
tos de incubacién, la muestra se centrifugd y se resuspen-
di6 en 100 ul de solucién salina tamponada con fosfato.
Antes de la adquisicion, se afiadié el colorante fluores-
cente DRAQ5 (Biostatus Limited) (25,26) y se agregaron
microesferas Perfect-COUNT (Cytognos SL) (27) para la
seleccion de las células positivas para ADN y para el re-
cuento celular, respectivamente. Las muestras se analiza-
ron con un citometro de flujo FACSCanto II (Becton
Dickinson Biosciences) equipado con el programa infor-
matico FACSDiva (Becton Dickinson Biosciences), y se
adquiri6 la informacion sobre todos los eventos corres-
pondientes a células nucleadas presentes en la muestra
alicuota tefiida.

Los datos se analizaron con el programa informaético
INFINICYT (Cytognos SL). El andlisis de FCM incluy6 un
primer paso de identificacion de las células nucleadas
mediante tincion de DRAQ5. Se identificaron las pobla-
ciones de leucocitos con una estrategia de sincronizacién
basada en una dispersion anterégrada, dispersion lateral
y expresion de CD45. Se identificaron los neutroéfilos y los
macréfagos mediante sus propiedades comparativamen-
te superiores de dispersion de la luz, su patrén especifico
de expresién de CD45 y la expresion de CD15 (neutrofi-
los) y de CD33 (macréfagos alveolares). Se identificaron
también los linfocitos seglin su expresion de CD45 y sus
propiedades de dispersidn anterégrada y lateral. Las po-
blaciones de neutroéfilos, macréfagos y linfocitos se cuan-
tificaron mediante el porcentaje del total de eventos de
CD45.

ENSAYO DE ELISA PARA QUIMIOCINAS. Se inactivaron
las muestras mediante incubaciéon a una concentraciéon
final de 0,2% de SDS por 0,1% de Tween-20 y tratamien-
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to con calor a 60 °C durante 15 minutos. Se analizaron
muestras de plasma y de LBA sin células con el empleo de
kits de ELISA humano para el factor von Willebrand
(RAB0556-1KT, Sigma) y para las quimiocinas proteina
quimioatrayente monocitaria (MCP)-1 (orb315028,
Biorbyt), interleucina (IL)-6 (orb219452, Biorbyt) e IL-8
(orb315028, Biorbyt).

MARCADORES DE NETosis. Se determinaron un total
de 3 biomarcadores de NETosis: histona-3 citrulinada
(Cit-H3), complejos de MPO-ADN y ADN sin células. Para
los anélisis de ELISA de Cit-H3 y de MPO-ADN, las mues-
tras se inactivaron primero mediante una suspension de
0,2% de SDS por 0,1% de Tween-20 y tratamiento de
calor a 60 °C durante 15 minutos. Para la determinacién
del ADN sin células, las muestras se inactivaron con tra-
tamiento de calor a 60 °C durante 1 hora.

La Cit-H3 se determiné con un kit de ELISA (clon
11D3, Cayman, 501620). La cuantificacion de los comple-
jos de MPO-ADN se basé en un protocolo descrito con
anterioridad (28,29) que utiliza varios reactivos del kit
de ELISA de detecciéon de la muerte celular (Cell Death
Detection) (Roche, 11544675001) pero incluye una placa
de 96 pocillos de EIA/RIA de alta union cubierta de ma-
nera diferente durante una noche a 4 °C con anticuerpo
para MPO antihumano (Bio-Rad, 0400-0002). El ADN sin
células se determiné con el empleo del kit de Quant-iT
PicoGreen dsDNA Assay (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, P11496).

VISUALIZACION DE NET Y NEUTROFILOS EN EL
LBA. Las NET se visualizaron mediante tincién de Giem-
sa de muestras de LBA (30,31). Las muestras de LBA se
centrifugaron durante 10 minutos a 2500 revoluciones/
min. El sedimento se resuspendid y se extendi6 para la
tincién con la solucién de Giemsa. A continuacién, las
muestras se inactivaron y se fijaron durante 10 minutos a
temperatura ambiente con un espray de base alcohdlica
fijador para el citodiagnostico (fijador en espray M-Fix).
Para el analisis de las imagenes, se digitalizaron mues-
tras fijadas, utilizando un escidner (Nanozoomer-RS
C110730, Hamamatsu) y se analizaron con el programa
informatico de andlisis de imagenes NDP (Hamamatsu).

ANALISIS ESTADISTICO. Los datos se analizaron con
los programas Graphpad Prism version 8.4 y RStudio.
Dado el pequefio tamafio de la muestra, todas las distri-
buciones se consideraron no normales y se aplicaron
pruebas no paramétricas para los analisis estadisticos.
Las comparaciones por pares entre las muestras previas
y posteriores al tratamiento (es decir, muestras basales y
muestras obtenidas a los 4 dias) se realizaron mediante
pruebas de rango con signo para pares emparejados de
Wilcoxon. Para las comparaciones de las dos situaciones
de tratamiento (vehiculo frente a control) en la situacién
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inicial o después del tratamiento se utiliz6 la prueba de la
U de Mann-Whitney sin emparejamiento. Para los para-
metros hemodinamicos y funcionales durante la admi-
nistracién de metoprolol, se calcularon las diferencias en
la situacion inicial o antes-después de la administracion
en embolada, mediante la prueba de Friedman de X2 no
paramétrica con correccién mediante la prueba de Dur-
bin-Conover para las comparaciones por pares. Por lo
que respecta a las variables no continuas, se compararon
los porcentajes con métodos exactos. Se consideraron es-
tadisticamente significativas las diferencias con un valor
de p inferior a 0,05.

RESULTADOS

CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES. Entre el 19 de
octubre de 2020 y el 19 de enero de 2021, se incluy6 a un
total de 20 pacientes; 12 de ellos fueron asignados alea-
toriamente al metoprolol y 8 al grupo control. No hubo
diferencias entre los grupos en cuanto a las caracteris-
ticas iniciales (tabla 1). Todos los pacientes fueron
tratados durante el ingreso en la UCI con corticoesteroi-
des (dexametasona 6 mg una vez al dia), anticoagulan-
tes, melatonina y acetilcisteina. Antes de la inclusion en
el ensayo, todos los pacientes (excepto 1 del grupo de
metoprolol) fueron tratados con dosis en embolada y
dosis de mantenimiento de corticoesteroides (metilpred-
nisolona y/o dexametasona) en la sala, antes del ingreso
en la UC], sin que hubiera diferencias entre los dos gru-
pos.

De los pacientes asignados aleatoriamente a metopro-
lol, 11 recibieron todas las dosis i.v. programadas (15 mg
una vez al dia durante 3 dias). El otro paciente recibi6
15 mg de metoprolol en los 2 primeros dias, pero no en el
tercer dia, debido a que presento una frecuencia cardiaca
< 50 latidos/min causada por la intensificacién de la se-
dacion (inicio de la administracion de propofol). El
LBA se llevo a cabo sin complicaciones en todos los pa-
cientes antes y 24 horas después del tratamiento. Los
analisis de laboratorio clinico en la situacién inicial y
después del tratamiento se presentan en la tabla 1 del
Suplemento.

SEGURIDAD CARDIOVASCULAR DE LA ADMINISTRA-
CION INTRAVENOSA DE METOPROLOL EN PACIEN-
TES CON SDRA Y EN VENTILACION MECANICA. La
administracion de betabloqueantes i.v. ha resultado ma-
yoritariamente segura, excepto en pacientes con un fallo
cardiaco agudo. Dados los efectos cardiovasculares del
metoprolol, se realizé una monitorizacién de los pacien-
tes con métodos invasivos y mediante ecocardiografia
antes de la inyeccion de metoprolol/control y cada dia
después de esa inyeccion. Tal como se preveia, el meto-
prolol redujo significativamente la frecuencia cardiaca
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TABLA 1. Caracteristicas de los pacientes en el momento de la aleatorizacion
Todos los pacientes Metoprolol Control Valor de p

Edad, afios 60 (53,8, 68) 60 (57,8, 68,5) 58,5 (43,3, 65,8) 0,354
Varones 13 (65,0) 8(66,7) 5(62,5) 1,000
IMC (kg/m2) 271 (25,3,31,) 26,8 (25,1,30,4) 271(26,2, 31,5) 0,422
Comorbilidades

Hipertension 6 (30,0) 4(33,3) 2(25,0) 1,000

Diabetes 2(10,0) 2(16,7) 0(0,0) 0,648

Fumadores 3(15,0) 1(8,3) 2(25,0) 0,701

Dislipidemia 6 (30,0) 4(33,3) 2(25,0) 1,000
Tratamiento previo

Inhibidores de SRA 5(25,0) 3(25,0) 2(25,0) 1,000

Anticoagulantes 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 1,000
Los valores corresponden a mediana (C1, C3) o n (%).

IMC = indice de masa corporal; SRA = sistema renina-angiotensina.

(p < 0,01) y la presion arterial sistdlica determinada de
forma invasiva (p < 0,05), aunque ambos parametros se
mantuvieron dentro del rango de valores fisiologicos
(tabla 2 del Suplemento). La ecocardiografia no mostré
ningin deterioro de los pardmetros de la funcién cardia-
ca después del tratamiento con metoprolol (tabla 3 del
Suplemento). En términos generales, la administracién
intravenosa de metoprolol result6 segura y no produjo
efectos secundarios en los pacientes con una COVID-19
grave que presentaban un SDRA y estaban siendo trata-
dos con VMI.

LA ADMINISTRACION DE METOPROLOL ATENUA LA
INFLAMACION AGUDIZADA DEL PULMON PRODUCI-
DA POR LOS NEUTROFILOS. Para evaluar la capacidad
del metoprolol de aliviar la inflamacién pulmonar agudi-
zada producida por los neutrdfilos, analizamos las pobla-
ciones de leucocitos en muestras de LBA mediante
citometria de flujo en la situacidn inicial y el dia 4. En la
situacion inicial, los grupos de metoprolol y control no
mostraron diferencias en el contenido de neutréfilos del
LBA (figura 1 del Suplemento). En cambio, el dia 4 (des-
pués de 3 dias de tratamiento con metoprolol/control), el
contenido de neutroéfilos fue significativamente menor en
el LBA de los pacientes del grupo de metoprolol en com-
paracion con el observado en los pacientes asignados
aleatoriamente al grupo control (mediana: 14,3 neutrdfi-
los/ul [C1, C3: 4,63, 265 neutrodfilos/ul] frente a media-
na: 397 neutréfilos/ul [C1, C3: 222, 1346 neutréfilos/
ul]; p=0,016). En el LBA del dia 4 de los pacientes trata-
dos con metoprolol se observé también un contenido
total de células inflamatorias inferior y un contenido de
monocitos/macréfagos inferior, mientras que los linfoci-
tos no presentaron diferencias entre los grupos (figu-
ra1A). Exploramos también la repercusion del metoprolol
en la MCP-1 en el LBA, ya que se ha demostrado que esta
quimiocina fomenta la fibrosis pulmonar en una fase
avanzada del SDRA (32,33). La MCP-1 en el LBA sin célu-

las mostroé una atenuacidn significativa después de 3 dias
de tratamiento con metoprolol (mediana: 298 pg/ml [C1,
C3: 236,350 pg/ml] frente a mediana: 203 pg/ml [C1, C3:
175, 258 pg/ml] en la situacion inicial y en el dia 4, res-
pectivamente; p = 0,009), mientras que se mantuvo inal-
terada en los pacientes del grupo control (figura 1B). En
cambio, las modificaciones de la IL-8 y la IL-6 en el LBA
sin células no mostraron diferencias entre los dos grupos
de tratamiento (figura 2 del Suplemento).

Una activacién excesiva de los neutrdfilos en los pul-
mones se asocia a la formacion de NET y a la liberacion
de especies moleculares de oxigeno reactivas y enzimas
proteoliticas, que pueden dar lugar a una intensa lesién
epitelial y endotelial (2,34). Para estudiar si el efecto
modificador de la inflamaciéon que se observaba con el
metoprolol reducia la produccién de estos productos de-
rivados de la activacion de los neutréfilos, realizamos de-
terminaciones de los marcadores de NETosis Cit-H3 y
complejos de MPO-ADN. Los niveles de ambos marca-
dores se redujeron en el LBA del dia 4 de los pacientes
tratados con metoprolol (p = 0,005y p = 0,086 en compa-
racion con el valor inicial, respectivamente), mientras
que no hubo ningiin cambio en el LBA de los pacientes
del grupo de control (figura 1C). La menor formacién de
NET y el menor contenido inflamatorio en el grupo
de metoprolol se confirmaron mediante tincion de Giem-
sa (figura 1D). No observamos diferencias en el contenido
de ADN sin células (figura 3 del Suplemento), lo cual re-
flejaba probablemente su caracter inespecifico como bio-
marcador de la NETosis (3).

Para determinar si la atenuacién de la infiltracién de
células inmunitarias en los pulmones se asociaba a un
efecto sistémico, evaluamos los cambios de las concen-
traciones circulantes de quimiocinas que se sabe que
estan notablemente elevadas en los pacientes con una
COVID-19 grave (34). El tratamiento de 3 dias con meto-
prolol se asoci6 a una reduccidn significativa de las con-
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FIGURA 1. El metoprolol interrumpe la inflamacién pulmonar agudizada que se asocia a la COVID-19
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(A) Poblaciones de células inflamatorias el dia 4 en el LBA de los pacientes con COVID-19 grave del grupo de control y del grupo de tratamiento con metoprolol. Los puntos
corresponden a pacientes y las barras y barras de error indican los valores de la media (cajas) + DE (barras de error). *p < 0,05 en la prueba de t de Student para muestras
emparejadas. (B) Atenuacion de la MCP-1 en el LBA sin células de pacientes tratados con metoprolol. (C) Atenuacidn de los biomarcadores de la hiperactivacién de los neutréfilos
(Cit-H3 y complejos de MPO-ADN) en el LBA sin células de pacientes tratados con metoprolol. Los datos se presentan en forma de datos emparejados de individuos

(puntos) entre los dias 1y 4. **p < 0,01 mediante la prueba de t de Student para muestras emparejadas. (D) Imagenes representativas de muestras de LBA con tincién de Giemsa
de pacientes del grupo de control y del grupo de tratamiento con metoprolol el dia 4. Escala de referencia, 50 um. Control, n = 8; metoprolol, n = 12. LBA = lavado
broncoalveolar; Cit-H3 = histona citrulinada 3; COVID-19 = enfermedad por coronavirus-2019; MCP = proteina quimioatrayente monocitaria; MPO = mieloperoxidasa.
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centraciones circulantes de la citocina proinflamatoria
IL-8 (mediana: 94,4 pg/ml [C1, C3: 72,1, 168 pg/ml] fren-
te a mediana: 80,1 pg/ml [C1, C3: 69,5, 85,2 pg/ml] en la
situacidn inicial y en el dia 4, respectivamente; p = 0,003),
mientras que no se observo ningin cambio en los pacien-
tes del grupo control (figura 4 del Suplemento). E1 meto-
prolol no tuvo ningun efecto significativo en las
concentraciones circulantes de IL-6 (figura 4 del Suple-
mento) ni en los marcadores de NETosis (figura 5 del Su-
plemento).

EL TRATAMIENTO CON METOPROLOL MEJORA LA
FUNCION RESPIRATORIA. La oxigenacién se evalud
mediante el cociente entre la presion parcial de oxigeno
arterial y la fraccién de oxigeno inspirado (Pa0,:Fi0,).
Los parametros de oxigenacion en la situacidn inicial y
después del tratamiento se muestran en la tabla 2. En la
situacién inicial, la oxigenacion fue peor en los pacientes
asignados aleatoriamente al grupo de metoprolol que en
los del grupo control, a pesar del valor de FiO, superior.
Después de un tratamiento de 3 dias con metoprolol,
hubo una mejora significativa de la Pa0O, (mediana:
87,5 mm Hg [C1, C3: 78,8, 110 mm Hg] frente a mediana:
108 mm Hg [C1, C3: 98,3, 139 mm Hg] en la situaciéon
inicial y en el dia 4, respectivamente; p = 0,017). El trata-
miento con metoprolol mejoré también significativa-
mente el valor de Pa0,:Fi0, (mediana: 130; C1, C3: 110,
162] frente a mediana: 267; C1, C3: 199, 298] en la situa-
cion inicial y en el dia 4, respectivamente; p = 0,007). Por
el contrario, en los pacientes del grupo control, los valo-
res de Pa0,y de Pa0,:Fi0, mostraron un deterioro, aun-
que el cambio no alcanzd significacion estadistica
(p=0,107 y p=0,363 en comparacién con el valor inicial,
respectivamente) (figura 2A 'y 2B).

Los pacientes asignados aleatoriamente al grupo de
metoprolol pasaron menos dias en ventilacion mecanica,
aunque esta diferencia no alcanzo significacion estadisti-
ca (15,5 + 7,6 dias frente a 21,9 + 12,6 dias en los grupos
de metoprolol y control, respectivamente; p = 0,17). Se
observod una tendencia similar en cuanto a los dias de in-
greso en UCI tras la inclusién en el ensayo (14,5 + 7,2 dias

frente a 21,4 + 13,4 dias en los grupos de metoprolol y
control, respectivamente; p = 0,15) (figura 2C). Todos los
pacientes fueron dados de alta de la UCI, y 1 paciente de
cada grupo fallecié antes del alta hospitalaria.

DISCUSION

La pandemia de COVID-19 y el SDRA asociado a ella esta
suponiendo una inmensa carga para los sistemas de asis-
tencia sanitaria. Ademas de una elevada mortalidad, el
SDRA asociado a la COVID-19 comporta un ingreso en
UCI prolongado, que contribuye a producir la morbilidad
observada en los pacientes que sobreviven a ello, asi
como un elevado gasto hospitalario. El enfoque actual-
mente utilizado en estos pacientes se basa principal-
mente en la VMI protectora (35,36), que asegura un
intercambio de gases suficiente al tiempo que causa un
dafio alveolar minimo. Con la excepcion de la dexameta-
sona, que mostré unos resultados prometedores en un
ensayo inicial (37), no hay ningtn tratamiento dirigido
especificamente a la inflamacién agudizada que se da en
el SDRA (38).

En este estudio presentamos los efectos de una admi-
nistracion intravenosa de metoprolol durante 3 dias en la
inflamacidon pulmonar en pacientes con COVID-19 que
presentan un SDRA. El ensayo piloto MADRID-COVID
muestra lo siguiente: 1) la administracion i.v. del betablo-
queante tartrato de metoprolol, que esta autorizado para
el uso clinico, es segura en este contexto clinico; 2) el tra-
tamiento con metoprolol reduce la inflamacién pulmonar
agudizada que se asocia a la enfermedad; y 3) el efecto de
interrupcién de la inflamacién agudizada se asocia a una
mejor oxigenacion y, por consiguiente, a un menor niime-
ro de dias de VMI y de estancia en la UCI (ilustracion
central). Estos datos sugieren que la utilizacién del meto-
prolol para un nuevo objetivo de tratamiento del SDRA
asociado a la COVID-19 es una estrategia segura y poco
costosa, y se asocia a una potencial mejora del prondstico.

El presente estudio tiene su origen en nuestra amplia
experiencia en el campo de la lesién de isquemia/reper-

TABLA 2. Parametros de ventilacion iniciales y después del tratamiento
Situacion inicial Dia 4
Metoprolol Control Valor de p Metoprolol Control Valor de p
Pa0,, mm Hg 87,5 (78,8, 110,0) 104,0 (93,0, 122) 0,105 108,0 (98,3, 139,0) 83,5 (77,3, 92,5) 0,004
PaCO,, mm Hg 48,5 (43,8,52,5) 47 (41,5, 48,8) 0,562 51,0 (46,5, 53,3) 47,0 (45,3, 50,5) 0,353
PEEP, cm H,0 12,0 (10,0, 12,5) 13,0 (10,0, 14,0) 0,625 10,0 (9,00, 12,0) 11,0 (10,0, 12,0) 0,666
FiO, 0,60 (0,5, 0,75) 0,48 (0,44, 0,60) 0,241 0,40 (0,39, 0,53) 0,43 (0,40, 0,57) 0,634
PaOZ/FiOZ' 130 (110, 162) 223 (188, 242) 0,076 267 (199, 298) 163 (145, 209) 0,037
Acido lactico, mmol/L 1,3(1,2,1,8) 1,2 (0,98, 2,00) 0,785 1,4 (1,20,1,73) 1,9 (1,50, 2,05) 0,094
pH 741(7,38,7,42) 7,42 (7,37, 745) 0,485 743 (740, 7,46) 741 (7,38, 7,44) 0,461
Los valores corresponden a mediana (C1, C3). La negrita indica significacion estadistica.
FiO, = fraccion de oxigeno inspirado; PaCO, = presién parcial de diéxido de carbono; PaO, = presién parcial de oxigeno; PEEP = presion teleespiratoria positiva.
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FIGURA 2. El metoprolol proporciona un rescate de la funcion pulmonar en pacientes con COVID-19 grave ingresados en la UCI
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(Ay B) Mejora de la oxigenacién (PaO, y PaO,:FiO,) en los pacientes tratados con metoprolol, pero no en los pacientes del grupo de control. Los datos se presentan en forma
de datos emparejados de individuos (puntos) entre los dias 1y 4. *p < 0,05, **p < 0,01 mediante la prueba de t de Student para muestras emparejadas. (C) Dias de uso de
VMI y de estancia en la UCI de los pacientes con COVID-19 grave segun la asignacion al grupo de metoprolol i.v. o al grupo de control (sin ese tratamiento). Control, n = 8;
metoprolol, n = 12. FiO, = fraccién de oxigeno inspirado; UCI = unidad de cuidados intensivos; VMI = ventilacién mecanica invasiva; PAF| = cociente Pa0,:FiO,; otras
abreviaturas como en la figura 1.

fusién miocardica. Anteriormente hemos demostrado
que el metoprolol aporta una proteccion al corazén du-
rante el infarto de miocardio en curso, al producir una
atenuacion de los neutroéfilos y anular la inflamacién agu-
dizada (20,24). La identificacion de este mecanismo car-
dioprotector brind6 la oportunidad de reorientar el uso
del metoprolol para emplearlo en otros trastornos agu-
dos en los que la inflamacién agudizada desempefia un
papel, como es el caso del SDRA asociado a la COVID-19.
El presente estudio resalta la importancia de conocer el
mecanismo de accion de firmacos que se vienen utilizan-
do desde hace mucho tiempo, con objeto de identificar
otras posibles indicaciones.

Los pacientes con una COVID-19 grave sufren una neu-
monia bilateral que puede conducir a una dificultad respi-
ratoria que requiera VMI. E1 SDRA asociado a la COVID-19
se caracteriza por una infiltracion activa de neutroéfilos en
el espacio alveolar, que perpetua la inflamacién agudiza-
da, dando lugar a una tormenta de citocinas e hipoxemia
(8,34). La infiltracién de neutrdfilos es, pues, un impor-
tante factor contribuyente en el mal pronoéstico de estos
pacientes. Asi pues, la mitigacién de la disregulacién in-
munitaria es un camino terapéutico importante para el
tratamiento y la prevencion de la COVID-19 grave.

En varios estudios se han evaluado los posibles efec-
tos beneficiosos de los betabloqueantes en la sepsis y el
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ILUSTRACION CENTRAL Un nuevo uso del metoprolol para tratar el SDRA en pacientes con COVID-19 en estado critico

Metoprolol

(15 mg i.v. x 3 dias)

« Infiltracion de células inmunitarias » Menos infiltracion de células
agudizada inmunitarias
« Activacién de neutréfilos y NETosis * Menor infiltracion y activacion de
L. neutroéfilos
» Tormenta de citocinas « Mejora de la oxigenacién
« Daiio pulmonar masivo » Menos dias con ventilacion mecanica
invasiva

Clemente-Moragén, A. et al. J Am Coll Cardiol. 2021;78(10):1001-1011.

La reduccion de la inflamacidn pulmonar se asocié a una mejora significativa de la oxigenacidn y a un menor nimero de dias con ventilacién mecénica y de ingreso en la
unidad de cuidados intensivos. La utilizacién del metoprolol para un nuevo objetivo de tratamiento del sindrome de dificultad respiratoria aguda asociado a la enfermedad
por coronavirus-2019 (COVID-19) es una estrategia segura y poco costosa, que puede aliviar la carga de la pandemia de COVID-19.
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shock séptico. Los datos de estudios retrospectivos ob-
servacionales han sugerido que los pacientes ingresados
con un shock séptico y que anteriormente han recibido
un tratamiento de mantenimiento con betabloqueantes
tienen un pronoéstico de supervivencia mejor que el de
los pacientes que no han sido tratados con betabloquean-
tes antes del ingreso (13). Ademas, en ensayos clinicos
prospectivos pequefios se han evaluado los efectos bene-
ficiosos de los betabloqueantes i.v. en pacientes con sep-
sis (12,39-41). La conclusién de la mayor parte de estos
ensayos es que los betabloqueantes parecen aportar un
beneficio clinico.

En un andlisis de diversos modelos experimentales de
la inflamacién agudizada, recientemente hemos puesto de
relieve que no todos los betabloqueantes con selectividad
B, ejercen los mismos efectos sobre la biologia de los neu-
trofilos. De todos los betabloqueantes examinados, tan
solo el metoprolol atenué de forma significativa la infla-
macién agudizada y redujo la infiltracién de neutréfilos y
su interaccion con otros tipos de células (24). Estos resul-
tados sitdan al metoprolol como betabloqueante de elec-
cién en el contexto de una inflamacién agudizada.

El presente estudio muestra que un tratamiento de
3 dias con metoprolol i.v. reduce la inflamacién agudiza-
da en pacientes con COVID-19 y un SDRA asociado que se
encuentran en un estado critico. Esto se evidenci6 me-
diante la atenuacién de la infiltracién de células inmuni-
tarias, en especial neutrdfilos, y la reduccion de los
niveles de productos derivados de la NETosis y productos
inflamatorios relacionados (figura 1), que pueden ser la
causa de una lesion epitelial y endotelial grave. La menor
infiltracion de neutroéfilos en los pacientes tratados con
metoprolol se acompaiié de una reduccién significativa
de las concentraciones circulantes de la IL-8 proinflama-
toria, que ejerce funciones quimiotacticas y activadoras
sobre los neutrdfilos, lo cual sugiere un efecto antiinfla-
matorio sistémico de este tratamiento (figura 4 del Su-
plemento). Los marcadores sistémicos de la NETosis no
se vieron afectados el dia 4; sin embargo, no puede des-
cartarse la existencia de un efecto en un intervalo de
tiempo mas largo después del tratamiento con el meto-
prolol (figura 5 del Suplemento). El efecto favorable del
metoprolol de reduccién de la inflamacién pulmonar en
los pacientes con COVID-19 y un SDRA se asoci6 a la pre-
sencia de indicadores claros de un beneficio clinico, que
se demostrd por una mejora significativa de la oxigena-
cion (Pa0,:Fi0,) no observada en los pacientes del grupo
de control (figura 2). Estos resultados son muy alentado-
res, pero seran necesarios nuevos ensayos a gran escala
para validar los beneficios clinicos aportados por el
metoprolol en este contexto. Dado que los neutréfilos
desempefian un papel importante en la fisiopatologia del
SDRA de multiples causas (no solo del asociado a la
COVID-19), en futuros estudios de validacién amplios po-
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dria incluirse un amplio espectro de pacientes con este
trastorno.

El ensayo piloto MADRID-COVID ha demostrado que
en pacientes con un SDRA causado por la COVID-19 y
que se encuentran en un estado critico, la administraciéon
i.v. del betabloqueante metoprolol, que esta autorizado
para el uso clinico, es segura e interrumpe la inflamacién
pulmonar agudizada que se asocia a la enfermedad. Los
efectos beneficiosos sobre la inflamacién agudizada se
asociaron a una mejor oxigenacioén y una reduccién no
significativa del nimero de dias de ventilacién mecanica
y de estancia en la UCI. El metoprolol intravenoso es una
intervencidon prometedora que podria mejorar el pronos-
tico de los pacientes con COVID-19 en un estado critico.
Aunque estos datos tendran que ser confirmados en una
muestra mas amplia, el metoprolol es un farmaco dispo-
nible clinicamente y de bajo coste (el coste del tratamien-
to diario es < 2 €) que puede mejorar los resultados
clinicos en los pacientes con COVID-19 grave.

LIMITACIONES DEL ESTUDIO. La principal limitacién
de este estudio es el pequefio tamafio de la muestra. El
estudio tuvo el poder estadistico necesario para detectar
diferencias en la inflamacién pulmonar, pero no en los
eventos clinicos. Otra limitacién es el caracter unicéntri-
co del estudio. Este estudio tuvo un disefio abierto, y no
se ocultd la asignacion del tratamiento a los médicos en-
cargados del tratamiento. Por dltimo, no podemos des-
cartar un sesgo de seleccion que hiciera que no se
contemplara la inclusidon de pacientes en un mal estado
clinico en opinién de los médicos.

CONCLUSIONES

Nuestros resultados indican que la administracion i.v. de
metoprolol a pacientes con un SDRA asociado a la COVID-
19 es segura y anula la inflamacién pulmonar agudizada
que se asocia a la enfermedad. La reduccion de la infla-
macién pulmonar se asocié a una mejora significativa de
la oxigenacién y a una tendencia a un menor nimero de
dias con ventilacién mecénica y de ingreso en la UCI. El
nuevo uso del metoprolol para el tratamiento del SDRA
asociado a la COVID-19 es una intervencién segura y de
bajo coste, que puede ser ttil para aliviar la enorme carga
de personal y de asistencia sanitaria que se asocia a la
pandemia.

AGRADECIMIENTOS. Los autores expresan su agradeci-
miento a las siguientes personas por su importante
apoyo durante la realizacion de este estudio: Noemi Es-
calera, Rocio Escudero, y Antonio de Molina-Iracheta del
CNIC; y Luis Nieto, Ana Maria Venegas, José Tufién, Igna-
cio Cornejo, Sandra Zazo, y Federico Rojo de la Fundacién
Jiménez Diaz. La correccion del inglés corrié a cargo de
Simon Bartlett.



JACC vOL. 78, NO. 10, 2021
7 DE SEPTIEMBRE, 2021:1001-1011

APOYO DE FINANCIACION Y DECLARACIONES

Clemente-Moragén et al.
Ensayo piloto MADRID-COVID

PE

ECTIVAS

DE INTERESES DE LOS AUTORES

El Sr Clemente-Moragén ha recibido una beca de formacién del Ministerio
de Ciencia e Innovaciéon (FPU2017/01932). El CNIC cuenta con el
respaldo del ISCII], el Ministerio de Ciencia e Innovacién y la Fundacién
Pro CNIC. El Dr. Ibafiez cuenta con el apoyo de la Comisién Europea
(subvencién ERC-CoG numero 819775) y del Ministerio de Ciencia e
Innovacién de Espafia (MCN; “RETOS 2019” subvencién numero
PID2019-107332RB-100). El Dr. Oliver cuenta con el apoyo de fondos de
la Comunidad de Madrid Programa de Atraccién de Talento (2017-T1/
BMD-5185). Todos los demds autores han indicado no tener relaciones

relevantes que declarar en relacién con el contenido de este articulo.

DIRECCION PARA LA CORRESPONDENCIA: Dr. Borja
Ibafiez, Translational Laboratory for Cardiovascular
Imaging and Therapy, Centro Nacional de Investigaciones
Cardiovasculares (CNIC) e IIS-Fundacion Jiménez Diaz
University Hospital, ¢/ Melchor Fernandez Almagro, 3.

28029 Madrid, Espafia. Correo electrénico: bibanez@
cnic.es. Twitter: @Borjaibanez1, @CNIC_CARDIO.

COMPETENCIAS EN LA ASISTENCIA DE

LOS PACIENTES Y LAS CAPACIDADES DE
APLICACION DE TECNICAS: En los pacientes con
COVID-19 en estado critico y tratados con apoyo
ventilatorio mecanico, la administracion intravenosa
de metoprolol al ingreso en la UCI es segura y mejora
la funcion pulmonar y la evolucidn clinica.

PERSPECTIVA TRASLACIONAL: Seradn necesarios
futuros estudios con un tamafio de la muestra mas
grande para confirmar el beneficio aportado por el
metoprolol en los pacientes con COVID-19 en estado
critico y potencialmente en el SDRA de otras
etiologias inflamatorias.
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PALABRAS CLAVE asistencia aguda, SDRA, COVID,
metoprolol
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del suplemento en la version online de este
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