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RESUMO

Introdução: O bloqueio da via do TNF-α como
abordagem terapêutica da insuficiência

cardíaca pós-enfarte é actualmente um assunto
controverso uma vez que os resultados obtidos

em ensaios clínicos têm sido contraditórios.
Contudo, o seu interesse na insuficiência

cardíaca (IC) secundária à hipertensão
pulmonar (HTP) permanece por esclarecer. De
facto, ratos transgénicos que sobre-expressam

TNF-α desenvolvem HTP. O objectivo deste
trabalho foi avaliar os efeitos morfológicos e

hemodinâmicos da administração de um
anticorpo monoclonal anti-TNF-α (etanercept)

em ratos com hipertensão pulmonar induzida
pela monocrotalina (MCT).

Material e métodos: Ratos Wistar adultos
machos foram injectados com MCT (60 mg/Kg,
sc) ou apenas o veículo (dia 0). Um dia depois,
os animais foram tratados aleatoriamente com

etanercept (Etc; 0,03 mg/Kg sc, 3 vezes por
semana) ou com volume similar de veículo. O
desenho do estudo resultou em 4 grupos: Ctrl
(n=6), Ctrl+Etc (n=6), MCT (n=6) e MCT+Etc

(n=6). Em D22-23, procedeu-se à
instrumentação cardíaca com registo de
pressões sistólica (Psist) e telediastólica

(Ptele), dP/dtmax e constante de tempo de
relaxamento (Tau) do ventrículo direito (VD).

No final de cada experiência foram colhidos e
pesados coração e pulmões.

Resultados / Conclusão: A administração
crónica de etanercept induziu uma pequena

melhoria da velocidade de relaxamento, sem,
no entanto, melhorar os restantes parâmetros

hemodinâmicos, incluindo o grau de HTP, nem
modificar a hipertrofia VD. Estes resultados

apontam no sentido do bloqueio da via do

ABSTRACT

Effects of TNF-α Blockade in
Monocrotaline-induced Pulmonary
Hypertension

Introduction: TNF-alpha blockade in ischemic
heart failure is still the subject of debate since
clinical trials show conflicting results.
However, its benefit in heart failure secondary
to pulmonary hypertension has yet to be
determined. It has been reported that
transgenic rats overexpressing TNF-alpha
develop pulmonary hypertension.
The aim of this study was to assess the
morphologic and hemodynamic effects of
administration of an anti-TNF-alpha
monoclonal antibody (etanercept) in rats with
monocrotaline (MCT)-induced pulmonary
hypertension.
Methods: Adult Wistar rats were injected with
MCT (60 mg/kg sc), or vehicle only (day 0).
Beginning one day later, the animals were
randomly treated with etanercept (ETC, 0.03
mg/kg sc, three times a week) or with a similar
volume of vehicle. The study thus had four
groups: Ctrl (n=6), Ctrl+ETC (n=6), MCT (n=6)
and MCT+ETC (n=6). On days 22-23, the rats
were instrumented to record right ventricular
systolic and end-diastolic pressures, dP/dtmax
and tau. At the end of each experiment the
heart and lungs were weighed.
Results and Conclusions: Chronic
administration of etanercept induced only a
slight increase in relaxation velocity, with no
effect on other hemodynamic parameters,
including pulmonary hypertension, and no
reduction in right ventricular hypertrophy.
These results suggest that etanercept does not
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INTRODUÇÃO

Ahipertensão pulmonar (HTP) primária é uma
entidade clínica que cursa com um

prognóstico reservado uma vez que a sua
fisiopatologia permanece por esclarecer e as
opções terapêuticas disponíveis continuam a
ser limitadas. O aumento de pós-carga,
particularmente sobre o ventrículo direito (VD),
condiciona mecanismos de adaptação que, apesar
de numa fase precoce se revelarem eficazes, não
impedem a progressão para insuficiência
cardíaca global. A hipertensão pulmonar pode
estar associada a alterações inflamatórias. Em
particular, a HTP surge com frequência associada
a doenças do tecido conjuntivo e à infecção pelo
HIV (1). É sabido que no modelo de HTP induzida
pela MCT, as alterações inflamatórias estão
presentes precocemente, dado que a lesão inicial
é uma endarterite obliterativa das arteríolas
pulmonares (2); Por outro lado, ratinhos
transgénicos que sobreexpressam TNF-alfa
apresentam hipertensão pulmonar (3). A infusão
crónica de TNF-alfa é suficiente para mimetizar
alguns dos aspectos da IC, nomeadamente a
disfunção ventricular progressiva, degradação
do colagénio fibrilhar, e hipertrofia dos
cardiomiócitos, sendo que algumas destas
alterações são revertidas pela administração
de um antagonista do TNF-alfa (4, 5).

O interesse na utilização de agentes anti-
-inflamatórios na Insuficiência Cardíaca (IC)
surgiu com a descoberta de níveis elevados
de citocinas pró-inflamatórias nesta entidade
clínica, a saber o TNF-alfa, a IL-1 e a IL-6 (6). No
caso concreto do TNF-alfa, estão já bem
documentados os seus efeitos inotrópicos
negativos, a sua acção proapoptótica e a sua
influência na remodelagem miocárdica,
induzindo hipertrofia (4, 6). O miocárdio normal não
contém TNF-alfa mas expressa os seus dois
receptores (receptor TNF 1 e 2); no entanto, no

INTRODUCTION

Primary pulmonary hypertension (PHT) is a
clinical entity with poor prognosis since its
pathophysiology has yet to be clarified and
therapeutic options are limited. Increased
afterload, particularly right ventricular (RV),
triggers adaptive mechanisms that, while
effective in the early stages, do not prevent
progression to global heart failure. PHT can be
associated with inflammation, particularly
arising from connective tissue disease and HIV
infection (1). In a model of monocrotaline
(MCT)-induced PHT, inflammation is present
early on, since the initial lesion is obliterative
endarteritis of the pulmonary arterioles (2).
Furthermore, transgenic rats overexpressing
tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) develop
pulmonary hypertension (3). Chronic infusion of
TNF-α is sufficient to mimic certain aspects
of heart failure (HF), including progressive
ventricular dysfunction, degradation of fibrillar
collagen and cardiomyocyte hypertrophy, some
of which can be reversed by administration of a
TNF-α blocker (4, 5).

Interest in the use of anti-inflammatory agents
in HF has increased with the discovery of high
levels of pro-inflammatory cytokines in this
disease, notably TNF-α, IL-1 and IL-6 (6). In
the case of TNF-α, its negative inotropic
effects, pro-apoptotic action and influence on
hypertrophy from myocardial remodeling are
well  documented (4, 6). Normal myocardium does
not contain TNF-α but does express its two
receptors (TNF 1 and 2); however, there is
increased expression of TNF-α in the failing
heart, with decreased expression of its receptors
and shedding of membrane receptors into the
circulation (6). Although initial studies produced
encouraging results, subsequent works showed
anticytokine agents to be ineffective and even
harmful (7).342
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TNF-α não induzir uma melhoria substancial
da IC secundária à HTP.
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lead to a significant improvement in heart
failure secondary to pulmonary hypertension.
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coração insuficiente há um aumento da expressão
de TNF-α, registando-se uma diminuição da
expressão dos seus receptores com libertação dos
receptores membranares para a circulação. (6)

Apesar dos estudos iniciais terem fornecido
resultados animadores, trabalhos posteriores
revelaram uma acção ineficaz e mesmo deletéria
destes agentes (7). 

O etanercept é um receptor TNF-alfa
recombinante humano que se liga ao TNF alfa
circulante e o inactiva funcionalmente ao inibir a
sua ligação aos seus receptores nas membranas
celulares; consequentemente as suas acções pró-
-inflamatórias são atenuadas. Trata-se de um
fármaco administrado por via subcutânea, que é
absorvido paulatinamente a partir do local de
injecção, atingindo concentrações máximas após
48 a 60 horas; é também eliminado lentamente
pelo organismo, tendo um tempo de semi-vida
que varia entre 70 e 100 horas. Daí resulta que a
sua administração não necessita de ser diária (8). 

O objectivo deste trabalho foi avaliar os
efeitos morfológicos e hemodinâmicos da
administração de um anticorpo monoclonal anti-
-TNF-α (etanercept) em ratos com hipertensão
pulmonar induzida pela monocrotalina (MCT).

MATERIAL E MÉTODOS

Este trabalho respeita a Directiva Europeia
86/609, transposta para o direito nacional pelo
D.L. 129/92 de 6 de Junho e Portaria 1005/92 de
23 de Outubro e está de acordo com o Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals
publicado pelos Institutos Nacionais de Saúde
dos EUA (NIH Publication No. 85-23, revisto em
1996).

Ratos Wistar adultos machos (peso 150 g)
foram aleatoriamente injectados com MCT (60
mg/Kg, sc, Sigma; Barcelona; Espanha) ou com o
mesmo volume de veículo (dia 0). Um dia depois,
os animais foram tratados aleatoriamente com
etanercept (Etc; 0,03 mg/Kg sc, 3 vezes por
semana, Wyeth) ou com volume similar de
veículo. As doses de etanercept foram calculadas
com base em estudos em modelos de ratinho (9). O
desenho do estudo resultou em 4 grupos: Ctrl
(n=6), Ctrl+Etc (n=6), MCT (n=6) e MCT+Etc
(n=6). Em D22-23, procedeu-se à instrumentação
cardíaca. Os animais foram anestesiados com
pentobarbital (6 mg/100g, ip) e colocados sobre

Etanercept (ETC) is a human recombinant
TNF-α receptor that binds to circulating TNF-α
and functionally inhibits its action by blocking
binding to cell membrane receptors, thus
weakening its pro-inflammatory action. The drug
is administered subcutaneously and is slowly
absorbed from the injection site, reaching
maximum concentrations after 48-60 hours; it
is also eliminated slowly from the body, with a
half-life of 70 to 100 hours, and so does not need
to be administered daily (8).

The aim of this study was to assess the
morphologic and hemodynamic effects of
administration of an anti-TNF-α monoclonal
antibody (etanercept) in rats with MCT-induced
pulmonary hypertension.

METHODS

The study was performed in accordance with
European Directive 86/609, passed into
Portuguese law by Decree-Law 129/92 and Bylaw
1005/92, and with the US National Institutes of
Health Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals (NIH Publication No. 85-23, revised
1996).

Adult male Wistar rats (weight 150 g) were
randomly injected with MCT (60 mg/kg sc;
Sigma, Barcelona, Spain) or the same volume of
vehicle (day 0). Beginning one day later, the
animals were randomly treated with ETC (0.03
mg/kg sc, three times a week; Wyeth) or with a
similar volume of vehicle. The doses of ETC were
calculated based on studies in murine models (9).
The study thus had four groups: Ctrl (n=6),
Ctrl+ETC (n=6), MCT (n=6) and MCT+ETC
(n=6). On days 22-23, the animals were
anesthetized with pentobarbital (6 mg/100 g ip)
and placed over a heating pad to maintain body
temperature at 36-38 ºC. They were then
tracheostomized for mechanical ventilation
(Harvard Small Animal Ventilator, Model 683)
with oxygen-enriched air. To compensate for
perioperative fluid losses, a jugular vein was
cannulated for continuous infusion of saline
solution (0.9% NaCl, 10 ml/h). A median
sternotomy was then performed and the
pericardium opened. Finally, the animals were
instrumented to record right ventricular (RV) and
left ventricular (LV) pressures using a 2F high-
fidelity micromanometer (SPR-324 Millar 343
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uma placa aquecida para manter a temperatura
corporal entre 36-38 ºC. Os animais foram, então
traqueostomizados e ventilados mecanicamente
(Harvard Small Animal Ventilator, Model 683)
com ar enriquecido em oxigénio. Para compensar
as perdas peri operatórias de líquidos,
cateterizou-se uma veia jugular e iniciou-se
uma perfusão contínua de soro fisiológico
(0,9%  NaCl, 10 mL/h). De seguida, efectuou-se
uma esternotomia mediana e abriu-se o
pericárdio. Finalmente, procedeu se à
instrumentação cardíaca para o registo das
pressões ventriculares direita (VD) e esquerda
(VE) através de um micromanómetro
2F de alta-fidelidade (SPR-324 Millar
Instruments) inserido em cada uma das
cavidades ventriculares. Após a instrumentação,
a preparação animal estabilizou durante cerca
de 10 minutos. As aquisições foram efectua-
das com a respiração suspensa no final da
expiração. A conversão digital dos dados foi
efectuada a uma frequência de 1000 Hz. Foram
posteriormente determinados e analisados os
seguintes parâmetros de função ventricular:
pressão telediastólica (PTD; mmHg); pressão
sistólica máxima (Pmax; mmHg); velocidades
máximas de subida e de queda da pressão
(dP/dtmax e dP/dtmin, respectivamente;
mmHg/s). A velocidade de relaxamento foi
determinada pela constante de tempo Tau.

Após os registos hemodinâmicos estarem
completos, os animais foram sacrificados
através da perfusão de KCl 7,5% pelo cateter
venoso central. Procedeu-se à exérese e
pesagem do coração e dos pulmões. A parede
livre do VD foi dissecada do VE sob controlo
microscópico (x3,5) e foi pesada separadamente.
Os pesos do coração, pulmão, VD, VE+septo
(VE+S) foram normalizados para o peso
corporal. Adicionalmente, o peso do ventrículo
direito foi normalizado para o peso do VE+S.

Separadamente, procedeu-se à análise da
sobrevida. Ratos Wistar com as mesmas
características dos grupos de instrumentação
foram aleatoriamente injectados com MCT (60
mg/Kg, sc, Sigma; Barcelona; Espanha) ou com o
mesmo volume de veículo (dia 0). Um dia depois,
os animais foram tratados aleatoriamente com
etanercept (Etc; 0,03 mg/Kg sc, 3 vezes por
semana, Wyeth) ou com volume similar de
veículo. O desenho do estudo de sobrevida
resultou em 3 grupos: Ctrl+Etc (n=7), MCT (n=7)

Instruments) inserted into each ventricular cavity.
After instrumentation, the animal preparation
was allowed to stabilize for around ten minutes.
Recordings were made with respiration
suspended at end-expiration. Digital conversion
of the data was performed at a frequency of 1000
Hz. The following parameters of ventricular
function were measured and analyzed: end-
diastolic pressure (PED; mmHg); peak systolic
pressure (Pmax; mmHg); peak rates of pressure
rise and pressure fall (dP/dtmax and dP/dtmin
respectively; mmHg/s). Relaxation velocity was
calculated with the time constant tau.

Once hemodynamic recordings were
completed, the animals were sacrificed by
perfusion of 7.5% KCl through the central venous
catheter. The heart and lungs were excised and
weighed. Under microscopic magnification (x
3.5), the RV free wall was dissected from the LV
and weighed separately. Heart, lung, RV,
LV+septum (LV+S) weights were normalized to
body weight. In addition, RV weight was
normalized to that of LV+S.

A separate survival analysis was performed.
Wistar rats with the same characteristics as the
instrumented group were randomly injected with
MCT (60 mg/kg sc; Sigma, Barcelona, Spain) or a
similar volume of vehicle (day 0). Beginning one
day later, the animals were randomly treated with
etanercept (0.03 mg/kg sc, three times a week;
Wyeth) or an equal volume of vehicle. The
survival study thus had three groups: Ctrl+ETC
(n=7), MCT (n=7) and MCT+ETC (n=7).
Mortality was recorded up to day 35.

The results are presented as means ± standard
error. The groups were compared using two-way
ANOVA. The level of significance was set at
p<0.05.

RESULTS

Morphometry
Data on cardiac and somatic growth are

summarized in Table I. Etanercept did not reverse
the changes caused by administration of MCT.

Hemodynamics
Hemodynamic results are presented in Table

II and Figure 1. Peak RV systolic pressure, a
measure of the extent of PHT, was significantly
higher in the MCT and MCT+ETC groups.344
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e MCT+Etc (n=7). Registou-se a mortalidade até
D35.

Os resultados estão apresentados como média
± erro padrão. A comparação entre os grupos foi
feita utilizando Two-Way ANOVA. Estabeleceu-
-se como nível de significância p<0,05.

RESULTADOS

Morfometria
Os resultados referentes ao crescimento

cardíaco e somático estão sumariados na tabela 1.
A administração de Etanercept não reverteu as
alterações causadas pela administração de MCT.

Hemodinâmica
Os resultados hemodinâmicos estão

apresentados na tabela 2 e na figura 1. A
pressão sistólica VD máxima, utilizada para
estimar o grau de HTP, está significativamente
aumentada nos grupos MCT e MCT+Etc. A
administração de MCT provocou também um
aumento significativo no dP/dtmax VD e na
constante de tempo Tau. Nenhum destes

Administration of MCT also caused a significant
rise in RV dP/dtmax and the time constant tau.
None of these parameters underwent statistically
significant changes with administration of
etanercept. It should be noted, however, that
there was a tendency for tau to normalize.

Survival
Administration of MCT led to high mortality

(14% at day 25, 50% at day 30 and 64% at day
35), and etanercept increased mortality (14% at
day 25, 79% at day 30 and 86% at day 35),
although the differences were not statistically
significant.

DISCUSSION

In this work we describe the effects of chronic
administration of etanercept in a model of
monocrotaline-induced pulmonary hypertension.
TNF-α blockade did not change the main
hemodynamic characteristics in this model or
improve survival.

Levels of myocardial TNF-α are elevated in 345
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Ctrl

0,274±0,005

3,077±0,05

0,456±0,037

1,941±0,091

0,234±0,013

4,812±0,175

Ctrl+Etc

0,318±0,006

2,903±0,09

0,502±0,018

1,975±0,060

0,255±0,010

4,615±0,102

MCT

0,230±0,009 a

3,807±0,14 a

0,989±0,124 a

2,220±0,032

0,447±0,058 a

8,823±0,492 a

MCT+Etc

0,245±0,005 b

3,639±0,18 b

0,984±0,088 b

2,128±0,069

0,460±0,033 b

8,158±0,745 b

Peso corporal, Kg

Peso coração/peso corporal, g/Kg

Peso VD/peso corporal, g/Kg

Peso VE+S/peso corporal, g/Kg

Peso VD/peso VE+S, g/g

Peso pulmão/peso corporal, g/Kg

Body weight, kg

Heart weight/body weight, g/kg

RV weight/body weight, g/kg

LV+S weight/body weight, g/kg

RV weight/LV+S weight, g/g

Lung weight/body weight, g/kg

Tabela 1
Efeitos morfométricos do Etanercept (p <0,05; a vs Ctrl, b vs Ctrl+Etc).

Table 1
Morphologic effects of etanercept

ETC: etanercept; MCT: monocrotaline; RV: right ventricle; LV+S: left ventricle + septum. p<0.05; a: vs. Ctrl; b: vs. Ctrl+ETC.

Ctrl

21.4±0.7

834±88

-860±121

0.8±0.4

13±2

Ctrl+Etc

18±1.0

850±61

-648±64

1.2±0.5

14±1

MCT

29.4±3.6 a

1089±112 a

-942±159

1.2±0.4

22±2 a

MCT+Etc

26.8±1.5 b

1072±76 b

-947±103

2.0±0.8

17±2

Psist, mmHg

dP/dtmax, mmHg/s

dP/dtmin, mmHg/s

Ptele, mmHg

Tau, ms

Tabela 2
Efeitos do etanercept nos parâmetros hemodinâmicos do ventrículo direito (p <0,05; a vs Ctrl, b vs Ctrl+Etc). 

Table 2
Effect of etanercept on right ventricular hemodynamic parameters 

ETC: etanercept; MCT: monocrotaline. p<0.05; a: vs. Ctrl; b: vs. Ctrl+ETC

Systolic pressure, mmHg

dP/dtmax, mmHg/s

dP/dtmin, mmHg/s

End-diastolic pressure, mmHg

Tau, ms



parâmetros sofreu alterações estatisticamente
significativas com a administração de etanercept.
Saliente-se, no entanto, uma tendência para a
normalização da constante de tempo Tau.

Sobrevida
A administração de MCT provocou uma

mortalidade elevada (14% a D25, 50% a D30 e
64% a D35). A administração de etanercept
conduziu a um aumento da mortalidade (14%
em D25, 79% em D30 e 86% em D35) embora
as diferenças não sejam estatisticamente
significativas. 

Discussão
Neste trabalho descrevemos os efeitos da

administração crónica de etanercept no modelo
de hipertensão pulmonar induzida pela MCT.
O antagonismo do TNF alfa não modificou
as principais alterações hemodinâmicas
características deste modelo nem melhorou a
sobrevida. 

Os níveis de TNF-alfa miocárdicos
encontram-se elevados nos casos de IC grave mas
normais em doentes com IC ligeira, o que
provavelmente significa que este aumento é
parte de uma cascata de eventos que contribuem
para a progressão e exacerbação da doença (10).
Por outro lado, o TNF alfa pode estimular
o crescimento celular e proteger os
cardiomiócitos da hipoxia. Adicionalmente,
estudos in vivo demonstraram que o TNF-alfa

cases of severe HF but normal in patients with
mild HF, which implies that the increase is part
of a cascade of events contributing to progression
of the disease (10). On the other hand, TNF-α may
stimulate cell growth and protect cardiomyocytes
from hypoxia. In vivo studies have demonstrated
that TNF-α induces a biphasic cardiovascular
response: it triggers an initial positive inotropic
and lusitropic response, and then causes severe
and sustained systolic and diastolic dysfunction.
It is thus possible that low TNF-α levels have a
cardioprotective effect in the initial phase and
that subsequent higher levels have harmful
cardiovascular effects. TNF-α blockade could
therefore be counterproductive in the early stages
of HF. The TNF-α pathway appears to be
important in HF but it has yet to be determined
whether blockade is beneficial. Etanercept acts
as a transport protein that stabilizes TNF-α; it is
highly specific, with no cross-reactivity with any
other known cytokine. Given the redundancy in
the immune system, suppressing TNF-α may be
counterbalanced by an increase in other pro-
inflammatory cytokines (7). In this study, TNF-α
was suppressed for three and five weeks. There
were no statistically significant differences at
three weeks in any of the morphometric or
hemodynamic parameters analyzed. There was
also no significant difference in survival at five
weeks between the animals treated with
etanercept and those receiving vehicle only, and
there was actually a tendency for increased346
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Figura 1. Efeito da administração de etanercept na pressão sistólica máxima (Pmax) e na constante de tempo de relaxamento
isovolumétrico Tau do ventrículo direito (p <0,05; * vs Ctrl; vs † Ctrl+Etc).

Figure 1. Effect of etanercept on peak right ventricular systolic pressure (RVPmax) and isovolumic relaxation time (tau) (p<0.05; * vs.
Ctrl; † vs. Ctrl+ETC).



induz uma resposta cardiovascular bifásica:
inicialmente provoca uma resposta inotrópica
e lusitrópica positiva, e depois induz disfunção
sistólica e diastólica grave e sustentada. Desta
forma, é plausível que níveis baixos de TNF-
-alfa tenham um efeito cardioprotector numa
fase precoce e que mais tardiamente, em níveis
mais elevados, tenham um efeito cardio-
vascular deletério. Deste modo, o antagonismo
do TNF-alfa numa fase inicial da IC poderá ser
contraproducente. De facto, a via do TNF-alfa
parece ser importante na IC, mas permanece por
esclarecer se o seu antogonismo apresenta
algum benefício. O etanercept funciona como
uma proteína transportadora que estabiliza o
TNF alfa e é altamente específico, não
apresentando reactividade cruzada com qualquer
outra citocina conhecida. Como o sistema
imunitário é redundante, a supressão do TNF
alfa poderá ser contrabalançada pelo aumento
de outras citocinas pró-inflamatórias (7). Neste
estudo, induzimos um antagonismo do TNF-
-alfa durante 3 e 5 semanas. Às 3 semanas
não obtivemos diferenças estatisticamente
significativas em nenhum dos parâmetros mor-
fométricos ou hemodinâmicos analisados. Às 5
semanas também a sobrevida não foi diferente
entre os animais tratados com etanercept e com
veículo, havendo até uma tendência para o
aumento da mortalidade no grupo dos animais
tratados com etanercept. Poderemos desta forma
concluir que a administração crónica de
antagonistas TNF-alfa parece não ser vantajosa
na hipertensão pulmonar induzida pela MCT.
A via do TNF-alfa é decerto uma via importante
na fisiopatologia da hipertensão pulmonar mas
permanece por determinar qual o período em que
será mais deletéria. 
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