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A oxigenacdo extracorpérea por membrana (ECMO) ¢
uma técnica de suporte cardiopulmonar prolongado, que objetiva
auxiliar os pulmdes e/ou o cora¢do quando estes apresentam pro-
cessos de faléncia ndo responsiva aos tratamentos convencionais.
Por ndo se tratar de um procedimento fisioldgico, representa um
grande desafio para a medicina, que busca torna-la um procedi-
mento mais seguro. Dessa forma, procedeu-se a esta pesquisa
objetivando avaliar o comportamento dos marcadores cardiacos CK
e CK-MB de cinco caes submetidos a ECMO durante trés horas.
Empregaram-se caes sem raca definida, de diferentes idades, peso
e sexo. Sob manuten¢ao anestésica, os animais foram submetidos a
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RESUMO

ABSTRACT

ECMO por canulag@o femoral, em um desvio arteriovenoso (AV).
Estabelecido o circuito, mensuraram-se as variaveis a cada trinta
minutos, durante um periodo de trés horas. Os dados foram anali-
sados estatisticamente com os testes de Anova, Tukey e Correlagdo
de Pearson, com a=5%. Os resultados apontaram um aumento
sérico da CK e da CK-MB, caracterizando uma lesdo muscular ao
longo do procedimento. Os resultados apresentados apontam que a
ECMO induziu uma lesdo muscular ndo cardiaca por mecanismos
fisiologicos. Conclui-se que a ECMO ¢ uma técnica de suporte
viavel e que ndo induz lesdes miocardicas em caes durante um
periodo de trés horas.

STUDY OF THE BEHAVIOR OF SERIC CREATINE KINASE (CK) AND CREATINE KINASE-MB (CK-MB) OF DOGS
SUBMITTED TO EXTRACORPOREAL MEMBRANE OXIGENATION (ECMO) FOR THREE HOURS

The extracorporeal membrane oxygenation (ECMO) is
a technique of prolonged cardiopulmonary support, which aims
to help the lungs or the heart when these organs present failure
processes not responsive to conventional treatments. As it is not
a physiological procedure, it represents a major challenge for
medicine, which seeks to make it a safer procedure. Thus, this
research was carried out to determine the course of the cardiac
markers CK and CK-MB of five dogs submitted at ECMO for
three hours. Mongrel dogs of various ages, weight and sex were
used. Under anesthesic maintenance, the animals were subjected

KEYWORDS: CK, CK-MB, dogs, ECMO, physiology.

to femoral cannulation for ECMO, in an arterial-venous (AV)
deviation. Once the circuit was established, the variables were
measured every thirty minutes for a period of three hours. The
data were statistically analyzed with Anova, Tukey and Pearson
Correlation, with oo = 5%. The results showed an increase of
serum CK and CK-MB, characterizing a muscular injury during
the procedure. The results showed that ECMO induced a cardiac
muscle injury by a physiological mechanism. It was concluded that
ECMO is a viable technical support and do not induce myocardial
injury in dogs during a period of three hours.
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INTRODUCAO

A oxigenacdo extracorporea por membrana
— ECMO -, derivada de extracorporeal membrane
oxygenation, ¢ uma técnica de suporte cardiopulmo-
nar prolongado, empregada para auxiliar o pulmao e/
ou o coragdo, especialmente de neonatos e criangas,
quando estes apresentam processos de faléncia ndo res-
ponsiva aos tratamentos convencionais ndo invasivos
(BARTLETT etal., 1974; WEBER et al., 1990; ZWIS-
CHENBERGER et al., 2000; THAKAR et al., 2001;
MOSCARDINI et al., 2002; THAKAR et al., 2002;
LIN etal., 2006; PEEK et al., 2006; TAMESUE et al.,
2006; KAHN et al., 2007). Essa assisténcia respiratéria
extracorporea prolongada deve ser aplicada a um grupo
especifico de pacientes em que a insufici€ncia respira-
toria for causada por uma enfermidade potencialmente
reversivel (SOUZA & ELIAS, 2006).

Por se tratar de um procedimento altamente
invasivo, ¢ certo que a circulag@o extracorporea deter-
mina alteragdes no sangue e nos tecidos perfundidos,
gerando um quadro geral de inflamagdo ou autoagres-
sdo. Inicialmente reconhecida com denominagdes tais
como sindrome pos-perfusao e/ou pulmao de bomba,
passou, posteriormente, a ser conceituada como reacao
inflamatodria geral do organismo. As manifestagcdes
clinicas se caracterizam por alteragdes funcionais
muito ou pouco intensas nas fun¢des pulmonares, re-
nais, acumulo de liquido no espago intersticial, febre,
leucocitose, vasoconstrigdo e maior susceptibilidade a
infecgdes (MORAES et al., 2001).

Em relagdo aos achados hemodinamicos, os
resultados observados nos experimentos de TAMESUE
et al. (2006) mostram queda da pressao arterial média.
Porém, para INGYINN et al. (2004), a hipertensao ¢
uma complicacdo comum durante e apo6s o desvio,
podendo ter muitos fatores como causas, tais como
retencdo a administragdo inadvertida de fluidos durante
o procedimento e estresses hormonais de adrenalina,
noradrenalina e cortisol.

Por tais motivos, os sinais vitais necessitam ser
acompanhados a todo 0o momento. Nesse contexto, a mo-
nitoracdo hemodinamica invasiva torna-se essencial em
conjunto com a ECMO, contribuindo com a avaliagdo da
fun¢do cardiaca e volumétrica. A observagado dos sinais
vitais pode refletir com certo grau de seguranca a fungdo
cardiovascular e a perfusdo (GAY et al., 2005).
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Ainda sobre a func¢do cardiovascular, BALA-
SUBRAMANIAN et al. (2007) descrevem algumas
arritmias relacionadas a ECMO ap6s a retirada do
paciente do circuito. J4 KHAN et al. (2007) sugerem
que o uso da ECMO pode estar associado ao aumento
do risco de sangramentos e infartos.

Segundo a literatura, os marcadores cardiacos
tém sido empregados rotineiramente para a deteccao
dos infartos agudos do miocardio (ADAMS et al.,
2007). Desses marcadores, destaca-se a creatinoquina-
se (CK-NAC), que ¢ uma enzima utilizada em medicina
experimental para quantificar os danos do musculo car-
diaco e da musculatura esquelética. Além disso, pode
ser também um sensivel indicador de danos muscula-
res. Para alguns propositos clinicos, muitos tipos de
células contém CK com alta especificidade no musculo
esquelético (KANEKO et al., 1997). A elevagdo sérica
dessa enzima ocorre em virtude de danos nas células
musculares, resultado de um estresse fisico (DUNCAN
& PRASSER, 1986). A outra enzima em questdo ¢ a
CK-MB, uma isoenzima hibrida da CK, existente no
musculo cardiaco (LOPES et al., 2005).

Em humanos, a dosagem da CK-MB vem sendo
utilizada como principal método para confirmagao ou
exclusdo de infarto agudo do miocardio, e picos de
CK-MB podem prever eventos cardiacos desfavoraveis
em populagdes de alto risco. Porém, CK e CK-MB sdo
pobres marcadores de danos no miocardio em cées. A
CK-MB é um marcador cardiaco menos especifico que
a troponina cardiaca para essa espécie (LOPES et al.,
2005; SANTOS, 2005; DINIZ et al., 2007). Durante o
evento de hipoxia e necrose de miocardio, as enzimas
sdo liberadas para a corrente sanguinea, aumentando
consideravelmente sua concentragdo plasmatica (SAN-
TOS, 2005; DINIZ et al., 2007).

ETTINGER & FELDMAN (1997) informam
que, pelo fato de o infarto do miocardio decorrente da
oclusdo de um ramo importante da artéria corondaria
ser evento raro no cdo, a CK-MB ndo é uma enzima
frequentemente solicitada na rotina veterinaria, ficando
restrita aos estudos experimentais.

A similaridade morfolégica e fisiologica entre
o coragdo dos caes e dos humanos faz com que os ca-
ninos sejam utilizados como modelos experimentais
de afecgdes cardiacas para humanos. Entretanto, em
relagdo a CK-MB, sua distribuicdo é diferente entre
essas espécies, uma vez que, no humanos, a maior
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concentracdo dessa enzima ocorre no ventriculo es-
querdo nos humanos e nos cées no ventriculo direito
(SANTOS, 2005).

De qualquer forma, uma vez mensurada, ¢ im-
portante considerar os valores da CK-MB em relagéo a
CK total, para se determinar se estd realmente aumen-
tada. Ou seja, a porcentagem de CK-MB em relagdo ao
valor total de CK fornece um dado confiavel quando se
avalia uma possivel lesdo do miocardio, pois valores
aumentados de CK-MB acompanhados de aumento de
CK podem ser resultantes de esforco fisico, por exem-
plo. Porém, quando se observa aumento de CK-MB nao
acompanhado de aumento da CK total, a porcentagem
dessa isoenzima fica elevada, comprovando-se lesdo
no musculo cardiaco (MELO et al., 2008).

Dessa forma, pelo fato de a ECMO represen-
tar um método altamente invasivo e¢ ndo fisiologico,
procedeu-se a esta pesquisa, a fim de ser observado o
comportamento das enzimas CK ¢ CK-MB durante
um periodo de trés horas de oxigenagdo extracorporea
por membrana, objetivando detectar possiveis alte-
racdes cardiacas. Ainda, espera-se que os resultados
observados possam contribuir com o aperfeicoamento
das técnicas e melhorar as margens de sobrevida dos
pacientes submetidos 8 ECMO.

MATERIAL E METODOS

Para a presente pesquisa utilizaram-se cinco caes
SRD, sem restricao de sexo e idade, presuntivamente
adultos jovens, com peso corporal entre dez e quinze
quilos. Todos os animais foram cedidos pelo Centro
de Controle de Zoonoses de Campos dos Goytacazes,
RIJ.

Os animais foram admitidos no Hospital Ve-
terinario, onde se realizaram avaliagdes clinicas,
laboratoriais (hemograma e bioquimica sérica) e
complementares (eletrocardiografia convencional e
ecocardiografia em modo B e M), para a detec¢do de
quaisquer alteragdes orgénicas. Os animais enfermos
foram descartados do experimento.

Posteriormemte, alocaram-se os animais em
gaiolas apropriadas, sendo fornecida alimentacdo
especializada, agua ad libitum. Para seu bem-estar,
procedia-se a limpeza dos animais e a banhos de sol.

Os animais foram anestesiados seguindo o mes-
mo protocolo, constituido de 0,1 mg.kg' de aceproma-

zina! por via intravenosa (IV), seguido de 2 mg.kg! de
cetamina® IV, posteriormente 7 mg.kg"' de lidocaina®
por via epidural. Fez-se a manutencdo anestésica com
isoflurano* 2,5%.

A anticoagulacdo foi realizada com heparina’,
na dose tnica de 4mg.kg! I'V.

Depois de anestesiados e entubados, os animais
foram colocados em dectbito dorsal e submetidos a
ECMO por meio da utilizacdo da técnica de desvio
arteriovenoso, com a retirada do sangue pela artéria
femoral e a reinfusdo pela veia femoral. Esse sangue
seguia o seguinte trajeto: artéria femoral, tubo conector,
oxigenador de membranas, e, ap6s a remogao do CO,
e o recebimento de O,, o sangue fluia de volta para o
organismo através de outro tubo conector, chegando
a veia femoral. Os animais permaneceram sob ECMO
durante 180 minutos, com o oxigenador de membranas
“MASTERFLO infant” (Dideco®, Italia).

Nos animais submetidos a oxigenagao extracor-
pérea por membrana, utilizou-se, ainda, um suporte
ventilatorio minimo, com pressao positiva no final da
expira¢do (PEEP) de 10 cm H,O ¢ FiO, de 21%, con-
comitantemente a terapia de suporte promovida pela
ECMO, objetivando evitar atelectasias, e as funcdes
dos pulmdes sendo substituidas apenas parcialmen-
te pelo o6rgdo artificial. Nesses animais também foi
administrada dopamina®, na dose de 5ug/kg/minuto,
em infusdo continua, como suporte pressorico € ino-
tropico.

As amostras de sangue venoso foram coletadas
por seringas de 3 ml conectadas a um cateter longo
localizado na veia jugular, o qual foi guiado em diregéo
ao atrio direito. O sangue coletado foi repassado em
frascos siliconizados sem anticoagulante. Estipulou-se
em trinta minutos o intervalo entre as coletas durante
trés horas, totalizando sete amostras por animal durante
a ECMO. Também se realizou a coleta de uma amostra
de sangue do animal antes da ECMO, para controle,

1 Acepran — Univet S.A., Rua Climaco Barbosa, 700 — Cambuci, Sao
Paulo, SP.

2 Ketamina — Agener Unido Quimica Farmacéutica Nacional. Av. dos
Bandeirantes, Planalto Paulista, Sdo Paulo, SP.

3 Lidovet — Laboratorio Bravet Ltda. Rua Visconde de Santa Cruz, 276
- Engenho Novo, Rio de Janeiro, RJ.

4 Isoforine — Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda., Rod.
Itapira-Lindoia, Km 14, Itapira, SP.

5 Heparin — Cristéalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda., Rod. Ita-
pira-Lindoia, Km 14, Itapira, SP.

6 Cloridrato de Dopamina — Laboratoério Teuto Brasileiro S.A., VP 7-D
modulo 11 - Quadra 13 — DAIA, Anépolis, GO.
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totalizando oito tempos de coleta durante o periodo
total de experimentacao.

As amostras sanguineas foram centrifugadas
(1.500 g por cinco minutos) em tempo ndo superior a
uma hora, e o produto sobrenadante foi aliquotado apds
a coleta em volume minimo de 500 puL. Acondicionaram-
se tais amostras em microtubos tipo “Eppendorf”, sendo
mantidas sob refrigeracao em refrigerados, a temperatura
de -20°C, para posterior realizacdo de analises bioqui-
micas dos itens CK-Total ¢ CK-MB, em equipamento
espectrofotométrico Labmax Plenno, da marca Labtest®,
utilizando-se kits comerciais da mesma marca.

Apbds o estudo, os animais foram submetidos a
eutanasia com administracdo de tiopental sddico, na
dose de 40mg.kg' IV, e cloreto de potassio, na dose de
100mg.kg! IV, respeitando-se principios éticos do uso
de animais de experimentagdo. O presente trabalho foi
licenciado pelo Comité de Etica para Uso de Animais
da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, sob o registro CEUA-UENF 038/2008.

Anotaram-se os resultados em fichas individuais
(oito para cada animal), sendo as diferengas entre

os momentos analisadas com programa estatistico
GraphPad Prism versao 4.03 for Windows (GraphPad
Software) através dos testes One-way ANOVA (Fried-
man e Kruskal-Wallis) com pos-teste de comparagdes
multiplas de Tukey, com a=5%.

Entre as variaveis foi aplicado o teste de Cor-
relagdo de Pearson, com 0=5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Creatino quinase (CK)

A Figura 1 apresenta o comportamento da en-
zima creatino quinase (CK) dos animais submetidos
a ECMO. Pela analise da linha de tendéncia apresen-
tada, conclui-se que a CK apresentou uma tendéncia
de aumento ao longo das trés horas de ensaio. Por
meio da analise dos valores médios obtidos em cada
momento de avaliacdo, pode-se perceber que ocorreu
um aumento estatisticamente significativo dos valores
da CK ao longo das trés horas de ECMO. Os valores
sdo apresentados na Tabela 1.
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FIGURA 1. Griéfico de dispersdo e comportamento da enzima creatino quinase (CK), em U/L, dos animais durante o periodo de trés horas de ECMO.

Hospital Veterinario/UENF, 2008.

TABELA 1. Médias e analise estatistica do comportamento da enzima creatino quinase (CK) dos animais durante o periodo de trés horas de ECMO.

Hospital Veterinario/UENF, 2008.

Tempos MO M1

M2

M3 M4 M5 M6 M7

CK (U/L)
Analise estatistica
Referéncia* (U/L)

130,3 89,25

101,8
ANOVA, significativo a=5%; Tukey Signficativo 0=5%

182,8 168,5 178,3 232,0 276,3

20,0-220,0

* Referéncia segundo KANEKO et al., 1997.
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Dessa forma, pode ser observado que ocorreu
uma alteragdo ndo apenas estatisticamente significa-
tiva no comportamento da CK durante a ECMO, mas
também uma alteragao fisiologica, visto que, de acordo
com LOPES et al. (2005), o aumento da CK, além dos
valores de normalidade, pode estar correlacionado a
uma lesdo muscular. Ainda segundo os autores, a CK é
um indicador sensivel e especifico de lesdo muscular, o
que torna confidvel a caracteriza¢ao do dano muscular
observado durante a ECMO.

Essa caracterizagdo do dano muscular também é
proposta por SOUZA & ELIAS (2006). Esses autores
afirmam que, durante a circulago extracorporea, a dis-
tribui¢do dos fluxos de sangue para os diversos 6rgaos se
altera e ¢ diferente da distribui¢do normal, regulada pelo
proprio organismo. Diante disso, os 6rgdos mais nobres,
como o coragdo e o cérebro, recebem fluxos de sangue
adequados, enquanto os rins, o figado e, sobretudo, as
grandes massas musculares recebem fluxos de sangue
insuficientes para as suas necessidades. Em fungéo desse
baixo fluxo de perfusdo, produz-se um quadro de hipoxia
tecidual que favorece o dano muscular, caracterizado
pelo aumento da CK no presente trabalho.

Creatino quinase MB (CK-MB)

A Figura 2 apresenta o comportamento da en-
zima creatino quinase MB (CK-MB) dos animais do

experimento submetidos 8 ECMO. Na figura, a analise
da linha de tendéncia apresentada permite concluir
que a CK-MB apresentou uma tendéncia de aumento
ao longo das trés horas de ensaio. Os valores reais mé-
dios para cada momento sdo descritos na Tabela 2.

A andlise estatistica empregada (Anova
(0=5%)) ndo permitiu concluir uma variagdo esta-
tisticamente significativa ao longo das trés horas de
procedimento.

De acordo com SHARKEY et al. (1991),
SANTOS (2005) e DINIZ et al. (2007), a CK-MB
¢ uma isoenzima liberada para o meio extracelular
quando hé necrose de miocardio, sendo um recurso
importante para a detec¢do de lesdo cardiaca. Logo,
em caes, seu aumento pode ocorrer quando ha um
comprometimento do miocardio secundario a diversas
situagdes (como parvovirose, endocardite, dirofilario-
se e cardiomiopatia dilatada).

Entretanto, o comportamento de tendéncia de
elevacdo da CK-MB do restante dos animais durante
a ECMO nio pode ser relacionado diretamente a tal
comprometimento miocardico, uma vez que, dentre
outros motivos, a CK-MB também se encontra pre-
sente, em menor quantidade, em outros tecidos, o
que reduz um pouco sua especificidade. Da mesma
forma, os resultados de outras variaveis apresentadas
neste estudo corroboram tal conclusdo, como exposto
a seguir.

Gréfico de Dispersao dos valores da CKMB
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FIGURA 2. Griafico de dispersdo e comportamento da enzima creatino quinase MB (CK-MB), em U/L, dos animais durante o periodo

de trés horas de ECMO. Hospital Veterinario/UENF, 2008.
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TABELA 2. Médias e analise estatistica do comportamento da enzima creatino quinase MB (CK-MB) durante o periodo de trés horas

de ECMO. Hospital Veterinario/UENF, 2008.

Tempos MO M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7
CK-MB (U/L) 33,90 23,18 26,90 51,55 45,24 45,95 56,89 68,63
Analise estatistica ANOVA, ndo significativo a=5%

Referéncia* (U/L) 17,07-30,73

Referéncia segundo LOPES et al., 2005.

Relagdo CK versus CK-MB

Segundo MELO et al. (2008), embora a CK-MB
possa ser considerada um marcador de lesdo miocardi-
ca, esta enzima nao deve ser avaliada de forma isolada.
Para o autor, ¢ importante considerar os valores de
CK-MB em relagao a CK total para se determinar se
a primeira esta realmente aumentada. Dessa maneira,
um célculo de porcentagem de CK-MB em relacao
ao valor total de CK fornece um dado mais confiavel
quando se avalia uma possivel lesdo do miocardio, uma
vez que valores aumentados de CK-MB acompanhados
de aumento de CK podem ser resultantes de uma lesao
muscular em geral.

Porém, quando se observa aumento de CK-MB
ndo acompanhado de aumento da CK total, a porcen-
tagem dessa isoenzima fica elevada, comprovando-se
lesao no musculo cardiaco (MELO et al., 2008).

Embora ndo exista um parametro de normalida-
de para o percentual de CK-MB em fungdo do valor

total de CK em caes, a Figura 3 apresenta o compor-
tamento dessas duas enzimas ao longo do periodo a
que os animais foram submetidos 8 ECMO. De acordo
com SHARKEY etal. (1991) e MELO et al. (2008), a
titulo de comparag@o, na espécie humana, esses valores
situam-se entre 14% e 25% da CK total.

Como pode ser observado, o comportamento
das duas enzimas ¢ semelhante ao longo de todo o
experimento, e a Tabela 3 mostra que as porcentagens
de CK-MB em relagdo a CK em todos os momentos
avaliados foram semelhantes.

A Tabela 3 demonstra, ainda, que, através de
uma analise estatistica por meio da Correlacdo de
Pearson “r” (0=5%), o comportamento das duas enzi-
mas foi similar durante a ECMO, pois apresentou r =
0,9908. Dessa forma, pode-se concluir que o aumento
da CK-MB durante o experimento deveu-se, propria-
mente, ao aumento da CK. Por extensao, infere-se que,
neste caso, a CK-MB aumentou em func¢do de um dano
muscular geral, e ndo miocardico.

300 -
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FIGURA 3. Grafico do comportamento da enzima creatino quinase MB (CK-MB), em U/L, em fungdo da enzima creatino quinase
(CK) dos animais durante o periodo de trés horas de ECMO. Hospital Veterinario/UENF, 2008.
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TABELA 3. Médias e andlise estatistica do comportamento da enzima creatino quinase MB (CK-MB) em fungéo da creatino quinase
(CK) durante o periodo de trés horas de ECMO. Hospital Veterinario/UENF, 2008.

Tempos MO Ml M2 M3 M4 M5 M6 M7
CK (U/L) 130,3 89,25 101,8 182,8 168,5 178,3 232,0 276,3
CK-MB (U/L) 33,90 23,18 26,90 51,55 45,24 45,95 56,89 68,63
Correlagd@o Pearson a=5% r=0,9908
% CK-MB em CK 26,02 25,98 26,43 28,21 26,85 25,76 24,52 24,83
Referéncia (U/L) 17,07-30,73

CONCLUSOES case reports. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e

Diante os resultados apresentados ¢ de seu
confrontamento com a literatura disponivel, pode-se
concluir que a ECMO induziu uma lesdo muscular evi-
dente, sobretudo em tecidos periféricos, representada
pelos aumentos séricos de CK e CK-MB. Entretanto,
com base na mesma literatura, ndo se permite concluir
que a ECMO tenha induzido lesdes isquémicas de mio-
cardio durante o periodo de trés horas, uma vez que o
aumento da CK-MB néo ocorreu de forma isolada, e
sim em fator de forte correlagdo com a CK.
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