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ABREVIATURAS

IAM: infarto agudo de miocardio.
IAMEST: IAM con elevacion del segmento ST.
ADA: arteria descendente anterior.

RMC : resonancia magnética cardiaca.

RMC-rt: resonancia magnética cardiaca con realce tardio.

VI: ventriculo izquierdo

FEVI: Fraccidon de eyeccion del ventriculo izquierdo.
VTDVI: volumen telediastdlico de ventriculo izquierdo.
VTSVI: volumen telesistolico del ventriculo izquierdo.
TI: tiempo de inversion.

MPO: mieloperoxidasa

mPTP: poro de transicion mitocondrial

i.v.: intravenoso

v.0.: via oral
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1 EPIDEMIOLOGIA Y FISIOPATOLOGIA DEL INFARTO AGUDO DE
MIOCARDIO

El infarto agudo de miocardio (IAM) es la principal causa de muerte en el
mundo occidental, ocasionando mas de 3.5 millones de muertes cada afo. El
infarto es el resultado de una oclusion de una arteria coronaria epicardica,
interrumpiéndose la circulacion del flujo anterogrado en dicha arteria. La zona
de miocardio que estaba alimentada por esta arteria deviene isquémica,
perdiendo la habilidad de contraerse. Si la isquemia es breve el miocardio no
se necrosa. No obstante, la isquemia prolongada produce muerte celular. El
miocardio severamente isquémico termina necrosandose de forma progresiva
desde el subendocardio hacia el epicardio. Reconocer que la progresion de la
necrosis miocardica es dependiente del tiempo es la base de todos los
esfuerzos realizados y los tratamientos de intervencion propuestos para salvar

el miocardio '

. Actualmente se acepta que el factor mas importante para
aumentar la cantidad y la calidad del miocardio salvado es el tiempo de
reperfusion. Ademas, el tamafo final del infarto residual es el factor mas
importante de mortalidad y remodelado post-infarto 2.

Recientemente, se ha demostrado que una intervencidén percutanea coronaria
precoz (reperfusibn mecanica) es la mejor estrategia disponible para
reinstaurar el flujo de sangre en el miocardio isquémico siempre y cuando ésta
pueda hacerse en un tiempo adecuado y en centros con experiencia suficiente.

Ello ha motivado el desarrollo de programas que permitan una reperfusion

temprana en pacientes con un IAM 3, con la finalidad de reducir la extensién del

19



Introduccion

tamano de la necrosis miocardica. A pesar de estos programas y de una
reperfusion temprana, el area necrética final tras el IAM continda siendo
extensa en muchos pacientes. Ello a su vez, se relaciona con una incidencia
elevada de nuevos eventos cardiovasculares, insuficiencia cardiaca vy
discapacidad cronica en el seguimiento. Por consiguiente, las intervenciones
cardioprotectoras que permitan limitar en mayor medida el tamafo del 1AM
estan siendo objeto de intensa investigacion.

En el contexto de este trabajo de tesis doctoral la reduccion del tamafo del

infarto durante un IAMEST se denominara cardioproteccion.

1.2 . BETABLOQUEANTES EN EL INFARTO AGUDO DE MIOCARDIO

Los betabloqueantes (desde ahora p-bloqueantes) son inhibidores competitivos
de las catecolaminas en los adrenoreceptores (3-R) produciendo un
antagonismo reversible de los efectos beta adrenérgicos en varios organos.
Estos estan clasificados como cardioselectivos o no cardioselectivos
dependiendo de su capacidad de bloquear los receptores 1 (cardioselectivos).
No obstante, se conoce actualmente que el musculo cardiaco también posee
receptores 32, los cuales pueden ser importantes en algunas situaciones
patolégicas como la insuficiencia cardiaca congestiva y la isquemia miocardica,
e incluso receptores [3-adrenérgicos * Los B-bloqueantes tienen un uso
extendido en el tratamiento de distintas enfermedades cardiovasculares
incluyendo la cardiopatia isquémica, la hipertensién °, la insuficiencia cardiaca
® 7y también como farmacos antiaritmicos ® °. Uno de los farmacos mas

estudiados dentro de este grupo es el metoprolol (un antagonista selectivo del

receptor adrenérgico 31). Es un agente relativamente cardioselectivo ya que
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inhibe el receptor 31, produciendo menor inhibicion del receptor 2. Este
farmaco ha demostrado mejorar la supervivencia de pacientes con infarto de
miocardio '° y con insuficiencia cardiaca '".

Los p-bloqueantes han sido estudiados detalladamente en el contexto del IAM
con elevacion del segmento ST (IAMEST) y constituyen el tratamiento de
primera linea en la prevencion secundaria tras un IAM ya que han demostrado
reducir la mortalidad cuando se han administrado después del infarto de
miocardio 2. Asimismo, han demostrado reducir la incidencia de reinfarto, de
isquemia recurrente, de arritmias malignas y prevenir el remodelado ventricular
izquierdo 2.

En consecuencia, las actuales guias para la practica clinica recomiendan el
empleo de un p-bloqueante oral dentro de las primeras 24 horas tras el IAM
como indicacién clase IA 3. Aunque no hacen énfasis en cuando deber ser el
inicio de este tratamiento antes de la reperfusion .

A pesar de los beneficios clinicos demostrados de los p-bloqueantes, su
efectividad como agentes cardioprotectores ha sido estudiada con resultados

15, 16

poco concluyentes. Modelos experimentales de infarto reperfundido y no

17-19

reperfundido muestran, de hecho, efectos contrapuestos con reduccion ™

'® 0, ninguin efecto en el tamario final del infarto '® " 1°.

En cuanto al ambito clinico, sigue también sin haber respuesta a la pregunta de
si los p-bloqueantes reducen realmente el tamano del IAM.

La mayor parte de los ensayos clinicos en pacientes con IAMEST fueron
realizados en la era previa a la reperfusion coronaria y sus resultados fueron

10, 20, 21

contradictorios . Con el inicio del tratamiento trombolitico se realizaron

algunos estudios probando el uso precoz de los B-bloqueantes. En el ensayo
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TIMI-IIB # se investigd el efecto del p-bloqueo inmediato, en comparacion con
el tardio, en pacientes con IAMEST tratados con trombolisis. El inicio precoz de
un tratamiento intravenoso (i.v.) con metoprolol produjo una reduccidn
significativa de los reinfartos a las 6 semanas. No se dispone de datos respecto
al efecto de ambas estrategias en el tamafo del infarto.

Finalmente, en la era de la reperfusibn mecanica mediante angioplastia
primaria el efecto de los p-bloqueantes ha sido poco estudiado y de una
manera no aleatorizada .

Ademas, de los escasos y contradictorios estudios disponibles, otra limitacion
frecuente de los estudios clinicos que evaluan las propiedades
cardioprotectoras de los p-bloqueantes es que el tamafo del infarto se ha
cuantificado con métodos indirectos como cambios electrocardiograficos o
liberacion de marcadores plasmaticos de dafo miocardico. Asimismo, todos
los estudios con animales que analizaron el tamafio del infarto lo hicieron post-
mortem o ex vivo y en la mayoria de los casos con unos tiempos de reperfusion
muy cortos (hoy dia se sabe que el tamafio del infarto no se “completa” hasta
pasadas al menos 24-48 horas).

Otro inconveniente importante de estos estudios con p-bloqueantes, es la
heterogeneidad existente en el inicio de su administracion. No se sabe cuantos
pacientes de cada ensayo han recibido el p-bloqueante antes, durante o
después de la reperfusion. Dada la relevancia del dafio por reperfusion como
factor que contribuye de manera determinante al tamafo final del infarto,
creemos que esta cuestidn (administracion de 3-bloquenates antes o después
de la reperfusion) influye en lo que respecta al tamafio final del infarto.

Por otro lado, es importante sefalar que no hay ningun estudio clinico que haya
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comparado prospectivamente las vias de administracion de los B-bloqueantes
que se proponen en su uso actual, administracion intravenosa antes y oral
después de la reperfusién coronaria. Dos de los pocos estudios existentes a
este respecto son los del analisis retrospectivo post-hoc de los ensayos
CADILLAC (Controlled Abciximab and Device Investigation to Lower Late
Angioplasty Complications) y PAMI (Primary Angioplasty in Myocardial
Infarction)®* 2°. Ambos estudios coincidieron en la observacion de que, pese a
que no se evaluo el tamano del infarto, la mortalidad inicial y tardia fue
significativamente inferior en el grupo de los pacientes tratados con f-
bloqueantes i.v. antes de la reperfusion, en comparaciéon con los tratados
posteriormente con p-bloqueantes orales. Ademas, la recuperacion de la
motilidad del VI a los 6 meses en la cohorte del estudio CADILLAC mostré una
mejoria significativa en los pacientes tratados con p-bloqueantes i.v. antes de
la reperfusibn en comparacion con los tratados con p-bloqueantes orales
posteriormente 2.

Con estas evidencias y en base a los resultados del ensayo COMMIT, las guias
clinicas actuales > aceptan situaciones en las que los B-bloqueantes podian
estar desaconsejados.

Los datos obtenidos en el ensayo COMMIT han planteado dudas respecto a la
utilidad de la administracion i.v. temprana de metoprolol en el IAM %. En este
ensayo, mas de 40.000 pacientes con |AM tratados con trombolisis (la
reperfusion con angioplastia primaria era un criterio de exclusion del estudio)
fueron incluidos en la asignacion aleatoria al empleo i.v. muy temprano de
metoprolol seguido del farmaco por via oral o al de un placebo indistinguible. A

pesar de que hubo una reduccidn significativa de las tasas de reinfartos y de
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fibrilacidn ventricular en el grupo de metoprolol, no se observaron diferencias
en cuanto a la mortalidad. Esto se debid principalmente a un exceso de casos
de shock cardiogénico en el grupo del B-bloqueante. No hay datos relativos al
efecto de los tratamientos en el tamafio del infarto. Al analizar estos resultados,
es preciso resaltar dos puntos. En primer lugar, la asignacion aleatoria de los
pacientes se realizo en las primeras 24 horas tras el inicio del IAM y el empleo
de fibrinolisis se efectué en promedio a las 10 + 6 horas del inicio de los
sintomas. El porcentaje de miocardio en riesgo que puede rescatarse con
cualquier intervencidn, incluida la propia revascularizacion, diez horas después
de la oclusién coronaria, es escaso. En segundo lugar, es de destacar que, si
bien la mortalidad se redujo en el grupo de metoprolol de los pacientes con IAM
en los pacientes en clases de Killip | y I, fue un 19% superior en los pacientes
de la clase de Killip Ill. Ademas, los pacientes con presion arterial sistdlica <
120 mmHg presentaron también un aumento de la mortalidad al ser tratados
con metoprolol. Estos resultados refuerzan los criterios clasicos de
contraindicacion para el tratamiento con B-bloqueantes en los pacientes con
insuficiencia cardiaca franca. Este tipo de pacientes han sido excluidos
sistematicamente de otros estudios con [-bloqueantes. De hecho, un
metanalisis realizado por los propios investigadores del estudio COMMIT, en el
que se incluyeron los datos de pacientes de dicho ensayo con presion arterial
sistélica > 105 mmHg, frecuencia cardiaca > 65 Ipm y clase de Killip |, indican
que el empleo temprano de un tratamiento con B-bloqueantes i.v. comporta
menor frecuencia de episodios de la variable combinada de muerte, reinfarto y
parada cardiaca.

Asi pues, hay que valorar con precaucion los resultados del estudio COMMIT,
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puesto que no puede descartarse que el metoprolol produjera un resultado
positivo si los criterios de inclusion hubiesen sido mas estrictos y uniformes.

En conjunto, los datos previos sugieren que la administracion precoz de [3-
bloquenates en el IAMEST en aquellos pacientes sin contraindicaciones podria
tener un beneficio clinico. Este beneficio podria ser secundario a una reduccién

del tamano del infarto, si bien esto ultimo no ha sido demostrado .

1.3 MIOCARDIO EN RIESGO Y MIOCARDIO SALVADO

El area en riesgo en el contexto de un IAM se define como la parte de
miocardio que esta sufriendo isquemia y por tanto estada en peligro de
necrosarse durante la oclusién de una arteria coronaria. El analisis preciso del
area en riesgo en un IAMEST es crucial para la evaluacion del impacto de las
terapias de reperfusion y de la determinacion del miocardio salvado. La
cuantificacion del miocardio salvado se realiza mediante la obtencién de la
diferencia entre el tamafio del infarto y el area miocardica en riesgo (todo
miocardio en riesgo no necrosado se denomina miocardio salvado). El
miocardio en riesgo puede ser cuantificado mediante diferentes técnicas de
imagen cardiaca (angiografia, SPECT, RMC). El tamafo del infarto también
puede cuantificarse de manera indirecta mediante la determinacion de la
liberacion de enzimas de dafio miocardico o por cambios electrocardiograficos
o de manera directa mediante histologia en especimenes ex-vivo. Existe una
clara relacion entre la cantidad de miocardio que se consigue salvar con las
terapias de reperfusion y el beneficio en mortalidad atribuido a las mismas, que

principalmente depende de la rapidez de instauracién del tratamiento (Figura

1).
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Figura 1- Relacion entre el tiempo de inicio de los sintomas hasta la reperfusién, el miocardio
salvado y la reduccion de la mortalidad por infarto agudo de miocardio. Se observa que la

reperfusiéon después de las 4 horas consigue salvar un porcentaje relativamente pequefio de

miocardio y no muestra un claro beneficio en mortalidad. Modificado de Gersh et al.”’

El método mas utilizado hasta el momento para el estudio de la area en riesgo,

y el indice de miocardio salvado es el SPECT % ?°. Se inyecta un trazador

tecneciado antes de la reperfusion, y el escaner se realiza hasta las 6h
después. Se repite una gammagrafia de perfusién en reposo en las semanas
posteriores a la reperfusion, para estimar el tamano final del infarto. Una
comparacion de la zona con el defecto de perfusion inicial con el defecto
posterior permite estimar el miocardio salvado. Aunque el SPECT es un
meétodo aceptado y utilizado, la exposicion a la radiacion, su baja resolucidn

espacial y la dificultad logistica de inyectar un trazador antes de la reperfusion
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hace que se busquen otros nuevos meétodos para estudiar el area en riesgo y el
tamano del infarto para evaluar la eficacia de las terapias de reperfusion.
Ademas, dada su baja resolucion espacial, diferencias no muy grandes en
cuanto a reduccion de tamano de infarto entre dos tipos de intervencion pueden
pasar inadvertidas.

En la era de la reperfusién percutanea mediante angioplastia primaria se han
propuesto baremos angiograficos para cuantificar el area miocardica en riesgo,
como el Bypass Angioplasty Revascularization Investigation (BARI) y el Alberta
Provincial Project for Outcome Assessment in Coronary Heart Disease
(APPROACH) * 3" Estos baremos se basan en la distribucion, longitud y en el
calibre de los vasos coronarios. Ortiz-Pérez et al. encontraron una excelente
correlacion entre los dos baremos, BARI y APPROACH y el tamario del infarto
en un subgrupo de pacientes con infartos casi transmurales, sugiriendo que
estas técnicas pueden ser utiles para medir indirectamente el area en riesgo
32.

En estos ultimos afos, la RMC se ha propuesto como un método util para el
estudio del area en riesgo , del miocardio infartado, y en consecuencia del

miocardio salvado.

1.4 PAPEL DE LA RESONANCIA MAGNETICA CARDIACA EN EL
INFARTO AGUDO DE MIOCARDIO .

Después de un IAM, tanto la fraccion de eyeccion del VI (FEVI) como el
volumen telesistolico del VI (VTDVI) han mostrado de manera constante un
notable valor predictivo respecto a los eventos cardiovasculares adversos

(incluida la mortalidad por todas las causas) **. Sin embargo, la cuantificacién
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de la FEVI y de los volumenes del VI en una fase temprana (< 1 mes) después
de un IAM es un instrumento poco especifico para evaluar la extensién de la
lesion miocardica irreversible. Con el desarrollo de nuevas tecnologias no
invasivas como la RMC es posible detectar y analizar directamente in vivo el
tamafio del infarto ** asi como el area en riesgo *°.

La RMC con realce tardio (RMC-rt) con gadolinio es una técnica precisa para
evaluar con exactitud el tamafio del infarto de miocardio *®, con una elevada
reproducibilidad por lo que respecta a la cuantificacion del tejido necrotico 37
Muchos estudios avalan la precision de la RMC-rt en la deteccion y
cuantificacion del tamafo del IAM en fase aguda y cronica en comparacién con
un meétodo establecido como la tomografia computarizada de emisidn
monofoténica (SPECT) ***°. La principal ventaja de la RMC-rt en comparacién
con las técnicas de medicina nuclear es su mayor resolucion espacial
permitiendo alcanzar mayor sensibilidad en la deteccién del infarto *°. Ademas,
la RMC-rt tiene una reproducibilidad superior a la de la SPECT en la
cuantificacion del tamano del infarto, lo cual permite reducir el tamafio muestral
de los ensayos % Por otra parte, la RMC-rt no requiere una radiacion afadida
para el paciente (sobretodo actualmente en que el paciente ya ha recibido la
radiacion propia del cateterismo en la gran mayoria de los casos).

Por ultimo, recientemente se ha demostrado en estudios prospectivos que la
extension de la necrosis cuantificada mediante RMC-rt es un factor predictivo

de eventos cardiovasculares mas potente que la FEVI o que el VTDVI #'+42,
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1.4.1 ASPECTOS TECNICOS: Secuencias de RMC en el protocolo IAM

1.4.1.1 Secuencia de cine para la funcion ventricular izquierda
La RMC es considerada el método de referencia para el estudio no invasivo de

los volimenes y la masa ventricular " *°

. Las secuencias de precesion libre en
estado estacionario (en inglés, SSFP) son actualmente las secuencias de
eleccién por su corto tiempo de adquisicion, su buena reproducibilidad y su
buen contraste sangre-endocardio, que permiten delimitar el borde endocardico

y epicardico con una definicion excelente 44, 45 (

Figura 2). La sincronizacion con
el electrocardiograma (ECG) posibilita la obtencion de imagenes cardiacas en
momentos concretos del ciclo.

Para el estudio de los volumenes ventriculares se realizan multiples cortes en
eje corto consecutivos desde la base del ventriculo izquierdo hasta el apex
usando la secuencia de cine SSFP con una sincronizacion retrospectiva del
ECG. Usando una estacion de trabajo (segun vendedor) se pueden cuantificar
los volumenes telediastolicos (VTDVI) y los volumentes telesistélicos del
ventriculo izquierdo (VTSVI), asi como la masa ventricular. Con este método no
se hacen asunciones geométricas y puede utilizarse en presencia de
alteraciones de la contractilidad segmentaria. La reproducibilidad de este

método es excelente comparando con otras técnicas “® 4

, lo que permite
reducir el numero de sujetos de estudio necesario para demostrar el efecto de
una intervencion. Como ejemplo, la deteccion de un cambio del 3% en la FEVI
(con un poder estadistico del 90%, p=0,05) requeriria una muestra de 87

pacientes usando ecocardiografia, pero solo 11 pacientes utilizando la RMC.
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Debido también a la alta reproducibilidad en el calculo de los volumenes y
masa del VI por RMC , esta técnica permite evaluar cambios evolutivos en la
historia natural de la enfermedad o debido a la respuesta a distintos

tratamientos *® 4°

A B

Figura 2 - Secuencia de cine con cortes consecutivos del ventriculo izquierdo, panel A en

telediastole y panel B en telesistole.

1.4.1.2 Secuencia de realce tardio para determinar el tamano del infarto

La visualizacion del miocardio infartado con RMC-rt se basa en la utilizacién de
una secuencia de adquisicion especifica, siendo la mas estandarizada, una
secuencia eco-gradiente con pulso de inversion-recuperacion potenciada en
T1, tras la administracion de gadolinio *°. Como resultado, la regién infartada
muestra una intensidad de sefial mayor (hiperintensidad) que el miocardio
normal después de 5-30 minutos de la administracion de gadolinio ( fendbmeno

conocido como realce tardio, rt) (Figura 3).
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Figura 3- Ejemplo de una imagen de IAM con la secuencia de realce tardio. Se observa un

realce transmural, hiperintenso en blanco (flecha) y un miocardio normal (negro) en el VI.

Cinética del contraste con gadolinio

Para la realizacion de la técnica de realce tardio se utiliza gadolinio quelado a
acido dietilenotriaminopentaacético (Gd-DTPA)*'. Los compuestos quelantes
de gadolinio presentan una rapida difusion hacia el exterior de los capilares ,
alcanzado el tejido, pero no pueden atravesar las membranas celulares
intactas. Su vida media en sangre periférica es de unos 20 minutos. Por eso,
tras un bolo i.v. se observa una acumulacion pasiva del Gd-DTPA, tanto en el
miocardio normal como en el patolégico. En la fase aguda del infarto, los
miocitos presentan una rotura de la membrana plasmatica y se altera la cinética
del gadolinio al aumentar el volumen de distribucion y disminuir la tasa de
aclaramiento tisular del mismo, mostrando una cantidad ligeramente mayor de

Gd-DTPA por unidad de volumen °2. En cambio en la fase crénica del infarto,
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el acumulo de quelantes de gadolinio se debe probablemente al aumento de la

extension de la matriz extracelular por unidad de masa de miocardio (Figura 4).

Miocardio normal Infarto agudo Infarto crénico

Membrana Membrana Fibrosis
celular intacta celular rota intersticial

Figura 4. En un miocardio normal el gadolinio se distribuye en el espacio extracelular, mientras
que en el IAM hay un aumento de su volumen de distribucién a expensas de su difusién al

espacio intracelular. En el estado cronico del IAM el volumen de distribucion del gadolinio

aumenta a expensas del incremento de la matriz extracelular. Modificado de®

Una vez se ha administrado un contraste quelante de gadolinio con una dosis
de 0.1-0,2 mmol/kg ** se adquiere la secuencia de realce tardio previamente
descrita. A destacar que estas secuencias son muy sensibles al tiempo de
inversion elegido. Este tiempo es el que pasa desde la administracion del
impulso de radiofrecuencia hasta el inicio de la adquisicion de la imagen. El
operador selecciona visualmente el tiempo de inversidon o Tl, de manera que se
elimina el miocardio de fondo normal, que no envia ningun tipo de sefal y que

aparece como una estructura negra. Las regiones con propiedades magnéticas
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diferentes (T1) (lo que en el miocardio implica la presencia de concentraciones
distintas de Gd) muestran una coloracion blanca brillante con realce tardio de
Gd, como le pasa al miocardio infartado.

Actualmente muchos equipos disponen de una secuencia de adquisicion
rapida, single-shot SSFP TI scout, donde se adquieren distintas imagenes
usando diferentes Tl en una sola apnea, para facilitar la eleccién del Tl correcto
55.

En la practica clinica , el analisis de la presencia y extension del realce tardio
normalmente es visual *°. El método semicuantitativo mas extendido es el que
estima el porcentaje de espesor de la pared con realce en relacidén al espesor
total del miocardio ventricular (0%, 1-25%, 26-50%, 51-75%, 75-100%). Por
otra parte, se puede cuantificar la masa del infarto mediante planimetria
manual, multiplicando este valor (area) por el grosor del corte y por 1.05 que
representa la densidad del miocardio expresada en g/ml. Se han descrito
distintos algoritmos para una cuantificacién automatica, pero no hay consenso
claro de cual de ellos seria el mas optimo. En estos algoritmos se requiere
trazar los margenes epicardicos y endocardicos y determinar un umbral en la
intensidad de sehal que permita diferenciar lo que es miocardio infartado
(hiperintenso) del normal (negro). Clasicamente se considera tejido infartado el
tejido que muestra una intensidad de sefal superior a 3 desviaciones estandar
respecto a la intensidad del miocardio sano °” °®. Otros grupos como el de
Amado y col. ** han utilizado como intensidad de sefial superior al 50% del
rango maximo existente en la imagen con buenos resultados en comparacion
con la histologia y con una variabilidad menor que la descrita para la

planimetria manual .
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1.4.1.3 Secuencia de edema para el estudio del area en riesgo

La isquémica miocardica que se produce con la oclusibn de una arteria
coronaria conlleva inflamacion y edema en el territorio miocardico dependiente
de dicha arteria ®'. A la vez, este edema produce cambios en las propiedades
magnéticas del miocardio ®2. Usando secuencias potenciadas en T2, la RMC
puede detectar edema desde las 24 horas post IAM hasta algunos meses
después del episodio agudo 63 Con estas secuencias el area edematosa se ve
como una hiperintensidad de senal (Figura 5). Se ha demostrado que la
extension de esta area hiperintensa en las imagenes de edema sobrestima el
tamano del IAM comparado con histologia y, en cambio, se correlaciona bien
con la “area en riesgo” * %, Ademas esta secuencia ha demostrado ser util par

diferenciar un IAM agudo versus uno crénico °°.

Figura 5. Imagen de un corte en eje corte con la secuencia de edema donde
éste se visualiza como una hiperintensidad de sefial (blanco, flecha) y el miocardio normal

es isointenso (gris)
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Por todo lo descrito anteriormente, la RMC es la técnica ideal para evaluar las
capacidades cardioprotectoras de cualquier intervencion. Es por ello que es la
técnica que elegimos para resolver las cuestiones presentadas en esta tesis

doctoral.

1.5 DANO POR REPERFUSION

Esta totalmente establecido que el objetivo primordial en el tratamiento del
infarto agudo de miocardio es reducir el tiempo de isquemia (tiempo a la
reperfusion) ya que es el determinante mayor para salvar el miocardio y en
consecuencia, el mayor determinante del tamafio final del IAMEST.
Paradoéjicamente, el proceso de restaurar el flujo en la zona isquémica puede
inducir un dafio adicional en el miocardio (el llamado dafio por reperfusion),
reduciendo los efectos beneficiosos de la reperfusion, fenomeno ya descrito en
1960 por Jennings y colaboradores ®. Esta forma de dafio, que en si mismo
puede inducir la muerte de los cardiomiocitos y aumentar el area de infarto
puede explicar, en parte, porque, aun con una reperfusién optima, la incidencia
de muerte y insuficiencia cardiaca después de un infarto persiste alta ©’.
Durante la reperfusion se produce una reinstauracion del flujo sanguineo. Esto
produce enormes cantidades de oxigeno, las cuales inducen en la cadena
mitocondrial una sobreproduccion de oxigeno y, en consecuencia, un
importante estrés oxidativo®®. Se ha visto que el estrés oxidativo, por un lado,
promueve la adhesion de leucocitos al endotelio dafiado y, por otro, disminuye
la biodisponibilidad de oOxido nitrico, que es un potente vasodilatador. Este

proceso favorece el fenomeno de no reflujo, que a su vez empeora o perpetua
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la isquemia.

Por otra parte, esta biodisponibilidad de oxigeno reactiva la cadena
mitocondrial para la produccion de energia, produciéndose un aumento de
ATP. Este aumento, no solo favorece la captacion de calcio por parte del
reticulo sarcoplasmatico sino que también lo libera en el espacio intracelular.
Este aumento del calcio intracelular, activa proteasas y fosfolipasas que
acaban rompiendo la membrana que recubre los miocardiocitos, acelerando el
proceso de necrosis, que es el que se inicia durante la isquemia °°. La
reperfusion no sélo produce muerte celular por necrosis. En los ultimos afos se
ha visto que, por otra parte, lo que produce es una normalizacién del pH, que
junto con las especies reactivas de oxigeno abren el poro de transicidn
mitocondrial (mPTP) "°. Este poro de transicién mitocondrial juega un papel
clave no sélo favoreciendo la ruptura de la membrana, sino permitiendo la
liberacion de proteinas pro-apoptéticas por parte de la mitocondria, como el
citocromo ¢, produciendo una activacion de las caspasas (caspasa-3y 8) y la
consiguiente muerte intracelular por apoptosis (Figura 6).

Ademas, la reperfusion favorece la muerte celular por apoptosis por una via
p53 dependiente que podria intervenir a nivel mitocondrial o a través de p21
produciendo una muerte independiente por caspasas. A nivel histologico,
mediante el analisis con microscopia confocal, se ha podido observar que
realmente todo ello conlleva una marcada muerte celular por apoptosis tras la
reperfusion del corazén isquémico.

Ademas, el corazon es particularmente sensible a la isquemia seguida de la

reperfusion (I/R). La reaccion inflamatoria local que sigue la reperfusion
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involucra citoquinas como el factor nuclear a-TNF, asi como la infiltracién de

neutréfilos y un aumento de la actividad de la mieloperoxidasa (MPO).

C—- f Calcio mitocondrial

REPERFUSION | — 14 ¥

— Apertura poro de
t Estrés oxidativo
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Figura 6. Esquema de la reperfusién miocardica. Modificado de comunicacion personal de Vilahur G.

en MedicinaCardiovascular2010

Pero en el proceso de la reperfusion también se activan vias cardioprotectores.
Cabe destacar el “mecanismo programado de defensa” , la llamada via RISK
(reperfusion injury salvage kinasa), que es el término dado a un grupo de
proteinas quinasas de supervivencia (incluyendo la Akt y Erk1/2), que confieren
una cardioproteccion cuando son especificacmente activadas durante la
reperfusion. Estudios preclinicos han demostrado que un numero creciente de
ligandos como la adenosina, insulina, eritropoyetina, etc, cuando son
administrados especificamente durante la reperfusion reducen el tamafio del
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infarto activando la via RISK """ "2, Brevemente, la activacion (por fosforilacion)
de la PI3K/Akt produce la activacion de una familia de quinasas que bloquean
la apertura del mPTP, bloqueando finalmente el proceso de apoptosis "> 7.

El potencial efecto cardioprotector de los betabloqueantes es probablemente
mulifactorial. Ademas de su efecto antiisquemico al reducir la demanda
miocardica por sus efectos cronotropo e inotropo negativos, los
betabloqueantes podrian ejercer un efecto beneficioso limitando el dafio por
reperfusion. En este sentido, estudios recientes sugieren que el metoprolol
puede bloquear la migracién de neutréfilos in vitro ° e in vivo " y que ademas

puede presentar propiedades antiapoptéticas en distintas condiciones como la

insuficiencia cardiaca ’".

1.6 MODELOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION

El sistema cardiovascular porcino muestra similitud con la anatomia vy fisiologia
cardiaca humana. Dada esta similitud el modelo porcino de infarto agudo de
miocardio se ha utilizado extensamente por distintos grupos 8, incluyendo el

nuestro ’°

, para entender la patofisiologia de la aterotrombosis, para la
isquemia aguda y cronica. Otras particularidades del corazon del cerdo lo
hacen apropiado para los estudios de isquemia-reperfusion. Primero la
distribucion de las arterias coronarias se similar a la de los humanos. Segundo,
el cerdo tiene una red de vasos colaterales poco desarrollada y una pobre
capacidad de reclutar nuevas colaterales durante el evento isquémico agudo,
una caracteristica similar al corazén humano que no tiene enfermedad

coronaria cronica, contrastando con otros animales grandes como el conejo o

el perro. Ademas, el tamafio del cerdo (y su corazdén) permiten estudiar la
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efectividad de diferentes protocolos cardioprotectores en corazones parecidos
en tamafo a los humanos, usando los mismos protocolos y dispositivos. Por lo
tanto, los resultados obtenidos se pueden trasladar y aplicar directamente en la
practica clinica en humanos.

En resumen, , el tamano final del infarto es un predictor importante de eventos
clinicos posteriores. Aunque el tiempo de isquemia se ha mostrado como el
mayor determinante para aumentar el miocardio salvado, hay interés en buscar
otras terapias que ayuden a reducir el tamafo del infarto (cardioproteccion) y
que limiten el dafo por reperfusién. Los betabloqueantes han demostrado
eficacia clinica cuando se administran en las primeras hora del infarto, y asi
queda reflejado en las guias como indicacién de clase |A pero hay controversia
de cuando y como administrarlos. Por lo tanto, el presente proyecto se centrara
en analizar si la administracion endovenosa de metoprolol antes de la
reperfusion se traduce en un efecto cardioprotector (en terminos de reduccién
del tamafio del infarto) , y en evaluar los potenciales mecanismos a través de
los que ejerce este efecto beneficioso, como podria ser la reduccion del dafio

por reperfusion.
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

La hipotesis de trabajo de la presente tesis doctoral es que el B-bloqueante
(metoprolol) i.v. administrado precozmente en la fase aguda del infarto de
miocardio (durante el periodo de isquemia coronaria antes de la reperfusion)
puede aumentar la extension del miocardio salvado, mediado al menos por una

reduccion del dafo por reperfusion.

De acuerdo con ella, los objetivos de este trabajo se desglosan en:

Objetivo 1: Analizar el efecto sobre la extension de necrosis miocardica de la
administracion temprana de B-bloqueante (metoprolol) i.v. sobre el miocardio
en riesgo en un modelo porcino de infarto agudo de miocardio mediante RMC.
Objetivo 2: Comparar la extension de miocardio salvado asociado a dos
estrategias distintas de administracion de metoprolol (estrategia precoz: inicio
i.v. pre-reperfusion, o estrategia diferida: via oral post-reperfusion).

Objetivo 3: Estudiar el efecto de las dos estrategias de administracién de

metoprolol en relacion a marcadores del dafio por reperfusion.
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3. MATERIAL Y METODOS

Este proyecto de tesis se subdividio en 2 estudios:

1.- ESTUDIO 1: En un modelo porcino de infarto de miocardio en 12 animales
se aleatoriz6 a metoprolol i.v. durante la oclusién coronaria o placebo. Se
analizé la funcion global del VI, la extensién del miocardio en riesgo y la
necrosis miocardica a los 4 y 22 dias mediante RMC. La figura 7 muestra un

esquema resumido del protocolo seguido

Estudio 1 : 12 animales

6 animales : 30 min

4 animales: 30 min
oclusion ADA oclusiéon ADA
+75 mglfc-etoprolol + placebo Lv.
A
| | Reperfusiona || Reperfusion a
90 minutos 90 minutos
— Dia4 RMC ~— Dia4 RMC
— Dia 22 RMC — Dia22RMC
Sacrificio post- Sacrificio post-
=) RMCy — RMCy

histologia histologia
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2.- ESTUDIO 2: En un segundo tiempo, con el mismo modelo animal de infarto
agudo de miocardio se aleatoriz6 una muestra de 30 cerdos a metoprolol i.v.
pre-reperfusion (estrategia precoz), post-reperfusion via oral (estrategia
diferida) o placebo. Se analizé la funcion global del VI, la extension del
miocardio en riesgo y la necrosis miocardica a los 3 dias. En este estudio se
analizaron también marcadores implicados en el dafo por reperfusién. La figura

8 muestra un esquema del protocolo realizado.

Estudio 2: 30 animales

10 animales: 30 10 animales: 30 10 animales: 30
min min min
oclusion ADA + oclusion ADA + oclusion ADA +

estrategia precoz | estrategia diferida placebo

| ]

reperfusion a 90 min

6 animales: | |

4 animales: 24h
dia 3 RMC post-reperfusion
— sacrificio +
analisis dafio por
reperfusion

6 animales:

reperfusion a 90 min

|

4 animales: 24h
dia 3 RMC post-reperfusion
‘ sacrificio +
analisis dafno

por reperfusion

reperfusion a 90 min

|

6 animales:

4 animales: 24h
dia 3 RMC post-reperfusion
' sacrificio +
analisis dafo por
reperfusion
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3.1 MODELO EXPERIMENTAL.:

3.1.1 Animales de experimentacién

Se utilizaron cerdos Yorkshire-Albino de 4 a 6 meses de edad de entre 28-35
kg. Desde su llegada fueron estabulados y cuidados en el Center of
Comparative Medicine and Surgery (CCMS) New York USA, donde recibieron
seguimiento veterinario diario y para evitar el potencial sesgo por estrés de
recolocacion no se les realizé ningun procedimiento en los 7 primeros dias a su
llegada. Todos los procedimientos se realizaron segun las directrices de la
Association for Assesment & Accreditadion of Laboratory Animal Care

International (AAALAC).

3.1.2 Modelo porcino de infarto agudo de miocardio

Los infartos de miocardio en los animales de experimentacion se realizaron
segun el siguiente protocolo:

La mafana del procedimiento el animal recibié buprenorfina (0.03mg/kg) vy
cefazolona (25 mg/kg) como profilaxis del dolor y de la infeccidon de la herida
respectivamente. Esta medicacion se repitio después cada 12 horas por 5 dias.
La anestesia en el animal se indujo con una inyeccion intramuscular de
ketamina (30 mg/kg), xylazina (2.2 mg7kg) y atropina (0.05 mg/kg). Los
animales fueron intubados y la anestesia mantenida con inhalacion de
isoflurano. Se monitorizé continuamente el ritmo cardiaco, una oximetria
arterial y la presion arterial central durante el procedimiento.

Se administré al comienzo del procedimiento perfusién continua de amiodarona
en todos los cerdos para la profilaxis de las arritmias ventriculares malignas.

Se realizé una oclusion mediante angioplastia sobre la DA media en todos los
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cerdos. Después de colocar el introductor en la ingle el animal fue heparinizado
(100 IU/Kg i.v.) y se colocd una guia y un catéter de angioplastia de 6F en el
tronco comun. Después de la inyeccion de nitroglicerina (0,2 mg) se inyecto
contraste y por escopia se midié6 el diametro de la arteria coronaria
descendente anterior. La guia coronaria se coloco en la arteria descendente
anterior (ADA) distal y se coloco un catéter de angioplastia (balon) a nivel de la
ADA media inmediatamente después del origen de la rama primera diagonal.
Se inflé el baldn y se realizo otra inyeccidn de contraste para comprobar que no
habia contraste por debajo del mismo (signo de oclusion total de la arteria) y
que ademas la primera diagonal tenia contraste (permeable). La oclusion fue
distal a este punto (Figura 9).

Si durante el procedimiento aparecian extrasistoles ventriculares frecuentes, o
taquicardia ventricular (sostenida o no) se administraba un bolus de 20 mg de
lidocaina. Si aparecia fibrilacion ventricular o taquicardia ventricular sin pulso
se trataba con desfibrilaciones externas y medidas de reanimacion
cardiopulmonar basicas.

Después de noventa minutos de oclusion de la ADA, el balon de angioplastia
fue retirado, y después de una nueva inyeccion de nitroglicerina se comprob? la
permeabilidad de la arteria DA. Los animales después fueron seguidos y

controlados por los veterinarios
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j

Figura 9- Proyeccion lateral antes (izquierda) y después (derecha) dilatacion del balon
inmediatamente después del origen de la primera diagonal. (LAD- Arteria descendente anterior,

LCX- arteria circunfleja, D1 — arteria primera diagonal)

Aleatorizacion estudio 1

Antes del inicio del protocolo se aleatoriz6 a los animales a una de las dos
estrategias de intervencion: metoprolol o placebo. ElI metoprolol o placebo se
administré en jeringas iguales sin marcar por investigadores ciegos a la
aleatorizacion. Treinta minutos después de la oclusion de la ADA, los animales
recibieron: placebo o metoprolol 7,5 mg: tres inyecciones de 2.5 mg cada 3
minutos a través de la via intravenosa. Estas dosis equivalen ajustadas por

peso a las usadas previamente en estudios animales y en estudios humanos 22

Aleatorizacion estudio 2

Antes del inicio del protocolo se aleatorizdé a los animales a una de los tres
brazos de tratamiento. El metoprolol o placebo se administré en jeringas
iguales sin marcar por investigadores ciegos a la aleatorizacion. Treinta
minutos después de la oclusion de la ADA se realizé la estrategia precoz

administrando 7.5 mg de metoprolol i.v.(3 bolus de 2.5 mg de metoprolol
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tartrato cada 3-5 minutos), la estrategia diferida (administrando placebo i.v.) y
placebo i.v.. Los animales aleatorizados a estrategia precoz y diferida
recibieron 50 mg de metoprolol oral cada 12h hasta terminar el estudio,
empezando 4 horas después de la reperfusién. Los animales aleatorizados a
placebo no recibieron metoprolol en ningun momento del estudio. La Tabla 1

resume los tratamientos admistrados a cada grupo de tratamiento.

Tabla 1- Aleatorizacidén y tratamiento de los animales del estudio 2.

30 min. isquemia

(60°antes de reperfusion) el
Grupo estrategia precoz Metoprolol 7.5 mg i.v. 50mg/12h vo
Grupo estrategia diferida Placebo (salino) 50 mg/12h vo
Grupo placebo Placebo (salino) No tratamiento

vo- via oral

3.2 RESONANCIA MAGNETICA CARDIACA: PROTOCOLOS

Los animales fueron estudiados a los 4 y 22 dias con RMC. Para la realizacion
de estos estudios los animales fueron anestesiados con una inyeccion
intramuscular de ketamina, xylacina y atropina. Se intubaron y se mantuvieron
con ventilacion mecanica (equipo RMC compatible) con una perfusién de
propofol (100mg en 1000ml de suero fisioldgico a 250 mi/h) para la anestesia.
Los estudios de RMC se realizaron en un iman de 1.5 T (Magneton Sonata®,
Siemens Medical Solutions, Erlangen, Germany) usando una bobina de
superficie sincronizada con el electrocardiograma y en apnea.

Primero se registraron imagenes contiguas en eje corto cubriendo todo el
ventriculo izquierdo, desde la base hasta el apex usando una secuencia cine
estandar de precesion en estado estacionario (SSFP del inglés Steady State
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Free Precession ). (Tabla 2)

Tabla 2- Parametros técnicos de la secuencia de cine (SSFP).

TR TE angulo giro FOV mm matriz grosor corte bandwidth lineas

3.5ms | 1.5ms 60-90° 200x150 | 192x115 6 mm 930 Hz/px 11/ segmento

Después, obtuvimos las imagenes para evaluar el edema miocardico con una
secuencia potenciada en T2, triple inversion recuperacion turbo spin-eco.
(Tabla 3)

Tabla 3- Parametros técnicos utilizados para la secuencia de edema (T2).

TR TE Tl FOV mm matriz grosor corte bandwidth Tren ecos

2-3 lat. 65 ms 100 ms 300x225 256x125 6 mm 349 Hz/px 17

Finalmente, la secuencia de realce tardio para detectar el infarto se realizé 15
minutos después de la administracion de 0,2 mmol/kg gadolinio (gadopentate
Dimeglumine, Magnevist) usando una secuencia estandar de inversion
recuperacion de eco gradiente rapida. (Tabla 4

Tabla 4- Parametros técnicos utilizados para la secuencia de realce tardio.

TR TE Tl FOV mm matriz grosor corte bandwidth lineas

8 ms 4ms | Optimizado 300x225 144x115 6 mm 160 Hz/px 23/ segmento

La posicion de las imagenes de la secuencia de edema y de la de realce tardio
era la misma que la de la secuencia de cine para permitir una mejor
comparacion. Es decir, se adquirieron imagenes consecutivas del eje corto del
VI cubriendo desde su base hasta el apex.
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3.3 ANALISIS DE DATOS DE LA RMC

3.3.1 Analisis de los volumenes ventriculares y la fracciéon de eyecciéon

El analisis de la funcién ventricular izquierda fue realizado un software
especifico (Argus©, Siemens Medical Solutions) donde trazando los contornos
endo- y epicardico se obtiene el VTDVI, el VTSVl y la FEVI. Se dividié cada eje
corto en 6 segmentos equiangulares usando el punto de insercion del septum
anterior en el ventriculo derecho como referencia. Para cada segmento, se
calcul6 con este mismo software el porcentaje del engrosamiento

sistolico.(Figura 10y 11)

Figura 10: Contornos telediastélico y telesistolico trazados en un eje corto (A) para

cuantificacion de los volimenes ventriculares izquierdos y parametros funcionales (B)
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Figura 11: Ejemplo de segmentacion y trazado de contornos en eje corto de un cerdo con un

infarto agudo (izquierda). La imagen de ojo de buey (derecha) muestra el engrosamiento

sistolico , mostrando disminucion del mismo en los segmentos anteroapicales

3.3.2 Analisis de la area edematosa y de la area necrética

La extension del miocardio edematoso y necrosado de cada imagen fue
cuantificado con un software prototipo (VPT©O, Siemens Corporate Research,
New Jersey) *°. Para ello se trazaron manualmente los contornos endo vy
epicardicos del ventriculo izquierdo, y después se dibujé una region de interés
amplia en el segmento de miocardio normal. Las areas anormales por cada
secuencia, definidas como aquellas regiones que mostraron una intensidad de
senal 3 desviaciones estandar (DS) por encima de la intensidad de sefal media

del miocardio normal *’

se colorearon y se cuantificaron automaticamente. La
necrosis miocardica (infarto) fue definida como la extension de realce tardio
anormal. El area de miocardio en riesgo fue definida como la extensién de
edema (hiperintensidad en las imagenes potenciadas en T2) en la primera
RMN, dia 4 .

3.3.3 Estimacion del miocardio salvado

El miocardio salvado fue definido como la diferencia entre el miocardio en
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riesgo y la necrosis miocardica. Todas las medidas fueron expresadas como
porcentaje del volumen total del ventriculo izquierdo (Figura 12). El tamafio
absoluto del infarto determinado como masa del infarto fue cuantificado en
gramos (calculado como volumen multiplicado por la densidad miocardica (1,05

g/cm3).

Figura 12: Imagénes de RMC en eje corto obtenidas en el mismo nivel del VI a los 4 dias en un
animal tratado con metoprolol (de A a E) y en un animal que recibié placebo (de Fa J). Ay F
son imagenes potenciadas en T2 donde la zona hiperintensa (blanca) indica la presencia de
edema. B y G, son imagenes de realce tardio donde se detecta el infarto (blanca). C,D, H y |
corresponden a A,B,F y G después de una cuantificacion automatica del edema (turquesa) y
del area infartada (roja). Ademas se observa la regién de interés (ROl azul) para cuantificar la
intensidad de senial del miocardio normal y las lineas de segmentacion (6 segmentos por corte)

para el anélisis regional. Tomado de Ibanez et al’’ con permiso del titular del copyright.
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3.3.4 Indice de extensién transmural global y regional

El indice de extension de transmuralidad del IAM fue calculado en cada
segmento como porcentaje del area total del segmento ®2. El indice de
extension transmural global fue calculado como la media de todos los indices
de los segmentos positivos para realce tardio. Ademas, 3 cortes consecutivos
en eje corto con edema y realce tardio fueron seleccionados en cada animal
para el estudio segmentario (regional) del edema y la distribucion del realce
tardio.

3.3.5 Parametros de calidad de la senal

En las secuencias potenciadas en T2 y en las de realce tardio se midieron
también parametros de calidad de la senal:

Relacion sefal-ruido (SNR) del miocardio normal y el patologico (isquémico):
se calculé como la media de la intensidad de sefial en una region de interés
dividido por la media del valor del ruido (obtenido de una regién de interés en el
aire).

Relacion contraste-ruido (CNR) del miocardio normal versus el patoldgico : se

calculd como la diferencia entre sus relaciones sefal ruido.

3. 4- DETERMINACIONES EN TEJIDO
3.4.1 Histologia del tamario del infarto
Con el fin de comprobar una adecuada correlacion de nuestras estimaciones
del tamanio del infarto realizamos determinaciones histologicas. En el estudio 1
después de la RMC a los 22 dias los animales fueron heparinizados (100 1U/kg)
y eutanizados con fenobarbital (Sleepaway 75 mg/kg, Fort Dodge, Wyeth,

Overland Park, Kan) y su corazén fue extraido y lavado con un tampon fosfato
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salino (siglas en inglés PBS) para el estudio histopatolégico. Los especimenes
cardiacos fueron disecados (2 piezas de la zona infartada y 2 de la zona
normal, no infartada) y fueron inmediatamente congelados en nitrégeno liquido
y almacenados a -80°C hasta procesarlos. Para hacerlo, el corazon fue
perfundido con un tampdn fosfato salino frio durante 24 horas. Después, el
corazon fue cortado perpendicularmente a su eje largo , reproduciendo el eje
corto obtenido en la RMC, en cortes de 6 mm de grosor usando un cortador
comercial. Los cortes fueron incubados durante 5-7 minutos en una solucion a
37°C de 1% TTC (trimethyl tetrazolium chloride) y después sumergidos en una
solucion de paraformaldeido al 4% durante 12h para una mejor penetraciéon del
fijador en el tejido. Después de la fijacion, se obtuvieron imagenes de alta
resolucidn de todos los cortes y de las areas de infarto (negativas para TTC) y
de miocardio normal (TTC positivo) para cuantificarlas con el software ImageJ

(National Institutes of Health, Bethesda, Md) (Figura 13).

Figura 13: Imagenes de histologia (izquierda ) y del mismo nivel de RMC-rt (derecha)
demostrando la correspondencia entre la zona infartada por histologia (tincion TTC negativa;
blanca) y la extension de la zona infartada en la RMC-rt (blanca). Tomado de Ibanez et al '

con permiso del titular del copyright.
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3.4.2 . Estudio del dafno por reperfusiéon

En el estudio 2 , cuatro cerdos de cada uno de los 3 grupos se incluyeron para

el estudio del dafo por reperfusion. Veinticuatro horas después de la

reperfusion, estos animales fueron heparinizados y eutanizados con

fenobarbital. La DA fue reocluida (inmediatamente distal a la primera diagonal)

y los corazones fueron retro perfundidos con azul de Evans. Pequefias

muestras de miocardio isquémico (negativo por azul de Evans) se cortaron y se

lavaron con una solucion tampon estéril e inmediatamente fueron congeladas

con nitroégeno liquido y almacenadas a =80 °C hasta que fueron utilizadas para

estudiar la actividad de la mieloperoxidasa (MPO) y para la expresion de

proteinas.

El dafo por reperfusion se evalué mediante tres procesos distintos:

1) Analisis de la inflamacion miocardica
La infiltracion de neutréfilos de la zona isquémica fue determinada mediante
una determinacion colorimétrica semicuantitativa de la actividad
mieloperoxidasa (MPO) usando un kit comercial (Myeloperoxidase Assay Kit,
Cytostore, Calgary, Alberta, Canada). El tejido miocardico congelado fue
pulverizado y 50 pg de tejido fue pesado y homogenizado en el tampon de
muestra del kit. Después de afadir el reagente de desarrollo, se midid la
absorbancia (a 450 nm) en intervalos de 1 min cada uno. Los resultados
fueron expresados como unidades MPO por mg de tejido.

(2) Apoptosis miocardica
Para estudiar la apoptosis analizamos la expresion de proteinas de la caspasa-
3 activada mediante la técnica de Western Blot.

3) Activacion de la fosfoquinasa Akt, proteina representante de la via de
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Reperfusion Injury Salvage Kinasa (RISK). Los niveles de la proteina fosfo-Akt,
fueron estudiados también para comprobar el grado de activacion de la via

RISK también utilizando la técnica de Western Blot

3.5-ANALISIS ESTADISTICO

3.5.1 . Estudio 1

Las variables continuas se expresan como media y desviacion estandar y se
comparan mediante el test T de Student para datos apareados y no apareados.
Se usoé el coeficiente de Pearson para analizar la correlacion de variables
cuantitativas.

Los limites de concordancia entre el tamafio de infarto por RMC-rt y la
histologia fueron analizados por el método de Bland-Altman.

Se utilizaron dos modelos de regresion linear para predecir cambios en la
fraccion de eyeccion global del ventriculo izquierdo y el engrosamiento sistolico
segmentario. Las variables basales (dia 4) que o bien tenian una relacién
plausible con la mejoria de la funciébn o bien parecian estar asociadas a un
incremento de la FEVI o del grosor sistolico, indicado con un valor de P: 0,02
en el analisis univariado, fueron usadas como variables en el analisis
multivariado. Para la mejoria funcional global y regional, las variables
independientes fueron la FEVI, el volumen del miocardio sano, el indice de
transmuralidad global, la extensiéon del miocardio salvado (global) y el
porcentaje del grosor sistélico en cada segmento, el volumen segmentario del
miocardio sano, el indice de transmuralidad del IAM, y la extension del
miocardio salvado (regional). Un valor de P=0.05 (2 colas) fue considerado

estadisticamente significativo.
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3.5.2 . Estudio 2

Las variables continuas se expresaron como media y desviacion estandar. Las
comparaciones estadisticas de medias se calcularon con ANOVA. Si
aparecieron diferencias se aplicdé el método de Tukey-Kramer para
comparaciones de pares. Un valor de P = 0.05 (2 colas) se considerd

estadisticamente significativo.

Todos los analisis estadisticos de los dos estudios se realizaron con el paquete

informatico SPSS version 11.0-15.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA).
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4. RESULTADOS

4.1-Estudio 1: Efecto cardioprotector del metoprolol en fase aguda de IAMEST
En los 12 animales se pudo realizar una oclusién de la arteria descendente
anterior con éxito. Dos animales aleatorizados a placebo murieron durante el
procedimiento por fibrilacion ventricular refractaria a las maniobras de
reanimacion. Asi pues se estudiaron un total de 10 cerdos (6 en el grupo del
metoprolol y 4 en el grupo placebo).

De forma destacada, los dos grupos mostraron unas frecuencias cardiacas
medias similares (66 + 2 y 65 £ 3 Ipm para el grupo del metoprolol y placebo,

respectivamente; P= NS).

4.1.1 Analisis de la RMC: efecto del metoprolol sobre el miocardio salvado
y la funcion VI

Se pudo realizar la RMC en los 10 animales (6 del grupo metoprolol y 4 del
grupo placebo. En el analisis de los parametros de calidad de sefal obtuvimos
que en la secuencia potenciada en T2 para el edema, el SNR de la area
edematosa fue 9.94x+0.5 y 3.77+1.7 en el miocardio normal (p< 0.001). Los
valores correspondientes en la secuencia de RT fueron 6.68+0.3 para el
miocardio infartado y 1.57+0.1 para el miocardio normal, respectivamente. El
CNR entre las dos secuencias entre el miocardio normal y el patolégico fue
similar en las dos secuencias (6.17+0.5 para secuencia potenciada T2,
5.11+0.3 para la secuencia de realce tardio: p=NS)

Los resultados de los parametros derivados de la RMN en los dias 4 y 22 post

infarto agudo de miocardio se muestran en la Tabla 5.
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En la RMC del dia 4 no se observaron diferencias significativas en la fraccion
de eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI) entre los dos grupos de estudio.
Desde el dia 4 al 22 la FEVI mejoré significativamente en el grupo del
metoprolol (P=0.037) y no se modifico en el grupo placebo (5.8 % versus -
0.1%; P=0.079).

Tabla 5- Parametros derivados de la RMC

Metoprolol Placebo P
Dia 4 RMC
VTDVI, ml 96+6 123412 0,6
VTSVI, ml 59+3 82+15 0.1
FEVI, % 37.2+3.3 35.145.7 0.7
Miocardio en riesgo*, % de VI con
S 30.9+1.9 30.611.0 0.6
Volumen de infarto, % de VI 20.9+1.6 28.7+2.3 0.02
Masa de infarto , g 12.7+£0.7 21.9+2.3 0.002
Miocardio salvado + % del VI 10.0+2.3 1.9141.2 0.028
Porcentaje miocardio salvado t 32.4+6.0 6.216.8 0.015
Dia 22 RMC
VTDVI, ml 1098 13219 0.1
VTSVI, ml 6215 86+10 0.09
FEVI % 43.0+2.8§ 35.01£3.0 0.1
VI con edema, % 15.2+2.5§ 20.0£2.5§ 0.2
Volumen de infarto, % del VI 16.6+1.3 20.6+1.7§ 0.1
Masa de infarto, g 11.54£1.2 16.41£1.4§ 0.04

Valores en medias + EEM (error estandar de la media) cuando apropiado. VTDVI-volumen
telediastolico VI, VTSVI- volumen telesistdlico VI.

* miocardio en riesgo = miocardio edematoso: % de VI con edema en relacion al miocardio
total

1 volumen del VI con edema pero no con RT en el dia 4 en RMC

I Obtenido de: 100 x extension de miocardio salvado/extension de miocardio edematoso dia 4
RMC.

§ Diferencias significativas entre el dia 4 y 22 RMC.
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El tratamiento con metoprolol resultd en wuna extension de infarto
significativamente menor en el dia 4 post-infarto en comparacion con la del
grupo de animales que recibieron placebo en términos de masa absoluta de
infarto y porcentaje del VI (volumen)

La extension del miocardio en riesgo (volumen de edema en el dia 4 por RMC)
no difirid entre los dos grupos de estudio. Como resultado el porcentaje de
miocardio salvado (la comparacion primaria del estudio) fue significativamente
mayor en el grupo del metoprolol (32.4 + 6.0%) que en el grupo placebo (6.2

16.8%; P=0.015); (Tabla 5 y figura 14)

p=0.015
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Figura 14. Porcentaje de miocardio salvado (miocardio salvado normalizado al area en riesgo).
El eje y corresponde a “100 x extensién de miocardio salvado/extension de miocardio en
riesgo”. A, media y desviacion estandar de la media de los dos brazos de tratamiento, B

valores individuales de cada uno de los animales estudiados.
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En todos los casos, el indice de extension transmural del infarto fue 100 % en =
4 segmentos. El analisis regional de los segmentos positivos para realce tardio
no mostré diferencias significativas en el indice de extension transmural del
IAM (73 £ 3% en el grupo de metoprolol versus 68 + 3% en el de placebo; P=
NS).

En conjunto, en el dia 4, los segmentos positivos para edema mostraron un
porcentaje de grosor sistolico significativamente menor que los segmentos no

edematosos (20 £2% versus 38 +3%; P=0.001) . (Figura 15)

10000 % de engrosamiento sistolico

0 edema edema

Presencia edema

Figura 15. Distribucién del porcentaje de engrosamiento sistolico segun la presencia de
edema. Lalinea central representa el percentil 50; el diagrama de caja ilustra el percentil 25

y 75. Los valores extremos se representan como puntos individuales
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Asimismo, encontramos una relacion inversamente proporcional y significativa
entre la presencia de edema vy el porcentaje de engrosamiento sistélico en el
dia 4. (R=0.42, P=0.001).

Para examinar qué parametros de RMC en la fase aguda (dia 4) predecian una
mejoria funcional global o regional con el tiempo, usamos modelos de regresion
multivariado. La FEVI basal (3= 0.979, P=0.004) y la extensién de miocardio
salvado el dia 4 (B= 0.897, P= 0.039) se asociaron fuertemente con la mejoria
de la FEVI con el tiempo. El indice de extension transmural global también
mostré una asociacion, pero no estadisticamente significativa (3= 0.854, P=
0.065) con la mejoria de la FEVI. A nivel segmentario, el tamafo regional del
miocardio salvado al dia 4 fue la unica variable asociada con una mejoria en el

porcentaje de grosor de la pared entre los dias 4 y 22 (3=0.333, P=0.036).

4.1.2 Correlacion Histologia-RMC

La correlacion entre el volumen del infarto en la histologia (tincion TTC) y el
volumen de realce tardio (infarto) en la ultima RMC (Figura 16) fue excelente
(R=0.905 P=0.002) y sin mostrar error sistematico (media de las diferencias,
-2%; limites de concordancia, 4.1% y -8%). No se observo correlacion entre el

volumen de infarto en histologia con el volumen de edema en al ultima RMC.

69



Resultados
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Figura 16. Existe muy buena correlacion entre el area de infarto estudiado por histologia

(tincion TTC) y por RMC-rt.

4.2-Estudio 2: Impacto de la estrategia de administracion del metoprolol

Se realizaron 30 procedimientos con oclusion de la arteria descendente anterior
con éxito. Todos los 3 grupos (10 animales en cada grupo) mostraron similar
frecuencia cardiaca durante el procedimiento (66+2, 69+3 y 66+3 Ipm)

respectivamente en el grupo de estrategia precoz, diferida y placebo (P=NS).

4.2.1. Efecto de los diferentes regimenes de administracién del metoprolol
sobre la funcién del VI y del miocardio salvado

A las 72 horas del infarto, los resultados de la RMC mostraron que los
volumenes y la fraccion de eyeccion del VI fueron similares entre los 3 grupos.
Los resultados de los parametros derivados de la RMC se presentan en la

Tabla 6.
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Tabla 6. Parametros derivados de la RMC

Estrategia Estrategia

precoz diferida AR
VTDVI, ml 92+ 5 977 116 £12
VTSVI, ml 58+2 6316 7513
FEVI, % 36.2+2.9 35.313.6 34.3+5.3
Miocardio en riesgo (%

37.6+2.1 40.1+4.3 32.1+1.9
del VI)
Miocardio salvado (% 30.8+4.0*t 13.146.2 7.4%3.2

miocardio en riesgo)

Los datos son expresados como media + desviacién estandar de la media. N= 18 (6 por

grupo). *p=0,04 vs grupo estrategia diferida. 1 p=0,005 vs grupo placebo

Observamos que la extension de miocardio en riesgo de los tres grupos no se
diferenciaba significativamente. En cambio, el miocardio salvado era
significativamente mayor solo en el grupo de estrategia precoz. La extension
del miocardio salvado fue 31+4% del area en riesgo en el grupo de estrategia
precoz comparado con el 13t6% en el grupo de estrategia diferida (p=0.04 vs.
estrategia precoz) y 7£3% en el grupo placebo (p=0.005 vs. estrategia precoz).
No se observaron diferencias significativas de miocardio salvado entre el grupo

de estrategia diferida y el grupo placebo. (Figura 17).
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Miocardio Salvado
p=0.005
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precoz diferida

Figura 17. Cuantificacién del miocardio salvado por RMC. Los datos son expresados como

media = error estandar de la media. N=18 (6 por grupo)

4.2.2 Efectos de los diferentes regimenes de administracion del
metoprolol en el daifo por reperfusion

Cuando se estudio la inflamacion en relacion con los neutrofilos (actividad de la
mieloperoxidasa) se observd que ésta era significativamente menor en el grupo
de estrategia precoz comparada con los otros dos grupos:

0.27£0.02 unidades de MPO en el grupo de estrategia precoz, 0.56+0.05

en estrategia diferida (p=0.016 vs. estrategia precoz), y 0.54+0.02 en el grupo
placebo (p=0.036 vs. estrategia precoz).

No se observaron diferencias significativas entre los grupos de estrategia

diferida y el placebo. (Figura 18)
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Figura 18. Infiltracién de neutrodfilos en el area isquémica. La actividad de la mieloperoxidasa
(MPO) fue determinada por una determinacién colorimétrica semicuantitativa. Los datos son

expresados como media = error estandar de la media. N=18 (6 por grupo)

Un efecto similar se observo cuando analizamos el grado de apoptosis en el
miocardio isquémico. Loa animales pertenecientes al grupo de estrategia
precoz mostraron niveles mas bajos de caspasa-3 activada en la zona
isquémica que los otros dos grupos: 115+9 unidades densitométricas relativas
en el grupo de estrategia precoz, 1531+15 en estrategia diferida (p<0.001 vs.
estrategia precoz), y 14944 en el grupo placebo (p<0.01 vs. estrategia precoz).
De igual manera, aqui tampoco se observaron diferencias significativas entre el
grupo de estrategia diferida y el placebo (Figura 18). Por el contrario, la
estrategia precoz resultdé en un grado significativamente mayor de activacion
de la via RISK que fue evaluada con la expresion proteica de la fosfo- Akt. Los
niveles de fosfo-Akt en el grupo de estrategia precoz fueron significativamente
mayores que en los dos otros grupos: 11819, 9113, y 9615 unidades
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densitométricas relativas, respectivamente. Las diferencias fueron significativas

entre el grupo de estrategia precoz y los otros 2 grupos (p<0.001 y p<0.01,

respectivamente), pero no entre el grupo de estrategia diferida y el grupo

placebo (p=0.6) (Figura 19)
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Figura 19. Expresion proteica de marcadores del dafio por reperfusion. Western blot (panel A),
y su cuantificacion por unidades densitometricas relativas (panel By C expresada como media
+ DS de la media) de la fosfo-Akt y de la caspasa—3 activada respectivamente en animales de
estrategia precoz, diferida y placebo. Gliceraldehido-3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH), como

control de carga. N= 12 (4 por grupo).
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5. DISCUSION

En el primer estudio de esta tesis doctoral, describimos los beneficios
asociados con la administracion temprana del B-bloqueante metoprolol i.v. en la
funcion del VI 'y en el miocardio salvado en un modelo experimental de oclusion
aguda de una arteria coronaria con reperfusion posterior.
La funcionalidad y estructura del ventriculo izquierdo fueron estudiadas en un
modelo porcino reproducible de infarto agudo de miocardio a lo largo de 22
dias con la resonancia magnética cardiaca. La reproducibilidad del modelo
experimental se ve demostrada en la pequefa dispersién que se observo entre
los volumenes del miocardio en riesgo (30.7£1.6% del VI). En este trabajo
aprovechamos la versatilidad y las caracteristicas no invasivas que nos ofrecia
la RMC, y validamos nuestros resultados con un analisis histopatologico
convencional.
Los principales hallazgos de este primer estudio fueron:
1) la administracion intravenosa de metoprolol durante la oclusion coronaria
y antes de la reperfusion mecanica es una intervencion cardioprotectora
efectiva, resultando en infartos 27% mas pequefios que en el grupo
placebo, a pesar de presentar inicialmente el mismo miocardio en riesgo.
Este efecto cardioprotector es independiente a sus efectos cronotropicos
negativos, demostrado por la ausencia de diferencias en la frecuencia
cardiaca en los distintos grupos de animales estudiados.
2) la extension del miocardio salvado fue un marcador independiente de la
recuperacion funcional del VI, tanto en términos de motilidad global

como de la motilidad regional de la pared ventricular.
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La ventaja de este modelo experimental controlado de IAM es que nos ha
permitido evaluar los efectos independientes de la administracion intravenosa
de metoprolol en relacion al tamafio del infarto. Esto puede ser mas dificil de
conseguir en el ambito clinico, donde otros muchos factores como la duracion y
el grado de oclusion coronaria, la existencia de enfermedad coronaria en otros
territorios, el éxito de la reperfusion y el uso de medicacidn previa pueden jugar
un rol en el tamano final del IAM.

De todos modos, este modelo de reperfusibn mecanica simula de cerca el
ambito clinico. En nuestro estudio empezamos la inyeccion intravenosa de
metoprolol 75 minutos antes de la reperfusion para imitar el hipotético
escenario humano en que los B-bloqueantes serian administrados al inicio de
diagnostico del IAM, cuando se da la “alerta” para la reperfusién mecanica (en
pacientes sin contraindicaciones para los B-bloqueantes).

Como ya se ha comentado, tras un episodio de oclusién coronaria prolongado
el area en riesgo se caracteriza por presentar un edema intracelular e
intersticial, que ademas puede aumentar con la reperfusién ®. El edema puede
ser visualizado con la secuencia de RMC potenciada en T2 y ha estado
validada previamente en otros grupos con diferentes modelos animales 3, 80
Ademas, la extension de la necrosis miocardica puede ser estudiada con
exactitud con el uso de la secuencia de RMC-rt , la cual, en nuestro trabajo
hemos validado con histopatologia, obteniendo resultados similares a los
descritos **.

Hasta el momento este es el primer estudio en vivo que de manera no invasiva,

utilizando la RMC, ha estudiado el efecto de los -bloqueantes sobre el tamafio

del IAMEST. Ademas, en este estudio se ha realizado una caracterizacion in

80



Discusioén

vivo de la zona isquémica, no solo del tamafio del infarto sino también del
miocardio salvado (miocardio en riesgo no infartado).
Aunque para el analisis cuantitativo del area en riesgo y infartada utilizando

RMC han sido publicados distintos umbrales de intensidad de sefial 3

, ho hay
una estandarizacion ni acuerdo de cual es el mejor algoritmo. En un analisis
preliminar, nosotros observamos que el umbral para la secuencia de realce
tardio que mejor se relacionaba con la histologia en nuestro modelo de infarto
era una intensidad de sefal 3 desviaciones estandar por encima de la
intensidad de sefal media del miocardio normal. De este modo usamos 3
desviaciones estandar para las dos secuencias (edema y realce tardio) para
evitar introducir errores sistematicos y sobreestimar el area de miocardio
salvado ®. Ademas, en nuestro modelo experimental, de infartos transmurales
anteriores y anteroseptales, con posibilidad de apnea controladas con
ventilacion mecanica, obtuvimos una buena calidad de imagen, como
demuestran nuestros valores de la relacion sefal-ruido (SNR) y la relacion
contraste-ruido (CNR). Posteriormente se han publicado algunos estudios con
otro tipo de secuencia para detectar edema, como una secuencia T2 de
precesion libre en estado estacionario (72-prepared SSFP) o una secuencia de
mapeo de T2, con la finalidad de mejorar problemas técnicos como artefactos
de movimiento o pérdida de sefal. No obstante los resultados de estos
estudios son aun preliminares %87,

Otro hallazgo importante de este primer estudio es que la extension del
miocardio salvado en el dia 4 post-IAM fue un predictor independiente de la

recuperacion funcional del VI. Esto esta en concordancia con el estudio de

Aletras y col. que mostr6 una mejoria de la contractilidad en segmentos
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edematosos después de un IAM en un modelo animal canino ®. La oclusién
coronaria en perros normalmente resulta en infartos subendocardicos debido a
su extensa red de colaterales ®. En estos casos, es dificil estar seguros si la
presencia de edema proporciona informacién adicional a la extension
transmural del IAM para predecir la recuperacion de la contractilidad. En
cambio, en nuestro estudio, encontramos que la extension del miocardio
salvado era un fuerte predictor de la recuperacion funcional global y regional
del VI, independientemente del volumen total del miocardio no infartado °, de
la extensién transmural del 1AM °> ' o del tamafio global de la zona
edematosa %, proporcionando una informacion mas completa. Asi pues, este
nuevo predictor de la mejoria de la FEVI, pone de manifiesto la importancia de
de estudiar tanto el tamafio final del infarto como la extension del miocardio
salvado. Esto puede ser relevante a nivel clinico para evaluar la eficacia de las
terapias regenerativas y de cardioproteccion.®?

El tamano del infarto ha demostrado ser un fuerte predictor de los eventos
cardiovasculares*'. Por ello, se ponen los maximos esfuerzos en intervenciones
que lo reduzcan, como es la reperfusion precoz y las eventuales terapias de
cardioproteccion %,

Existe evidencia ya demostrada de que los B-bloqueantes reducen la
mortalidad en el contexto del IAM cuando son administrados tempranamente 2.
El uso del B-bloqueante oral constituye una indicacién Clase | en la guias de
practica clinica * pero no obstante su administracién durante la fase aguda del
IAM no ha sido universalmente adoptada en la era de la reperfusion °* .
Ademas debido a la falta de consenso sobre los beneficios sustanciales la via

3, 96

intravenosa temprana ha sido recientemente desaconsejada Los
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resultados de nuestro primer estudio mostrando una mejora en la FEVI a
expensas de aumentar el miocardio salvado y reducir el tamafio final del infarto
con la administracion precoz de metoprolol i.v., coinciden con los resultados
del estudio CADILLAC en donde la administracion i.v. precoz (metoprolol)
mejord la FEVI . Con esta premisa, en el segundo estudio quisimos investigar
si este efecto cardioprotector estaba confinado a su administracion antes de la
reperfusion o no. Con la utilizacién de la RMC, observamos que una estrategia
precoz (administracion pre-reperfusion del metoprolol i.v.) resultd en un
aumento significativo de aproximadamente 2,5 veces del miocardio salvado en
comparacion con su administracion oral justo después de la reperfusién. Se
trata del primer estudio donde sistematicamente se compara la administracion
del B-bloqueante pre-reperfusion (precoz) con su administracion oral post-
reperfusion (diferida)

En el escenario clinico el impacto de tratamiento previo B-bloqueante en el
dafo miocardico inducido por la angioplastia fue estudiado por Sharma y cols.
% Demostraron que los pacientes que estaban en tratamiento previo PB-
bloqueante tenian una menor liberacién de enzimas de dafio miocardico tras
una angioplastia que los que no tomaban B-bloqueantes previamente. Aunque
con estos resultados, podria ser un argumento a favor de prescribir -
bloqueantes en pacientes de alto riesgo, su valor practico no queda claro.

Por otra parte, el impacto de los B-bloqueantes i.v. antes de la reperfusién de
un IAMEST fue estudiado en los estudios CADILLAC y PAMI * 2>, Ambos
estudios coincidieron en la observacion de que, pese a que no se evaluo el

tamano del infarto, la mortalidad inicial y tardia fue significativamente inferior en

el grupo de los pacientes tratados con p-bloqueantes i.v. antes de la
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reperfusion, en comparacion con los tratados posteriormente con f-
bloqueantes orales. Nuestros resultados coinciden con estos, mostrando que el
momento de inicio de la terapia B-bloqueantes tiene un impacto significativo en
el tamano final del IAM, siendo éste ultimo a su vez un fuerte predictor de
eventos cardiovasculares *’

Si nuestros resultados se repiten en el escenario clinico, el momento y la via de
administracion tendrian que ser revisadas en pacientes sin contraindicaciones
a los B-bloqueantes.

El mecanismo por el cual el metoprolol tiene un efecto de cardioprotecciéon no
esta claro. Hasta ahora, se habia sugerido que los B-bloqueantes disminuian la
magnitud del infarto disminuyendo el consumo de oxigeno secundario a la
disminucién de la frecuencia cardiaca durante o justo después del IAM *. No
obstante, en nuestro estudio, la reduccion del tamafo del infarto fue
independiente a la frecuencia cardiaca observada durante el infarto. Usamos
una perfusidn continua de amiodarona durante todo el procedimiento como
profilaxis para las arritmias malignas. Esto justifica, al menos en parte, porque
la frecuencia cardiaca fue similar en ambos grupos. A este respecto, la
amiodarona puede presentar una pequefa actividad B-bloqueante, y esto
podria haber mitigado las diferencias entre el grupo del metoprolol y el placebo.
En este sentido el uso de otros antiaritmicos sin propiedades B-bloqueantes
hubiera sido deseable, pero en nuestra experiencia, la mortalidad en la
induccion del IAM sin la perfusion de amiodarona es muy alta en este modelo
animal. No obstante, como los dos brazos del estudio recibieron la misma
perfusibn de amiocarona desde el mismo momento del protocolo y con el

mismo tiempo de infusion, el beneficio potencial de la misma hubiera sido

84



Discusion

idéntico en los dos grupos. Asi pues, las diferencias observadas en este trabajo
son atribuibles exclusivamente a la administracién de metoprolol.

En el primer estudio de esta tesis ya demostramos que la reduccion del 1AM
proporcionado por el metoprolol i.v. era independiente a su efecto cronotropo
negativo 2" en el modelo animal porcino que no presenta colaterales %. En el
segundo estudio, se confirmd que la extensidn del el miocardio salvado era
independiente al ritmo cardiaco presente durante la isquemia ya que fue similar
en los 3 grupos.

Asi pues, quisimos analizar si el metoprolol puede reducir la extensién de la
necrosis reduciendo el dafo por reperfusion. La infiltracibn precoz de
neutrofilos y la apoptosis cardiaca estan entre los mecanismos patologicos
especificos asociados al dafio de reperfusion en distintos 6érganos como el
corazon, el cerebro y el rifion **'%. Por otro lado, la activacién del “mecanismo
programado de defensa”, la llamada via RISK (reperfusion injury salvage
kinases) protege al miocardio del dafio de reperfusion. El grado de activaciéon
de esta via modula la extension del miocardio salvado y por lo tanto el tamafo
resultante de IAM ™+ 104,

Nosotros observamos que la infiltracion de neutrofilos era significativamente
menor solamente en la estrategia precoz de administracion de metoprolol.
Estos resultados sugieren un efecto antiinflamatorio del metoprolol en el dafo
isquemia-reperfusion, en concordancia con observaciones similares descritas
después de un traumatismo de la medula espinal . Ademas, estudios previos
ya habian evidenciado la inhibicion de la quimiotaxis de los neutrofilos por el
metoprolol, sugiriendo un efecto directo del mismo sobre los neutréfilos ™°.

También encontramos una reduccion significativa de la expresion proteica de
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la caspasa-3 activada, sugiriendo una reduccion de la muerte por apoptosis
cuando el metoprolol es iniciado via intravenosa antes de la reperfusion. La
muerte celular por apoptosis en el IAM es un fendmeno reconocido ligado a la
reperfusion '°. De hecho, la administracién de inhibidores de la apoptosis
después del inicio de la isquemia pero antes de la reperfusién ha mostrado
limitar el tamafio del infarto '%. Este efecto no esta restringido al corazon.
Daemen et al, demostraron que la administracion pre-reperfusion de un
inhibidor de la caspasa disminuia el dafo de reperfusion en un modelo de
isquemia renal. Lo que fue interesante es que cuando el inhibidor de la caspasa
fue administrado pocas horas después de la reperfusion, estos efectos
protectores renales desaparecieron %°.

En nuestro trabajo, cuando el metoprolol fue administrando después de la
reperfusion, sus efectos beneficiosos en la limitaciéon de la apoptosis también
desaparecieron. La actividad antiapoptética del metoprolol ha sido también
demostrada también en modelos experimentales de insuficiencia cardiaca ”’.
Los resultados derivados de este trabajo confirman las propiedades

antiapoptoticas del metoprolol en distintas condiciones cardiacas.
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6. CONCLUSIONES

1. En un modelo porcino de infarto agudo de miocardio imitando a la
anatomofisiologia humana, una dosis unica de metoprolol i.v. durante el infarto
resulté en 5 veces mayor extension de miocardio salvado y una reduccion del

27% en el tamano del infarto comparado con el grupo placebo.

2. Este aumento en el miocardio salvado es independiente a la disminucién de

la frecuencia cardiaca con la administracion de este farmaco.

3. En un segundo tiempo y con el mismo modelo animal de infarto de miocardio
demostramos que este efecto cardioprotector, evaluado a los 3-4 dias del
evento isquémico, esta restringido a la administracion antes de la reperfusion

(cuando el infarto esta aun en proceso).

4. Este efecto cardioprotector se asocié con una reduccion significativa de la
apoptosis miocardica y de la infiltracidon de neutrofilos, sugiriendo que los
efectos cardioprotectores del metoprolol pudieran, en parte, ser mediados,por

la reduccién del dafio por reperfusion.

En resumen, estos resultados sugieren que en el contexto de un infarto agudo
de miocardio los B-bloqueantes (metoprolol) tendrian que administrarse lo
antes posible, cuando la arteria aun esta ocluida (antes de la reperfusion

coronaria).
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Coronary Heart Disease

Early Metoprolol Administration Before Coronary
Reperfusion Results in Increased Myocardial Salvage

Analysis of Ischemic Myocardium at Risk Using Cardiac
Magnetic Resonance

Borja Ibanez, MD; Susanna Prat-Gonzalez, MD; Walter S. Speidl, MD; Gemma Vilahur, DVM, PhD;
Antonio Pinero, MD; Giovanni Cimmino, MD; Mario J. Garcia, MD; Valentin Fuster, MD, PhD;
Javier Sanz, MD; Juan J. Badimon, PhD

Background—3-Blockers improve clinical outcome when administered early after acute myocardial infarction. However,
whether 3-blockers actually reduce the myocardial infarction size is still in dispute. Cardiac magnetic resonance imaging
can accurately depict the left ventricular (LV) ischemic myocardium at risk (T2-weighted hyperintense region) early
after myocardial infarction, as well as the extent of necrosis (delayed gadolinium enhancement). The aim of this study
was to determine whether early administration of metoprolol could increase myocardial salvage, measured as the
difference between the extent of myocardium at risk and myocardial necrosis.

Methods and Results—Twelve Yorkshire pigs underwent a 90-minute left anterior descending coronary occlusion,
followed by reperfusion. They were randomized to metoprolol (7.5 mg during myocardial infarction) or placebo. Global
and regional LV function, extent of myocardium at risk, and myocardial necrosis were quantified by cardiac magnetic
resonance imaging studies performed 4 and 22 days after reperfusion in 10 survivors. Despite similar extent of
myocardium at risk in metoprolol- and placebo-treated pigs (30.9% of LV versus 30.6%; P=NS), metoprolol resulted
in 5-fold-larger salvaged myocardium (32.4% versus 6.2% of myocardium at risk; P=0.015). The LV ejection fraction
significantly improved in metoprolol-treated pigs between days 4 and 22 (37.2% versus 43.0%; P=0.037), whereas it
remained unchanged in pigs treated with placebo (35.1% versus 35.0%; P=NS). The extent of myocardial salvage was
related directly to LV ejection fraction improvement (P=0.031) and regional LV wall motion recovery (P=0.039) at

day 22.

Conclusions—Early metoprolol administration during acute coronary occlusion increases myocardial salvage. The extent
of myocardial salvage, measured as the difference between myocardium at risk and myocardial necrosis, was associated
with regional and global LV motion improvement. (Circulation. 2007;115:2909-2916.)

Key Words: imaging m magnetic resonance imaging m metoprolol m myocardial infarction

he major determinant of myocardial salvage during an

acute myocardial infarction (MI) is the time to reperfu-
sion."? Beyond thrombolysis or immediate percutaneous
coronary intervention, other therapies that may prevent myo-
cyte death during MI have been sought. -Blockers have
indisputably been demonstrated to be clinically useful in the
setting of acute MI,? with a large body of evidence showing
mortality reductions when administered early.*-7 3-Blockers
also decrease the incidence of reinfarction, recurrent ische-
mia, or life-threatening arrhythmias and prevent left ventric-
ular (LV) remodeling.8-'° Therefore, the use of oral
B-blockade constitutes a class I indication in clinical practice
guidelines.''! However, early intravenous administration of
B-blockers during the acute phase of MI has not been
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universally adopted.'>~'4 Whether -blockers actually reduce
MI size is still an unanswered question. Some preclinical
studies suggest that 3-blockers decrease the extent of necro-
sis,!5-17 whereas others have shown no effect.'8-20 The results
of human clinical studies, mostly performed in or before the
thrombolytic era, also are controversial.>2!-24 In these inves-
tigations, MI size was usually quantified either by postmor-
tem analysis!3—20 or in vivo by indirect surrogates such as
creatine kinase-MB fraction levels or ECG changes.>2?!-23
With the advent of delayed-enhancement (DE) cardiac mag-
netic resonance imaging (CMR), it is now possible to accu-
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rately quantify the extent of myocardial necrosis in vivo.?> It
also has been shown that CMR can depict the area of
myocardium at risk, which displays high signal intensity on
T2-weighted images early after MI as a result of the presence
of edema.?¢ Therefore, it is feasible to noninvasively evaluate
with CMR the extent of myocardial salvage as the difference
between myocardium at risk and myocardial necrosis. The
aim of this study was to analyze the therapeutic benefit of
early intravenous B-blocker administration on the ischemic
myocardium at risk in a swine model of acute coronary
occlusion.

Methods
Study Design

Acute MI was experimentally induced in Yorkshire Albino pigs
(n=12; weight, 33£3 kg) by closed-chest, 90-minute left anterior
descending coronary artery occlusion. Animals were randomized 1:1
to intravenous metoprolol or placebo (sodium chloride). CMR
studies were performed 4 and 22 days after MI to quantify LV global
and regional functional parameters, area of edema, and MI size.
Animals were euthanized within 1 hour after the last CMR study for
histopathological validation. The study protocol was approved by an
institutional animal research committee.

Experimental Procedures

Twelve hours before the experimental MI, a loading dose of
clopidogrel (150 mg) was administered. Subsequently, clopidogrel
(75 mg/d) was maintained for 5 days. Anesthesia for the intervention
was induced by intramuscular injection of ketamine (30 mg/kg),
xylazine (2.2 mg/kg), and atropine (0.05 mg/kg). Animals underwent
endotracheal intubation, and anesthesia was maintained by isoflurane
inhalation. Continuous infusions of amiodarone (300 mg, 75 mg/h)
and lidocaine (150 mg, 37.5 mg/h) were initiated before the
procedure in all pigs as prophylaxis for malignant ventricular
arrhythmias. Cardiac rhythm and arterial oximetry were monitored
continuously during the procedure. MI was induced by catheter-
based 90-minute balloon occlusion of the left anterior descending
coronary artery immediately after the origin of the first diagonal
branch. Approximately 15 minutes after balloon inflation, intrave-
nous metoprolol (three 2.5-mg injections every 3 to 5 minutes for a
total of 7.5 mg) was infused into the pigs assigned to the 3-blocker
arm. After balloon deflation, patency of the left anterior descending
was angiographically confirmed by contrast injection. Buprenor-
phine (0.03 mg/kg) and cefazoline (25 mg/kg) were administered
every 12 hours for 5 days in all animals.

For the CMR studies, pigs were anesthetized by intramuscular
injection of ketamine, xylazine, and atropine. Anesthesia was main-
tained by continuous intravenous propofol infusion. Animals were
kept under mechanical ventilation. After the last CMR, animals were
heparinized (100 IU/kg) and euthanized with pentobarbital (Sleep-
away 75 mg/kg, Fort Dodge, Wyeth, Overland Park, Kan), and the
heart was excised for histopathological analysis.

All animals received humane care in compliance with the Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals.

Noninvasive CMR Protocol

CMR studies were performed with a 1.5-T magnet (Magneton
Sonata, Siemens Medical Solutions, Erlangen, Germany) using a
phased-array cardiac coil by investigators blinded to the treatment
arm. All images were acquired with ECG gating and during
suspended respiration. First, contiguous short-axis cine images
covering the LV from base to apex were acquired using a standard
steady-state free-precession sequence (repetition time, 3.5 ms; echo
time, 1.5 ms, flip angle, 60° to 90°; field of view, 200X 150 mm;
phase oversampling, 80%; generalized autocalibrating partially par-
allel acquisitions (GRAPPA) factor, 2; matrix, 192X115; slice
thickness, 6 mm; no gap; bandwidth, 930 Hz per pixel; lines per

segment, 11). Subsequently, edema imaging was performed with a
T2-weighted, triple inversion-recovery fast spin-echo sequence?’
(repetition time, 2 to 3 heartbeats; echo time, 65 ms; time interval,
100 ms; field of view, 300X225 mm; matrix, 256X125; slice
thickness, 6 mm; bandwidth, 349 Hz per pixel; echo-train length,
17). Finally, DE imaging was performed 15 minutes after the
administration of 0.2 mmol/kg gadopentate dimeglumine using an
inversion-recovery fast gradient-echo sequence?® (repetition time, 8
ms; echo time, 4 ms; time interval optimized to null normal
myocardium; gating factor, 2 to 3; field of view, 300X225 mm;
matrix, 256X 144; slice thickness, 6 mm; bandwidth, 160 Hz per
pixel; lines per segment, 23). The slice positions for both T2-
weighted and DE acquisitions matched those of the cine images.

CMR Data Analysis

All CMR images were analyzed by researchers blinded to the study
arm or histopathology data. LV function analysis was performed
with dedicated software (Argus, Siemens Medical Solutions,
Malvern, Pa). Epicardial and endocardial borders were traced in each
cine image to obtain LV end-diastolic volume, LV end-systolic
volume, and LV ejection fraction (LVEF). Each short-axis slice was
divided into 6 equiangular segments using the anterior insertion point
of the right ventricle in the septum as a reference. For each segment,
the percentage systolic thickening was measured.

The extent of edematous myocardium and DE in each image was
quantified with prototype analysis software (VPT, Siemens Corpo-
rate Research, Princeton, NJ).2° After manual tracing of epicardial
and endocardial contours, a large region of interest was drawn within
a remote normal myocardial segment. Abnormal areas for each
sequence, defined as those with a signal intensity 3 SD above the
mean signal intensity of normal myocardium,® were automatically
highlighted and quantified (Figure 1). Myocardial necrosis was
defined by the extent of abnormal DE; myocardium at risk was
defined by the extent of edema (high signal intensity on T2-weighted
images) in the day 4 CMR study?°; and salvaged myocardium was
defined as the difference between myocardium at risk and myocar-
dial necrosis. All measurements were expressed as percentage of the
total LV myocardial volume; the absolute MI size also was quanti-
fied in grams (calculated as volume multiplied by myocardial density
[1.05 g/cm®]). The transmural extent index of MI within each
segment was calculated as a percentage of the total segment area as
previously described.?! Global transmural extent index of MI was
calculated as the mean of all segmental transmural extent indexes of
Ml in the DE-positive segments. In addition, 3 consecutive short-axis
slices containing both edema and DE were selected in each animal
for the segmental (regional) analyses of edema and DE distribution.

In the T2-weighted and DE images, the signal-to-noise ratios of
both normal and abnormal myocardium were quantified as the
average of the mean signal intensity within a region of interest
divided by the mean value of noise (obtained from a region of
interest in the air). Contrast-to-noise ratios of abnormal versus
normal myocardium were defined as the difference of their signal-
to-noise ratios.?°

Histological Infarct Size Analysis

After the animals were sacrificed, the hearts were perfused with cold
PBS and stiffened by overnight immersion in isotonic agar solution
at 4°C. After stiffening, hearts were washed with cold PBS, and the
LV was sliced (short-axis, 6-mm-thick slices without gap) with a
commercial meat slicer. Slices were incubated for 5 to 7 minutes in
warm 1% trimethyl tetrazolium chloride (TTC) solution at 37°C.32
After TTC incubation, the slices were immersed in 4% paraformal-
dehyde for 12 hours. After paraformaldehyde fixation, high-
resolution digital images from all slices were acquired, and areas of
infarction (negative for TTC staining) and normal myocardium
(positive TTC staining) were quantified with ImageJ software
(National Institutes of Health, Bethesda, Md) (Figure 2, top). The MI
volume was expressed as a percentage of the total LV myocardium.
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Statistical Analysis
Continuous variables are expressed as mean*SEM. Statistical com-
parisons of means were made by Student’s paired and unpaired ¢
tests. To calculate the correlation of variables, Pearson’s coefficients
were used. The limits of agreement between infarct size in DE CMR
and histology were analyzed by the Bland-Altman plot. Two multi-
variate linear regression models were performed to predict the
change of global LVEF and segmental systolic thickening, respec-
tively. Baseline (day 4 CMR) variables that either had a clinically
plausible relation to improvement of function or appeared to be
associated with an increase in LVEF or regional systolic thickening,
indicated by a value of P<<0.20 in univariate analysis, were used as
independent variables. For the global and regional functional im-
provement, the independent variables were LVEF, volume of non-
infarcted myocardium, global transmural extent index of MI, and
extent of salvaged myocardium (global) and percentage of systolic
thickening within each segment, segmental volume of noninfarcted
myocardium, transmural extent index of MI, and the extent of
segmental salvaged myocardium (regional). A value of P<<0.05 (2
tailed) was considered statistically significant. All statistical analyses
were performed with the statistical software package SPSS 11.0
(SPSS Inc, Chicago, IlI).

The authors had full access to and take responsibility for the
integrity of the data. All authors have read and agree to the
manuscript as written.

Results
Successful left anterior descending coronary artery occlusion
was achieved in all 12 cases. Two animals died of refractory
ventricular fibrillation during the procedure. Therefore, a
total of 10 pigs (6 in the metoprolol arm, 4 in the placebo
group) made up the final study. Both groups showed a similar
mean heart rate during the procedure (66£2 and 65*3 bpm

Metoprolol and Salvaged Myocardium 2911

Figure 1. CMR short-axis images obtained at the
same LV level 4 days after Ml induction in a
metoprolol-treated animal (A through E) and in a
placebo animal (F through J). A and F,
T2-weighted, fast spin-echo images in which
hyperintense areas indicate the presence of
edema. B and G, DE images depicting the
infarcted areas (bright). C, D, H, and | correspond
to A, B, F, and G after automatic quantification of
edematous (blue) and infarcted (red) areas. In addi-
tion, the region of interest for the quantification of
normal myocardial signal intensity and the seg-
ments for regional analysis (see text) are displayed.
E and J show simultaneously the extent of edema
and DE. Regions in blue correspond to areas of
edema without DE, representing salvaged myocar-
dium. Note that despite similar extent of total myo-
cardium at risk (blue in C and H), the percentage
of DE is much smaller in the metoprolol-treated
animal.

for the metoprolol and placebo groups, respectively; P=NS).
The metoprolol group showed a significantly lower incidence
of ventricular fibrillation than the placebo group (33% versus
66%, respectively; P=0.047) and a similar rate of ventricular
tachycardia (33% versus 33%; P=NS) during the procedure.

CMR Analysis

The average signal-to-noise ratio for the T2-weighted images
was 9.94+0.5 in the edematous myocardium and 3.77%+1.7 in
the remote normal myocardium (P<<0.001). The correspond-
ing values on the DE images were 6.68*+0.3 for infarcted
myocardium and 1.57*0.1 for normal myocardium, respec-
tively (P<<0.001). The contrast-to-noise ratio between abnor-
mal and normal myocardium was similar for both sequences
(6.17%0.5 for T2-weighted images, 5.11£0.3 for DE images:
P=NS).

The results of CMR-derived parameters at days 4 and 22
after MI are presented in the Table. At day 4, no significant
differences were observed in LVEF between study groups.
From day 4 to 22, the LVEF significantly improved in the
metoprolol arm (P=0.037), whereas it remained unchanged
in the placebo arm. Change in the LVEF from day 4 to 22 was
higher in metoprolol animals (5.8 versus —0.1; P=0.079).
Metoprolol treatment resulted in a significantly smaller extent
of MI in terms of both absolute infarct mass and percentage
of the LV myocardium, noticeable at day 4. The extent of
myocardium at risk (volume of edema at day 4 CMR) did not
differ between the 2 groups. As a result, the percentage of
salvaged myocardium (the primary comparison of the study)
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Figure 2. Histological (top) and CMR images at the same level
of the LV demonstrating the correspondence between the
infarcted area in histology (negative TTC staining; white) and the
extent of DE in the CMR.

was significantly larger in metoprolol animals (32.4*6.0%)
than in the placebo group (6.2%£6.8%; P=0.015; the Table
and Figure 3).

In all cases, the transmural extent index of MI was 100% in
=4 segments. Regional analysis of DE-positive segments
showed a nonsignificant difference in the transmural extent
index of MI (73%3% in metoprolol versus 68*+3% in the
placebo group; P=NS; Figure 4).

Overall, at day 4, edema-positive segments showed a
statistically significant lower percentage of systolic thicken-
ing than nonedematous segments (20+2% versus 38*3%;
P<0.001). In addition, we found a statistically significant

inverse correlation (R=—0.42, P<<0.001) between the pres-
ence of edema and percentage systolic thickening at day 4.

To examine which CMR parameters at day 4 predict global
or segmental functional improvement over time, multivariate
regression models were used. The basal LVEF (=0.979,
P=0.004) and the extent of salvaged myocardium at day 4
(B=0.897, P=0.039) were strongly associated with improve-
ment of LVEF over time. The global transmural extent index
also showed a nonstatistically significant (8=0.854,
P=0.065) association with LVEF improvement.

At a segmental level, the regional size of salvaged myo-
cardium at day 4 was the only variable associated with the
improvement in percentage of wall thickening between days
4 and 22 (8=0.333, P=0.036).

Histopathology—CMR Correlation

Excellent correlation (R=0.844, P=0.008) and agreement
(mean bias, —2%; limits of agreement, 4.1% and —8%) were
observed between infarct volume in histology (TTC staining)
and the volume of DE in the last CMR (Figure 2). No
correlation was observed between infarct volume on histol-
ogy and volume of edema in the last CMR study.

Discussion

In this study, we describe the benefits associated with early
administration of metoprolol on LV function and myocardial
salvage in an experimental model of acute coronary occlu-
sion. The porcine model of acute MI was selected because of
the anatomophysiological similarities with humans. The func-
tional and structural LV performance was evaluated in a
reproducible swine model of anterior wall MI over a 3-week
period. The reproducibility of the experimental model is
highlighted by the small dispersion values of the volume of
myocardium at risk (30.7£1.6% of LV). We exploited the
versatility and the noninvasive characteristics of high-
resolution CMR, validating the results with the most conven-
tional histopathological analysis. The main findings of the
present study are that (1) intravenous metoprolol during
coronary occlusion and before mechanical reperfusion is a
highly effective cardioprotective agent, resulting in a 27%
smaller MI than placebo, despite an initially equivalent
amount of myocardium at risk, a cardioprotective effect that
was independent of its negative chronotropic effects, and (2)
the extent of myocardial salvage was an independent predic-
tor of LV functional recovery, both global and regional wall
motion.

To the best of our knowledge, this is the first in vivo,
noninvasive evaluation of the effect of 3-blockade on MI size
with high-resolution CMR. In addition, we could perform
detailed in vivo characterization of the entire ischemic region,
not only of the MI size but also of the salvaged myocardium
(noninfarcted myocardium at risk). A controlled model of
experimental MI enabled us to evaluate the independent
effects of intravenous metoprolol administration on MI size.
This may be more difficult to achieve in a clinical environ-
ment, where many other factors such as duration and degree
of coronary occlusion, completeness of reperfusion, and prior
medication use play a role in final MI size.
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CMR-Derived Parameters

Metoprolol and Salvaged Myocardium

Metoprolol Placebo P
Day 4 CMR
LVEDV, mL 966 123+12 0.06
LVESV, mL 59+3 82+15 0.1
LVEF, % 37.2+33 35.1+5.7 0.7
Myocardium at risk,* % of LV with edema 30.9*+1.9 30.6+1.0 0.6
Infarct volume, % of LV 20.9+1.6 28.7+2.3 0.02
Infarct mass, g 12.7+0.7 21.9+2.3 0.002
Salvaged myocardium,t % of LV 10.0x+2.3 1.9+1.2 0.028
Percent salvaged myocardiumi 32.4+6.0 6.2+6.8 0.015
Day 22 CMR
LVEDV, mL 1098 132+9 0.1
LVESV, mL 62+5 8610 0.09
LVEF, % 43.0+2.8§ 35.0+3.0 0.1
LV with edema, % 15.2+2.58§ 20.0+2.58§ 0.2
Infarct volume, % of LV 16.6+1.3 20.6+1.7§ 0.1
Infarct mass, g 11.5+1.2 16.4+1.48 0.04

2913

Values are mean=SEM where appropriate. LVEDV indicates LV end-diastolic volume; LVESV, LV

end-systolic volume.
*Edematous myocardium.

1The volume of LV showing edema but not DE in the day 4 CMR.
FObtained as follows: 100<extent of salvaged myocardium/extent of edematous myocardium in

the day 4 CMR.

§Significant differences between day 4 and 22 CMR.

The efficacy of B-blockers as cardioprotective agents has
been widely studied. Preclinical animal studies have shown
contradictory results: Experimental models of reperfused!s-!°
and nonreperfused'®18.20 MI showed either a reduction in'>-16
or no effect on the final MI size.'®-20 Most of the animal
studies analyzed the MI size ex vivo (postmortem) early after
the MI induction without follow-up.

In clinical practice, 3-blockers have unquestionably dem-
onstrated to be beneficial in the setting of acute MI, resulting

p=0.015

Metoprolol Placebo

Placebo

Metoprolol

Figure 3. Percent salvaged myocardium (salvaged myocardium
normalized to myocardium at risk). The y axis corresponds to
“100Xxextent of salvaged myocardium/extent of myocardium at
risk.” A, Mean and SE of the mean of both treatment arms; B,
the individual data.

in reduced mortality when administered early.*-¢ As a result,
current practice guidelines recommend early B-blockade in
subjects after an acute ML!! although no general consensus
exists on the optimal timing of administration. In this clinical
scenario, the effect of B-blockade on MI size is controversial.
In the prethrombolytic era, several clinical trials investigated
the impact of (-blockade on MI size. In the Multicenter
Investigation of the Limitation of Infarct Size trial, intrave-
nous propranolol followed by oral treatment failed to reduce
MI size.?* Comparable results were found with similar
regimens of propranolol administration by other investiga-
tors.33 Contrarily, other studies have demonstrated a signifi-
cant reduction in MI size in patients receiving (-blockers
compared with control subjects.*2!-23 In the thrombolytic era
for MI reperfusion, the results were also inconclusive. Van de
Werf et al** showed that the intravenous administration of
atenolol followed by oral therapy to MI patients receiving

100% =1

80% =

60% =1

40% =

20% =1 J-

0% b \ )
N5 (p=0.2)
All delayed enhancement-
positive segments Placebo Metoprolol

Figure 4. Distribution of the transmural extent index of Ml in
DE-positive segments. Center line represents the 50th percen-
tile; box plots illustrate the 25th and 75th percentiles.
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alteplase did not reduce MI size. In the Thrombolysis Early in
Heart Attack Trial,? patients from the recombinant tissue
plasminogen activator plus metoprolol arm had smaller MIs
than those in the recombinant tissue plasminogen activator
alone arm. In the age of percutaneous interventions for
coronary revascularization, the effect of B-blockade has been
analyzed in a limited and nonrandomized fashion. Although
several observations have confirmed the beneficial clinical
effect of early B-blockade after MI with this invasive reper-
fusion modality,3¢-3% the effect of B-blocker administration in
MI size remains unclear. The administration of B-blockers
before elective percutaneous coronary interventions also has
been associated with significant discrepancies; although in-
tracoronary propranolol resulted in less myocardial damage,?
the oral administration of metoprolol failed to demonstrate
any evidence of less myocardial injury.*® Finally, prior
chronic treatment with [-blockers was associated with
smaller MIs after primary percutaneous intervention.*! One
limitation in the interpretation of the clinical results is that the
MI size measurement was done mostly by indirect methods
such as ECG changes or creatine kinase-MB fraction release.

Our study represents a model of mechanical MI reperfu-
sion closely mimicking the human scenario. The findings
reported here suggest that initiation of this therapy while the
artery is still occluded results in significant cardioprotection,
a finding that might have significant clinical implications. We
started the metoprolol infusions 75 minutes before reperfu-
sion to mimic a hypothetical human scenario in which the
intravenous [-blocker agent could be initiated at MI diagno-
sis (in patients without contraindications). In addition, meto-
prolol injection was associated not only with smaller MI size
at day 4 but also with significant LVEF recovery at day 22.
These observations are in agreement with the results from the
Controlled Abciximab and Device Investigation to Lower
Late Angioplasty Complications trial in which early intrave-
nous f3-blockade was associated with greater improvements
in LVEF over time.?’

The exact mechanism(s) of action by which B-blockers
could result in reductions in MI size remain to be fully
elucidated. It has been widely suggested that (-blockers
lessen the magnitude of the MI by decreasing oxygen
consumption secondary to slow heart rate during or early
after MI.'' However, in our study, the reduction in MI size
was independent of the heart rate achieved during the MI
induction.

Early after a coronary occlusion, the ischemic area at risk
of necrosis is characterized by substantial interstitial and
intracellular edema, which may be further increased by
reperfusion.#>#3 In addition, reperfusion may further increase
the production of edema.** Postischemic edematous area can
be visualized with the use of T2-weighted “black-blood”
CMR, and the use of this approach to depict the ischemic
myocardium at risk has been validated by different groups
using different experimental models.2>#> In addition, the
extent of myocardial necrosis can be depicted accurately with
the use of DE CMR as validated with histopathology in our
and other studies,?® enabling noninvasive visualization of
both the infarcted tissue and the myocardium at risk.

An important finding of our study is that the extent of
salvaged myocardium at day 4 was identified as an indepen-
dent predictor of LV functional recovery. This is in agree-
ment with the study by Aletras et al,26 who showed improve-
ment in contractility in edematous areas early after
experimental MI in a canine model. Coronary occlusion in
dogs usually leads to subendocardial MI as a result of a
well-developed net of collaterals.*> In such cases, it is
difficult to ascertain whether the presence of edema provides
incremental information over the transmural extent of MI for
the prediction of contractile function recovery. In our study,
we found that the extent of salvaged myocardium was a
strong predictor of regional and global functional improve-
ment independently of total volume of noninfarcted myocar-
dium,*¢ transmural extent of MI,*7#® or global size of edem-
atous area,?® providing valuable further comprehensive
information.

This novel predictor of LVEF improvement highlights the
value of visualizing both the final size of necrosis and the
extent of salvaged myocardium. This may be important in
evaluations of the efficacy of cardioprotective and regenera-
tive therapies.*

Study Limitations
Given the small sample size, a relatively large number of
statistical tests were performed. Despite this potential source
of statistical bias, all the results in this work point the same
direction; therefore, we believe that the totality of the evi-
dence is strong enough to support the results reported here.
We administered metoprolol in a single time point. Thus,
our investigation does not allow conclusions regarding the
potential additive gains associated with maintained
B-blockade in the post-MI period. Similarly, whether chronic
use of B-blockers before the MI lessens the beneficial effect
of intravenous therapy, as suggested by some studies,?”#!
requires further investigation. In our protocol, we used
continuous infusion of amiodarone during the entire proce-
dure as prophylaxis for malignant arrhythmias. Amiodarone
also exerts a small (B-blocker activity, which probably ex-
plains the similar heart rate in both groups, and thus could
have mitigated the differences between the metoprolol and
placebo groups. Although the use of a different antiarrhyth-
mic drug without (-blocker properties would have been
desirable, in our experience, the mortality of MI induction
without amiodarone infusion is very high in this animal
model. Nevertheless, because both study arms received the
same dose of medication, the potential benefits associated
with the use of amiodarone should be identical in both
groups. Thus, the significant differences seen in our study
should be associated exclusively with the administration of
metoprolol.

Conclusions

In a swine MI model closely mimicking human cardiac
anatomophysiology, a single dose of metoprolol during on-
going MI results in 5-fold-larger salvaged myocardium (27%
reduction in MI size). This increase is independent of de-
creases in heart rate with the administration of the drug. Our
results suggest that, in the setting of acute MI, B-blockers
should be administered as early as possible, while the
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coronary artery is still occluded. The cardioprotective effect
was demonstrated by the smaller infarct size and larger area
of salvaged myocardium. In addition, this study shows the
predictive value of the quantification of salvaged myocardi-
um on regional and global LV function recovery at 3 weeks.
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CLINICAL PERSPECTIVE

Beyond time to reperfusion (the major determinant for myocardial salvage in acute myocardial infarction), interventions
to reduce myocardial death (cardioprotection) are strongly needed to move ahead in this field. S-Blockers have been shown
to reduce mortality in the acute myocardial infarction setting, but early intravenous administration before mechanical
reperfusion is not widely adopted. In fact, ST-segment—elevation myocardial infarction practice guidelines catalogue oral
B-blocker administration as a class I indication; the intravenous route is a class IIA indication. In the era of mechanical
reperfusion for ST-segment elevation myocardial infarction, the reperfusion injury is a frequently observed phenomenon.
It has been suggested that some cardioprotective therapies may act by reducing this reperfusion-related incident. If this
were the case, effective circulating levels of the eventually cardioprotective drug at reperfusion would be crucial. Whether
the cardioprotection observed in this study is related to a reduction in reperfusion-related myocyte loss is not addressed,
but it is plausible and therefore deserves to be fully elucidated. Cardiac magnetic resonance imaging allows direct
visualization of cardioprotection early after acute myocardial infarction, as shown here. This provides an accurate tool to
explore the effect of certain interventions in humans. In this work, the extent of salvaged myocardium, as directly assessed
by cardiac magnetic resonance imaging 4 days after acute myocardial infarction, correlated with the local and global left
ventricular motion recovery. This novel predictor of left ventricular recovery may be used in the clinical area as a surrogate
end point for early assessment of cardioprotective-regenerative therapies.
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Background: Myocardial infarct size is a strong predictor of cardiovascular events. Intravenous metoprolol
before coronary reperfusion has been shown to reduce infarct size; however, it is unknown whether oral
metoprolol initiated early after reperfusion, as clinical guidelines recommend, is similarly cardioprotective.
We compared the extent of myocardial salvage associated with intravenous pre-reperfusion-metoprolol
administration in comparison with oral post-reperfusion-metoprolol or placebo. We also studied the effect on
suspected markers of reperfusion injury.
Methods: Thirty Yorkshire-pigs underwent a reperfused myocardial infarction, being randomized to pre-
Reperfusion injury reperfusion-metoprolol, post-reperfusion-metoprolol or placebo. Cardiac magnetic resonance imaging was
Beta-blockers performed in eighteen pigs at day 3 for the quantification of salvaged myocardium. The amounts of at-risk
MRI and infarcted myocardium were quantified using T2-weighted and post-contrast delayed enhancement
Cardioprotection imaging, respectively. Twelve animals were sacrificed after 24 h for reperfusion injury analysis.
Myocardial salvage Results: The pre-reperfusion-metoprolol group had significantly larger salvaged myocardium than the post-
reperfusion-metoprolol or the placebo groups (31+£4%, 134+6%, and 743% of myocardium at-risk
respectively). Post-mortem analyses suggest lesser myocardial reperfusion injury in the pre-reperfusion-
metoprolol in comparison with the other 2 groups (lower neutrophil infiltration, decreased myocardial
apoptosis, and higher activation of the salvage-kinase phospho-Akt). Salvaged myocardium and reperfusion
injury pair wise comparisons proved there were significant differences between the pre-reperfusion-
metoprolol and the other 2 groups, but not among the latter two.
Conclusions: The intravenous administration of metoprolol before coronary reperfusion results in larger
myocardial salvage than its oral administration initiated early after reperfusion. If confirmed in the clinical
setting, the timing and route of 3-blocker initiation could be revisited.

© 2009 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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Myocardial infarction

1. Introduction improved myocardial recovery [3], however a study systematically

comparing the pre-reperfusion 3-blocker administration vs. the oral

The intravenous (i.v.) administration of the R-blocker metoprolol
during ongoing ischemia has been shown to increase myocardial
salvage [1]. However, the mechanisms responsible for the observed
cardioprotection remain elusive. Clinical guidelines recommend the oral
administration of PB-blockers in patients with acute myocardial
infarction (MI) [2]; though, whether the oral administration of
metoprolol, initiated early after coronary reperfusion, as current clinical
practice guidelines recommend [2], exerts similar effect on myocardial
salvage is also unknown.

Indirect evidence suggest that the early i.v. initiation of [3-blockers
before mechanical reperfusion result in less cardiovascular events and

* Corresponding author. ATRU, Mount Sinai School of Medicine. One Gustave L. Levy
Place, Box 1030. New York NY 10029, USA. Tel.: +-1212 241 8484; fax: +1212 426 6962.
E-mail address: juan.badimon@mssm.edu (J.J. Badimon).

0167-5273/$ - see front matter © 2009 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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post-reperfusion route of administration is lacking. The understand-
ing of the impact of the time of 3-blocker initiation may have clinical
implications, since the early i.v. route of 3-blocker initiation is not
encouraged [2,4].

Recent literature supports the notion that metoprolol can block the
migration of neutrophils both in vitro [5] and in vivo [6], and also
display antiapoptotic properties in different conditions like heart
failure [7]. Both mechanisms (neutrophil infiltration and apoptosis)
have been proposed as major contributors to reperfusion injury [8,9].
Therefore, we hypothesized that the cardioprotective effect of
metoprolol could be mediated via reduction in reperfusion injury,
and therefore restricted to its administration before the restoration of
coronary flow.

The aims of the present work were to compare the extent of
myocardial salvage associated with the pre-reperfusion i.v. administration
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of metoprolol in comparison with its oral post-reperfusion initiation. We
additionally studied the effect of metoprolol administration on suspected
markers of myocardial reperfusion injury.

2. Materials and methods
2.1. Study design

A reperfused anterior MI was induced in thirty male Yorkshire Albino pigs (weight
28 +0.5 kg). Animals were randomized 1:1:1 to 1) i.v. metoprolol before reperfusion
followed by oral metoprolol after reperfusion (pre-reperfusion-metoprolol group), 2) i.v.
placebo before reperfusion followed by oral metoprolol after reperfusion (post-
reperfusion-metoprolol group) or 3) iv. placebo before reperfusion alone (placebo
group). Eighteen animals underwent cardiac magnetic resonance imaging (MRI) 72h
post-MI for the quantification of left ventricular (LV) functional parameters, area of
myocardium at-risk, and MI size, as previously validated [1]. Twelve pigs (4 in each
group) were sacrificed 24 h after reperfusion for further evaluation of reperfusion injury.
The study protocol was approved by the Mount Sinai School of Medicine animal research
committee. All animals received humane care in compliance with the “Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals.”

2.2. Experimental procedures

Acute MIs were experimentally created as previously described [1]. In summary,
anaesthesia was induced by intramuscular injection of ketamine (30 mg/kg), xylazine
(2.2 mg/kg), and atropine (0.05 mg/kg). Animals underwent endotracheal intubation,
and anesthesia was maintained by isofluorane inhalation. A continuous infusion of
amiodarone (300 mg, 75 mg/h) was initiated at the beginning of the procedure in all
pigs as prophylaxis for malignant ventricular arrhythmias [1]. The left anterior
descending (LAD) coronary artery was occluded for 90 min with an angioplasty balloon
via percutaneous femoral approach. The site of occlusion was immediately distal to the
origin of the first diagonal branch. Thirty minutes after coronary occlusion, 7.5 mg of i.v.
metoprolol were infused in the pre-reperfusion-metoprolol group: three 2.5 mg boluses
of metoprolol tartrate (1 mg/ml ampuls, Hospira Inc., Lake Forest, IL, USA) every 3-
5min. Animals in the post-reperfusion-metoprolol and the placebo groups received
equal amounts of placebo (saline) infusion following the same timing and intervals. The
medication (injectable metoprolol or placebo) was prepared in non-labelled syringes
before the MI induction, and administered by operators blinded to the randomization.

Animals allocated to the pre- and the post-reperfusion-metoprolol groups received
50 mg of oral metoprolol (metoprolol tartrate, UDL Laboratories, Inc., Rockford, IL, USA)
every 12h for the entire duration of each protocol, starting after reperfusion.
Buprenorphine (0.03 mg/kg) and cefazoline (25 mg/kg) were additionally adminis-
tered every 12h in all animals.

2.3. Non-invasive MRI protocol

For the MRI studies, pigs were anesthetized by intramuscular injection of ketamine,
xylazine, and atropine. Anaesthesia was maintained by continuous propofol i.v.
infusion, and animals were kept under mechanical ventilation. MRI studies were
performed with a 1.5T magnet (Magneton Sonata®, Siemens Medical Solutions,
Erlangen, Germany) by operators blinded to the study arm, following a protocol
previously reported [1]. In summary, images were acquired with electrocardiographic
gating and during suspended respiration. First, contiguous short-axis cine images
covering the LV from base to apex (slice thickness 6 mm, no gap) were acquired for the
quantification of functional LV parameters. Oedema imaging (for the quantification of
area of myocardium at-risk) [10] was performed with a T2-weighted, triple inversion-
recovery fast spin-echo sequence. Delayed enhancement (DE) imaging was performed
15min after the administration of 0.2 mmol/kg of gadopentate dimeglumine using an
inversion-recovery fast gradient echo sequence. The slice positions for both T2-

weighted and DE acquisitions matched those of the cine images. Detailed imaging
parameters have been previously reported [1].

2.4. MRI data analysis

All MRI images were analyzed blinded to the study allocation. LV function analysis
was performed using dedicated software (Argus®, Siemens Medical Solutions).
Epicardial and endocardial borders were traced in each cine image to obtain LV end-
diastolic volume (LVEDV), end-systolic volume (LVESV) and LVEF. The area of
myocardium at-risk was defined as the extent of the LV demonstrating high signal
intensity on T2-weighted images [11]. MI size was quantified from the extent of
abnormal DE [12]. Oedema and DE were defined as those myocardial regions
demonstrating signal intensity 3 standard deviations above the average signal of
normal, remote myocardium, and quantified as previously validated by using prototype
analysis software (VPT®, Siemens Corporate Research, New Jersey) [1]. MI size and
salvaged myocardium are expressed as percentage of the area of myocardium at-risk
and/or the LV. See Fig. 1.

2.5. Reperfusion injury analysis

Reperfusion injury was examined by studying 3 different processes: 1) myocardial
inflammation (neutrophil infiltration in the ischemic area) [13], 2) myocardial apoptosis
[9], and 3) activation of kinase Akt, a protein representative of the Reperfusion Injury
Salvage Kinase (RISK) pathway [14]. Twenty-four hours after reperfusion, twelve animals
(4 in each group) were heparinised (1001U/kg) and euthanized with pentobarbital
(Sleepaway®, Fort Dodge. 75 mg/kg). The LAD was re-occluded (immediately distal to the
first diagonal branch), and hearts retro-perfused with Evans Blue. Small pieces from the
ischemic myocardium (negative for Evans Blue) were cut, washed carefully in sterile PBS
and immediately frozen in liquid nitrogen and stored at —80 °C until processed for
myeloperoxidase (MPO) activity and protein expression.

Neutrophil infiltration of the ischemic area was determined by semi-quantitative
colorimetric determination of MPO activity by using a commercially available kit
(Myeloperoxidase Assay Kit, CytoStore, Calgary, Alberta, Canada). Frozen myocardial
tissue was pulverized and 50 g of tissue were weighed and homogenized in the
sample buffer enclosed in the kit. After adding the development reagent, the absorbance
(at 450 nm) was measured at 1 min intervals. Results are expressed as MPO units per mg
of tissue. Apoptosis was measured by assessing the protein expression of cleaved caspase-
3. Finally, Phospho-Akt (P-Akt) protein levels were assessed in order to explore the degree
of activation of the RISK pathway.

Protein expression was performed by Western blot analyses as previously reported
[15]. Antibodies were purchased from StressGen (caspase-3) and cell signaling (P-Akt).

2.6. Statistical analysis

Data are expressed as mean = standard error of the mean. Statistical comparisons
of means were made by ANOVA. When differences were found, Turkey's multiple pair
wise comparisons tests were performed. A value of p<0.05 (two-tailed) was
considered statistically significant. All statistical analyses were performed with the
statistical software package SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). The authors had full
access to the data and take responsibility for its integrity. All authors have read and
agree to the manuscript as written.

3. Results

All three groups showed a similar mean heart rate during the
procedure (6642, 6943 and 66+ 3bpm for the pre-reperfusion-,
post-reperfusion-metoprolol and placebo groups, respectively; P = NS).

Fig. 1. Visualization of cardioprotection by magnetic resonance imaging (MRI). MRI short axis images obtained at the same left ventricular level 3 days after MI induction in a pre-
reperfusion-metoprolol-treated animal. Panel A shows a T2-weighted, fast spin-echo image, where the hyperintense area indicates the presence of edema. Panel B shows a delayed
enhancement image after contrast administration, depicting the infarcted area (bright). In panel C, the area at risk (edema, blue) and infarcted area (red inside the blue region)
shown in panels A and B are merged. Non-ischemic myocardium is shown in yellow. Note the large salvaged myocardium (blue area surrounding the infarcted red zone).
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Table 1
Magnetic resonance imaging-derived parameters.
Pre-reperfusion-  Post-reperfusion- Placebo
metoprolol metoprolol
LVEDV (ml) 92+5 97+7 116 +£12
LVESV (ml) 58+2 63+6 75+13
LVEF (%) 36.2+29 353+3.6 343453
Myocardium at-risk (% of LV) 37.6+2.1 40.1+4.3 BYAIEERO)
Salvaged myocardium 30.8 £4.0%F 13.1+6.2 74+32

(% of myocardium at-risk)

LV: left ventricle; LVEDV: left ventricular end-diastolic volume; LVEF: left ventricular
ejection fraction; LVESV: left ventricular end-systolic volume.

*p=0.04 vs. post-reperfusion-metoprolol group. {p = 0.005 vs. placebo group.

All other p values were not significant.

Data is expressed as mean + standard error of the mean. N=18 (6 per group).

3.1. Effect of different regimes of metoprolol administration on LV
function and myocardial salvage

The results of MRI-derived parameters are presented in Table 1. In
summary, there were no significant differences in LV volumes or LV
ejection fraction (LVEF) 72h post-MI amongst the 3 study groups.
Similarly, the extent of myocardium at-risk did not significantly differ.
Myocardial salvage was significantly larger only in the pre-reperfusion-
metoprolol group. The extent of salvaged myocardium was 31 4-4% of
the area at risk in the pre-reperfusion-metoprolol group, compared to
13+ 6% in the post-reperfusion-metoprolol group (p=0.04 vs. pre-
reperfusion-metoprolol) and 7 4- 3% in placebo group (p = 0.005 vs. pre-
reperfusion-metoprolol). There were no statistically significant differ-
ences in myocardial salvage between the post-reperfusion-metoprolol
and placebo groups. See Fig. 2.

3.2. Effect of different regimes of metoprolol administration on
reperfusion injury

Neutrophil-related inflammation was significantly lower in the pre-
reperfusion-metoprolol group compared with the other two groups:
0.274+0.02 MPO units in pre-reperfusion-metoprolol, 0.56 + 0.05
in post-reperfusion-metoprolol (p=0.016 vs. pre-reperfusion-meto-
prolol), and 0.54+0.02 in placebo (p=0.036 vs. pre-reperfusion-
metoprolol). There were no significant differences between the post-
reperfusion-metoprolol and placebo groups. See Fig. 3.

A similar effect was observed for rates of apoptosis in the ischemic
myocardium. Animals allocated to the pre-reperfusion-metoprolol
group showed significantly lower levels of cleaved caspase-3 in the
ischemic area compared to the other two groups: 115 49 arbitrary units
in pre-reperfusion-metoprolol, 153 &+ 15 in post-reperfusion-metopro-
lol (p<0.001 vs. pre-reperfusion-metoprolol), and 149 +4 in placebo
(p<0.01 vs. pre-reperfusion-metoprolol). Again, there were no signif-
icant differences between the post-reperfusion-metoprolol and placebo
groups, See Fig. 4.

Salvaged Myocardium
p=0.005

40
30
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0 T T

Post-reperfusion
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— p=004 — — p=08 —

%o of Area at Risk
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Metoprolol Placebo
Fig. 2. MRI-based quantification of salvaged myocardium. Data is expressed as mean +
standard error of the mean. N=18 (6 per group).
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Fig. 3. Neutrophil infiltration in the ischemic area. Myeloperoxidase (MPO) activity was
determined by semi-quantitative colorimetric determination. Data is expressed as
mean + standard error of the mean of MPO activity units. N=12 (4 per group).

Conversely, the pre-reperfusion administration of metoprolol
resulted in a significantly higher degree of RISK pathway activation,
as evaluated by P-Akt protein expression. Levels of P-Akt in the pre-
reperfusion-metoprolol group were significantly higher compared to
the other 2 groups: 118+9, 9143, and 9645 arbitrary units
respectively. Differences were significant between the pre-reperfu-
sion-metoprolol group and the other 2 groups (p <0.001 and p<0.01
respectively), but not between the post-reperfusion-metoprolol and
placebo groups. See Fig. 4.
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Fig. 4. Protein expression of markers of reperfusion injury. Western blotting (Panel A),

and its quantification by densitometric units (Panel B, expressed as mean + standard

error of the mean) of phospho-Akt and cleaved caspase-3 in animals allocated to the

pre-reperfusion-metoprolol, post-reperfusion-metoprolol and placebo. See also text.

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH). N=12 (4 per group).
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4. Discussion

Myocardial infarct size has been shown to be a strong predictor of
cardiovascular events [16]. Beyond early reperfusion (the major
determinant of cardioprotection [17]), therapies that can reduce the
size of MI are strongly needed [18].

{3-blockers are of clinical value in the setting of acute MI, with a large
body of evidence showing mortality reductions when administered early
[19]. The use of oral B-blockade constitutes a class I indication in clinical
practice guidelines [20]; however, its i.v. administration during the acute
phase of MI has not been universally adopted [21,22]. Furthermore, due to
the current lack of substantiation of benefits, the early iv. route of
administration has been recently discouraged [2,4]. The cardioprotective
effect of many interventions has been shown to be restricted to its
administration either before or at early stages of reperfusion. Following
our previous observation the administration of metoprolol increases
myocardial salvage [1], we wanted to investigate whether its cardiopro-
tective effect was restricted to its administration before reperfusion. Using
state-of-the-art MRI, we have found that the pre-reperfusion administra-
tion of iv. metoprolol results in a significant ~2.5-fold increase in
myocardial salvage in comparison with its oral administration only after
reperfusion. To the best of our knowledge, this is the first study
systematically comparing the pre-reperfusion 3-blocker administration
vs. the oral post-reperfusion route of administration.

In the human setting, the impact of prior 3-blockade on MI size was
analyzed by Sharma et al. [23]. They showed that patients that were
already on R-blockers before an AMI had consistently smaller Mls than
those who were not on 3-blockers before the ischemic event. Even though
these results, added to the pre-clinical data of the current study, might
represent an argument to prescribe 3-blockers in high risk patients, its
practical value is unknown. Conversely, the impact of iv. 3-blockade
before reperfusion (and after AMI initiation) was studied in a post-hoc
retrospective analysis of the CADILLAC (Controlled Abciximab and Device
Investigation to Lower Late Angioplasty Complications) trial [3]. Despite
there was no assessment of MI size, the 30-mortality was significantly
lower in the group of patients receiving i.v. 3-blockers before reperfusion
[3]. In addition, the myocardial recovery at 7 months was significantly
improved in the pre-reperfusion i.v. 3-blocker patients [3]. Our results are
in agreement with these, showing that the timing of 3-blocker initiation
has a significant impact on the final size of MI, being the latter a strong
predictor of cardiovascular events [16]. If our results are replicated in the
clinical area, the timing and route of administration of 3-blockers might
be revisited for patients with no contraindications.

The mechanism by which metoprolol is cardioprotective remains
unknown. Potential mechanisms include the reduction of oxygen
demand, secondary to heart rate reduction during ongoing ischemia,
the increase of collateral flow or the reduction of reperfusion injury. In a
previous study we observed that the MI reduction granted by metoprolol
was independent to its negative chronotropic effect [1] in an animal
model lacking collateral coronary blood flow [24]. Here, we have
confirmed that the effect on myocardial salvage is independent to the
heart rate achieved during ischemia, which was similar in all 3 groups. The
similar heart rate in all 3 groups, regardless metoprolol infusion, was due
to the administration of amiodarone as prophylaxis for malignant
ventricular arrhtymias. Therefore, we speculated that metoprolol could
reduce the extent of necrosis via reduction of reperfusion injury. Early
neutrophil infiltration and myocardial apoptosis are among the specific
pathological events associated with reperfusion injury in various organs,
including heart, brain and kidney [8,9,13,25,26]. Conversely, the acti-
vation of a “programmed defense mechanism” called the RISK pathway
protects the myocardium from reperfusion injury. The degree of
activation of this pathway modulates the extent of myocardial salvage
and thus the resulting MI size [14,27].

We observed that myocardial neutrophil infiltration was signifi-
cantly reduced only in the pre-reperfusion-metoprolol group. These
results suggest anti-inflammatory effects of metoprolol in ischemia-

reperfusion injury, in agreement with similar observations reported
after spinal cord trauma [6]. Furthermore, previous in vitro studies
have evidenced the inhibition of neutrophils chemotaxis by meto-
prolol [5], suggesting a direct effect of the latter on neutrophils. Even
though early neutrophil infiltration is considered a specific feature of
ischemia/reperfusion injury, it cannot be completely ruled out that
the lower inflammation was the result of a reduced ischemic insult.
In addition, we have found a significant reduction in the protein
expression of cleaved caspase-3, suggesting a reduction in myocardial
apoptotic death when metoprolol is initiated before reperfusion.
Apoptotic cell death after an acute MI is a recognized phenomenon
linked to reperfusion [26]. In fact, the administration of inhibitors of
apoptosis after the onset of ischemia but before reperfusion has been
shown to limit MI size [28]. This effect is not restricted to the heart.
Daemen and colleagues proved that the pre-reperfusion administration
of a caspase-inhibitor diminished the reperfusion injury in a model of
renal ischemia. Interestingly, when the caspase-inhibitor was admin-
istered few hours after reperfusion, these reno-protective effects were
completely abrogated [8]. In our work, when metoprolol was admin-
istered after reperfusion, its salutary effects on apoptosis limitation were
also abrogated. The antiapoptotic activity of metoprolol has been also
shown in experimental models of heart failure [7]. Our results confirm
the antiapoptotic properties of metoprolol in different cardiac condi-
tions. In this regard, another 3-blocker, carvedilol, has been shown to
prevent the myocardial ischemia/reperfusion-induced apoptosis in a
rabbit model of MI when administered before coronary reperfusion [29].
Our results confirm the latter by showing the anti reperfusion-induced
apoptotic myocardial death by a different 3-blocker agent. Altogether,
our results suggest that the administration of metoprolol during
ongoing ischemia may reduce the ischemia-reperfusion injury, con-
tributing to the infarct size reduction achieved by metoprolol.

5. Conclusions

In an animal model of acute myocardial infarction, we have studied
the effect of metoprolol on myocardial infarct size and on suspected
markers of reperfusion injury. Here we show that the cardioprotective
effect of metoprolol, as evaluated 3 days post-AMI, is restricted to its
administration prior to reperfusion (during ongoing ischemia). The
cardioprotection granted by the intravenous pre-reperfusion-metopro-
lol administration was associated with a significant reduction in
myocardial apoptosis and neutrophil infiltration, suggesting that
metoprolol's cardioprotective effects could be mediated, at least in
part, via reduction in reperfusion injury. If confirmed in human studies,
the timing and route of 3-blockade in acute myocardial infarction might
be revisited.
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