Utjecaj ronjenja na komprimirani zrak i primjene
vitamina C i E na izabrane funkcije ljudskog srca i
endotelnu funkciju nadlaktic¢ne arterije

Obad, Ante

Doctoral thesis / Disertacija
2009

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, School of Medicine / SveuciliSte u Zagrebu, Medicinski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://um.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:051243

Rights / Prava: In copyright /Zasticeno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-11-11

Repository / Repozitorij:

Dr Med - University of Zagreb School of Medicine
Digital Repository

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:051243
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/mef:6341
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mef:6341

SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI FAKULTET

Ante Obad

Utjecaj ronjenja na komprimirani zrak
i primjene vitamina C i E na izabrane
funkcije ljudskog srca i endotelnu
funkciju nadlakticne arterije

DISERTACIJA

Zagreb, 2009.



Disertacija je izradena na Katedri za fiziologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista
u Splitu

Voditelj laboratorija: prof. dr. sc. Zeljko Duji¢
Mentor: prof. dr. sc. Zoran Vali¢

Zahvaljujem mentoru i kolegama na pomodi i podrsci.

Disertaciju posvecéujem svojoj obitelji - supruzi Fani i kéeri Petri, te ocu, majci i
braci



SADRZAJ

2. POPIS NAJCESCE KORISTENIH SKRACENICA .......coocoerirreierieereieneennne. 6
3. UVOD ettt 7
3.1. OPCENILO O TOMJENJU ..cuvviieeirireeiiieeeireeeeteeeesbeeeetaeeesseeeeseseeessaseeesseeeessseeenns 7
3.1.1.  RonilaCka OPremMa........eceeiiiieiiiieiiie ettt e 8
3.1.2  FiZIKQ TONJEMJA....uiieiieiiieeiieeieeeiieeteeeieeeiteetee et e e taeeeeeesaeenaeesaeenneenneens 8
3.2. Utjecaj ronjenja na komprimirani zrak na pojavu mjehuri¢a inertnog plina

u venskoj cirkulaciji, te na arterijski tlak 1 krvozilni

OtPOT U PIUCNO] ATETTJ1. ueeeeniiiieeiiieeeiiie ettt ettt e e e e eree e 8
3.2.1. Utjecaj ronjenja na komprimirani zrak na fizioloski stres organizma......... 11
3.3. Ronjenje 1 utjecaj antioksidansa na funkciju srca i endotela krvnih zila ....11
3.4. CilJEVI ISIrAZIVAN]A...eeeiiiiieeciiiieeiiieeeiiee et e e eeiiee e evee e e e e e beeeesbeeeensaeeennseeas 14
4. ISPITANICITMETODE .....cccooiiiiiiiiiiit et 16
4.1. Ispitanici 1 etiCNOSt POSTUPKA ....cuvveieiiiiieiiiieeiee et 16
4.2. IMELOAE ...ttt ettt ettt 16
4.3. Protokoli svojstveni pojedinim studijama...........cccccveeeeiieeeniiieeenieeeeiee e, 18

4.3.1 Ucinak ronjenja na odabrane parametre funkcije desnog srca, PAP i PVR 18
4.3.2. Ucinci akutne primjene antioksidantnih vitamina na odabrane parametre
funkcije srca i endotela krvnih Zila u ljudi tijekom zarona ......................... 21
4.3.3. Utjecaj primjene vitamina C 1 E u razdoblju od cetiri tjedna
na edotelnu funkciju krvnih zila tijekom ronjenja...........cceeevevciienieennnnnne 25

4.3.4. Prikaz slucaja intrapulmonalnog skretanja (shunting) venskih plinskih

mjehurica za vrijeme tjelovjezbe nakon zarona na komprimirani zrak.......28
5. REZULTATT ..ottt s 29
5.1 Utjecaj ronjenja na komprimirani zrak na pojavu mjehurica inertnog

plina u venskoj cirkulaciji, na arterijski tlak 1 krvoZilni otpor u plu¢noj

arteriji, te na volumene 1 sistolicku funkciju desnog srca ..........ccccvveenneee. 29



5.2. Ucinci akutne primjene antioksidantnih vitamina na odabrane parametre

funkcije srca i endotela krvnih Zila u ljudi tijekom zarona ......................... 35
6. RASPRAVA ...t 50
6.1. Utjecaj ronjenja na komprimirani zrak na pojavu mjehurica inertnog

plina u venskoj cirkulaciji, na vrijednosti arterijskog tlaka 1 krvozilnog

otpora u pluénoj arteriji, te na funkciju desnog srca ........cccceeevveeeeveeennnen. 50
6.1.1. Mehanizmi povecanja sistolicke i srednje vrijednosti krvnog tlaka............ 50
6.2. Ucinci antioksidanata na funkciju srca i1 endotela krvnih Zila u ljudi

tijekom zarona na komprimirani Zrak ............cccceeevieeeriiieeniiee e 53
6.2.1. Endotelna funkcija nadlakticne arterije..........coueevrieereencireeeieeieeie e 53
6.2.2.  TIak pIUCNE AIteTT]€.....ueeeeeiiieeiiieeeeiiieeetree et e ettt ae e e erae e e aeeeeeaeee e 55
6.2.3. Srcana funkcija kod zarona na komprimirani zrak............cccccecervuernennnnnn. 56
6.3. Utjecaj primjene vitamina C i E u razdoblju od Cetiri tjedna na endotelnu

funkciju krvnih Zzila tijekom ronjenja s komprimiranim zrakom ................ 58
6.4. Prikaz slu¢aja intrapulmonalnog skretanja (shunting) venskih plinskih

mjehuri¢a za vrijeme tjelovjezbe nakon zarona na komprimirani zrak.......63

7. ZAKLIUCCT oot 65
8. SAZETAK ..ottt 67
8.1. Utjecaj ronjenja na komprimirani zrak na pojavu mjehurica inertnog

plina u venskoj cirkulaciji, te na arterijski tlak i krvozilni otpor u

PIUCNIO] ATEETIJT c.vveieiiiie ettt et e e e et e e et eeeeaaeenenas 67
8.2. Uc¢inci antioksidanata na funkciju srca 1 endotela krvnih Zila u ljudi

tijekom zarona s komprimiranim zrakom ..........ccoccceeeeeniiiniiiniienieenieee 68
8.3. Utjecaj primjene vitamina C i E uz razdoblju od cetiri tjedna na endotelnu

funkciju krvnih zila tijekom ronjenja s komprimiranim zrakom ................ 69
8.4. Prikaz slucaja intrapulmonalnog skretanja (shunting) venskih

plinskih mjehurica za vrijeme tjelovjezbe nakon zarona na

KOMPIIMITANT ZEAK ....evieiiieiiiecieeeeeee et 69



9. SUMMARY ..o s e 70

9.1 A single open sea air dive increases pulmonary artery pressure and reduces
right ventricular function in professional divers ..........cccccoeceevvvericricrnennne. 70
9.2 The effects of acute oral antioxidants on diving-induced alterations in
human cardiovascular function ........c...ceceeveriiiiiiiiinene e, 70
9.3 Antioxidant pretreatment and reduced arterial endothelial
dysfunction after diVIng..........cceeevuieeiiiiiiiee e 71
9.4 Detection of intra-pulmonary shunting of venous gas bubbles by
sonography during exercise after diving in a professional diver................. 72
10. POPIS LITERATURE ....cccoeiiiiiiiieieeee et 73
11, ZIVOTOPIS ...ttt 83



2. POPIS NAJCESCE KORISTENIH SKRACENICA

Acct — vremenski interval izmedu pocetka i vrSne brzine protoka krvi preko zaliska pluéne

CcO -

DCS -

EDRF -
Factor(s)

EKG -
FMD -

IP -
IVS -
LVPW -

LVIDd i LVIDs

LV-EDV -

LV-ESV -

LVEF -

MBV -

PA -

PAP -

PFO -

PVR —
ROS i RNS -

RV-EDV -

RV-ESV -

RVEF -

RVET -

SV -

uzv -

VO -

2MAX

VTI -

arterije (engl. Acceleration time)
sr¢ani minutni volumen (engl. Cardiac Output)

dekompresijska bolest (engl. Decompression Sickness)

opustajuci ¢imbenici endotelnog podrijetla (engl. Endothelium Derived Relaxing

elektrokardiogram
dilatacija posredovana protokom (engl. Flow Mediated Vasodilatation)

unutarpluéni (engl. IntraPulmonary)
intraventrikulski septum (engl. Intraventricular Septum)
straznja stijenka lijeve klijtke (engl. left Ventricle Posterior Wall)

unutarnji promjeri lijeve klijetke na kraju sistole i dijastole (engl. left Ventricle Internal
diametes in diastole/systole)

volumen lijeve klijetke na kraju dijastole (engl. Left Ventricle End -Diastolic Volume)
volumen lijeve klijetke na kraju sistole (engl. Left Ventricle End- Systolic Volume)
ejekcijska frakcija lijeve klijetke (engl. Left Ventricle Ejection Fraction)

srednja brzina protoka krvi (engl. Mean Blood Velocity)

pluéna arterija (engl. Pulmonary Artery)

pluéni arterijski tlak (engl. Pulmonary Artery Pressure)

otvoreni foramen ovale (engl. Patent Foramen Ovale)

plucni krvozilni otpor (engl. Pulmonary Vascular Resistance)

reaktivni oblici molekula kisika i dusika (engl. Reactive Oxygen and Nitrogen Species)
volumen desne klijetke na kraju dijastole (engl. Right Ventricle End-Diastolic Volume)
volumen desne klijetke na kraju sistole (engl. Right Ventricle End - Systolic Volume)
ejekcijska frakcija desne klijetke (engl. Right Ventricle Ejection Fraction)

remenski interval izmedu pocetka i kraja sistolickog protoka krvi preko zaliska pluéne
arterije (engl. Right Ventricular Ejection Time)

udarni volumen (engl. Stroke Volume)
ultrazvuk

maksimalni primitak kisika (engl. Volume per time, Oxygen, maximum)

vremenski integral brzine (engl. Velocity Time Integral)



3. UVOD

3.1. Opcenito o ronjenju

Zainteresiranost ljudi za more, a osobito podmorje oduvijek je bila velika. U
mnogo povijesnih dokumenata opisuju se aktivnosti ljudi vezanih uz more, a medu
njima tema ronjenja zauzima vazno mjesto. Daleka je povijest ronjenja iskljucivo
vezana za ronjenje na dah, dok je od kraja 19. stolje¢a ronjenje vezano i uz razlicite
postupke dostavljanja zraka tijekom ronjenja neophodne za produzenje vremena i
dubine ronjenja. U danasnje vrijeme jedan od najceS¢ih nacin ronjenja je ronjenje s
bocama na komprimirani zrak (engl. «<SCUBA» ronjenje). Engleski naziv SCUBA
je skracenica od Self-Contained Underwater Breathing Apparatus, ili u prijevodu
kompletna oprema za disanje pod vodom. Prvi su je uveli Jacques Cousteau 1 Emile
Gagnon 1943. godine. U pocetku se skuba ponajprije rabila u mornarici i u druge
profesionalne svrhe, kao $to je izranjavanje bisera. Medutim, zadnjih 20-30 godina
sve uCestalije je ronjenje u rekreacijske svrhe. Oprema za ronjenje na komprimirani
zrak zadnjih petnaestak godina je sve dostupnija, Sto uz iskonsku zainteresiranost
ljudi za ronjenje rezultira sve ve¢im brojem rekreacijskih 1 profesionalnih ronilaca, uz
znacajno povecanje broja zarona na komprimirani zrak, odnosno ukupnog vremena
koji ljudi provedu roneci. Podatci dostupni zadnjih nekoliko godina sugeriraju kako
je ronjenje s bocama ispunjenim komprimiranim zrakom jedna od najpopularnijih
aktivnosti u slobodno vrijeme. U Sjedinjenim Americkim Drzavama broj registriranih
ronilaca prelazi 9 milijuna (prema podacima iz organizacije DAN — Divers Alert
Network, http://www.dan.org/), a takoder je sve Siri dobni raspon, sve veci broj Zena,
te ljudi grani¢nih psihofizickih sposobnosti uklju¢enih u takve aktivnosti. U proslosti
su se ronjenjem obi¢no bavili profesionalci, s odredenom fizickom spremnoscu, te
odredenom edukacijom o tehnici i mogu¢im komplikacijama ronjenja. Danas se ¢esto
susre¢emo s fizicki nepripremljenim 1 slabo educiranim rekreacijskim roniocima
s isklju¢ivo sezonskim iskustvom u ronjenju, Sto moze uzrokovati i1 specifi¢ne

komplikacije tijekom ronjenja ponekad sa smrtnim ishodom.



3.1.1. Ronila¢ka oprema

Ronjenje s komprimiranim zrakom zahtijeva specijaliziranu opremu koja
omogucuje disanje pod vodom. Najvazniji dio opreme je sistem koji se sastoji od
spremnika pod tlakom (Celi¢nog ili aluminijskog), koji se obi¢no nosi na ledima.
Regulator omogucuje da ronilac dobiva zrak uz isti tlak kao $to je onaj u vanjskoj
okolini. Spremnik je obi¢no pri¢vr§¢en na ronioca preko kompenzacijske naprave za
plutanje; to je prsluk za napuhivanje koji ronilac rabi za regulaciju plutanja u vodi.
Za sprjecavanje plutanja rabe se 1 utezi pri¢vrséeni za pojas ili su ukljuceni u dzepove
kompenzacijske naprave za plutanje koji se mogu brzo isprazniti. S obzirom na
toplinska svojstva vode, za smanjenje gubitka topline tijekom ronjenja rabi se mokro
ili suho odijelo. U mnogim se situacijama nose i rukavice 1 ¢izme, obi¢no izradene
od neoprena. Kao $to se mozZe zamisliti, kada je ronilac potpuno pripremljen, misi¢no

skeletni sustav je pod znatnim stresom 1 prije no §to ronilac ude u vodu.

3.1.2 Fizika ronjenja

Ronjenje na komprimirani zrak sastoji se od udisanja zraka (mjeSavina razli¢itih
plinova, naj¢esce kisika i dusika) na razli¢itim dubinama zarona. Plin se ponasa prema
zakonima fizike na odredenim dubinama zarona, $to ovisi o tlaku okoliSa kojemu je
plin izlozen. Kako ronilac ide dublje, vanjski se tlak povecava. Na razini mora tlak
iznosi jednu atmosferu, a povecava se za svakih deset metara ispod razine mora, tako
da na 10 metara tlak iznosi 2 atmosfere (tj. podvostrucen je), na 20 metara iznosi 3

atmosfere itd.

3.2. Utjecaj ronjenja na komprimirani zrak na pojavu mjehuriéa inertnog plina u

venskoj cirkulaciji, te na arterijski tlak i krvozilni otpor u plu¢noj arteriji

Skuba ronjenje uvodi nas u strani svijet, svijet koji nije zamis$ljen da se u njemu
zivi. Ronioci su izlozeni uvjetima okolisa koji se ne nalaze u drugim aktivnostima,

a ukljuc¢uju povecani tlak okoline, povecani parcijalni tlak kisika 1 povecani otpor
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disanju, povecani otpor kretanju, dodatnu tezinu i pritisak ronilacke opreme, te stres
uzrokovan hladno¢om. To je razlog da postoje razli€iti u€inci okoliSa koji se javljaju
kada udemo u vodu. Disanje kroz skuba opremu povecava otpor disanju; to moze
povecati radno optereCenje respiracijskog sustava. Prilagodujuca reakcija na stres
izazvan dodatnim otporom disanju je pokus$aj smanjivanja minutne ventilacije (VE).
Nizi VE uz zadani VO2 znaci da se poboljsala u¢inkovitost disanja (1) Tijekom
zarona, temperatura na dubini zarona je u pravilu niza nego temperatura na povrsini.
Reguliranje temperature je u pravilu oteZano, te je neophodna odgovarajuc¢a odjeca
za izlaganje takvim temperaturama. Doubt (1) izvjeStava da uranjanje u hladnu vodu
moze izazvati hiperventilaciju koja normalno prestaje unutar nekoliko minuta. Za
vrijeme uranjanja u hladnu vodu dolazi do povec¢anja aktivnosti simpati¢kog Zivéanog
sustava $to uzrokuje povecanje frekvencije srca. Takoder kao posljedica zaranjanja
srce mora raditi viSe zbog povecanja perifernog otpora (1-3). Od drugih ¢imbenika koji
povecavaju rizik zastoja srca u ronilaca je 1 ronilacki refleks. Prisutan je u sisavaca,
kao Sto su npr. kitovi, da ih osposobi za ronjenje u dubini u duljim razdobljima; u

manjem je opsegu prisutan i u ljudi.

Kod rekreativnih ronilaca trenutno najozbiljniji problem vezan za ronjenje
je oStecenje neuroloskog sustava kao posljedica dekompresijske bolesti (engl.
Decompression Sickness, DCS). Dekompresijska bolest bila je problem s kojim su se

susretali ronioci ve¢ od 19. stoljeca.

Bila je najve¢i ubojica profesionalnih ronilaca. Na primjer, ronioci bisera iz
Broome (zapadna Australija) rijetko su dozivjeli viSe od 40 godina zbog razornih
ucinaka te bolesti. Pocetkom 20. stoljeca dr. J.S. Haldane je u cilju rjeSavanja toga
problema matematicki priredio dekompresijske tablice (2,3). Istrazivanja se u tom
podrucju jos uvijek nastavljaju, te se danas zna mnogo vise o tom problemu, a uz
pojavu tablica ronjenja i rekompresijskih komora, broj ronilac¢ih smrti se smanjio.
DCS nije jedinstveni entitet ve¢ skup simptoma koji su uzrokovani pojavom mjehuric¢a
inertnog plina (dusika kod ronjenja na zrak) unutar krvotoka. Postoji vise teorija koje
pokuSavaju objasniti mehanizam 1 mjesto nastanka mjehurica plina koji se javljaju
pri naglom padu tlaka okoline. Tijekom zarona dolazi do otapanja dodatnih koli¢ina

plinova (N2, He) u tjelesnim teku¢inama i tkivima, koje postiZu stanje prezasi¢enosti.
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Ako dode do pada tlaka izvan tijela (kao pri izronu, u avionu ili tijekom leta u svemir)
otopljeni plin prelazi u plinovito stanje §to se najceS¢e o€ituje pojavom mjehurica
u venskoj krvi, desnoj strani srca, u pluénoj cirkulaciji i dalje u krvotoku. Venski
plinski mjehuriéi, kada se pojavljuju bez izrazenih klini¢kih znakova DCS, nazivaju
su,,tihim mjehuri¢ima* (4). Iako su ,,tihi mjehuri¢i* asimptomatski, prisustvo mnostva
mjehurica plina u venskoj cirkulaciji jasno je povezano s visokim rizikom nastanka

DCS (5).

Prethodno je utvrdeno kako venski plinski mjehuri¢i uzrokuju smanjenje
endotelne funkcije svinjske pluéne arterije (6), te da prisustvo malog broja venskih
plinskih mjehuri¢a moze smanjiti endotelnu funkciju arterija zeCeva (7). Kako su
venski plinski mjehuri¢i nakon zarona bili prisutni u venskoj, odnosno pluénom dijelu
cirkulacije, smatralo se kako nemaju utjecaja na arterijsku stranu krvotoka. Nadalje
se smatra da je protjecanje krvi iz desne u lijevu stranu srca (desno-lijevi Sant), koje
je moguce u prisutnosti otvorenog foramena ovale (engl. Patent Foramen Ovale,
PFO), neophodno kako bi mjehuri¢i utjecali na sistemske arterije. Neki su autori (8)
prikazali vezu izmedu prisutnosti PFO-a i u€estalosti neuroloskog oblika DCS. Drugi
razlog prolaska venskih plinskih mjehuri¢a, koji se takoder pokazao mogucim, je
postojanje anatomskog unutarplu¢nog (engl. Intra-Pulmonary, I-P) Santa. Eldridge
je sa suradnicima (9) pokazao kako tjelovjezba pogoduje prolasku ultrazvucnog
kontrasta (uobicajeno sastavljenog od malih plinskih mjehurica), te dopusta prolazak

kontrasta kroz pluéni krvotok 1 ulazak u arterijsku cirkulaciju u ispitanika bez PFO.

Utjecaj venskih plinskih mjehuric¢a na pluénu cirkulaciju, osobito na vrijednosti
tlaka 1 otpora u pluénoj arteriji (PAP i PVR) dosada su istrazivane na nekoliko
zivotinjskih 1 ljudskih modela prilikom simuliranog zarona u hiperbari¢noj komori
(23). Porast PVR nakon simuliranog zarona u hiperbari¢noj komori moze dovesti
do porasta tlaka u desnom dijelu srca, §to moze prouzrokovati obrat u gradijentu
normalnog transseptalnog tlaka, te na taj nacin povecati vjerojatnost prolaska venskih
plinskih mjehuri¢a iz desnog u lijevo srce, Sto takoder povecava vjerojatnost arterijske
plinske embolije. Ostali postupci koji mogu poticati desno-lijevi Sant mjehuri¢a su
sva ona stanja koja dovode do pojacanog priliva venskih plinskih mjehurica u desno

srce, kao §to je kaSljanje 1 Valsalvin manevar (10). Dosadasnja istrazivanja kod ljudi
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kontradiktorna su onima na Zivotinjama, naime istrazivanja na zivotinjskom modelu

ukazuju na povecanje razine PAP (11,12).

3.2.1. Utjecaj ronjenja na komprimirani zrak na fizioloSki stres organizma

Fizioloski stres kojem je izlozen ljudski organizam prilikom ronjenja u
moru, u usporedbi s istim u hiperbaricnoj komori, veéi je zbog ¢imbenika kao $to
su uranjanje, tjelesna aktivnost tijekom zarona, snizene temperature mora na vecim
dubinama 1 sl. Nedavna istrazivanja u naSem laboratoriju pokazala su kako jedan
zaron u moru uzrokuje reverzibilni negativni ucinak na respiracijske funkcije, te
dovodi do smanjenja sréanog minutnog volumena (13). Marabotti 1 sur. (14) takoder
su potvrdili da je rekreativno ronjenje na komprimirani zrak povezano s promjenama
sr€anith funkcija dva sata nakon izrona, navode¢i za posljedicu preopterecenje
desnog srca, te poremecaj dijastolicke funkcije obje klijetke. UoCava se da postoji
mnogo okoli$nih ucinaka na tijelo koji se javljaju ulaskom u vodu. Oprema za skuba
ronjenje omogucuje roniocima da udu u taj svijet relativno lako. Medutim, podvodni
okolis, uz to §to je prekrasan i jedinstven, moze biti Stetan ili smrtonosan za ronioce.
Prilikom zarona moze vrlo brzo do¢i do gubitka topline, Sto uz druge ucinke, kao
Sto su povecanje minutne ventilacije, smanjenje frekvencije srca i rizik od aritmija,
uz smanjenje periferne cirkulacije 1 povecanje perifernog otpora moze dovesti do

smrtnog ishoda.

3.3. Ronjenje i utjecaj antioksidansa na funkciju srca i endotela krvnih zila

Vazodilatacija posredovana protokom

Istrazivanja vezanauz povecanje promjerakrvnih Zila (vazodilatacija) nakon $to
se kroz njih propusti krv ili fizioloSka otopina intenziviraju se pocetkom osamdesetih
godina proslog stoljeca (15;16). Kako vazodilatacija izostaje u slucaju odstranjenja
endotela iz istih krvnih Zila postavlja se pretpostavka kako upravo endotelne stanice
oslobadaju jednu ili viSe vazoaktivnih tvari koje potom dovode do vazodilatacije. U

pocetku je narav te/tih tvari bila nepoznata te ih se nazivalo zbirnim imenom opustajuci
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¢imbenici endotelnog podrijetla (od eng. EDRF - Endothelium Derived Relaxing
Factor(s)). Medutim, ve¢ 1987. dva nezavisna istrazivanja potvrduju kako je dusikov
oksid (NO) najvazniji medijator protokom posredovane vazodilatacije (17;18). Nesto
kasnije potvrduje se kako je NO aktivan ¢imbenik i u vazodilataciji posredovanoj
protokom intaktne nadlakti¢ne arterije ljudi. Nakon tog zapazanja razvijaju se postupci
kako bi se §to preciznije neinvazivno procijenila protokom posredovana vazodilatacija
u ljudi (19-22). Ti su postupci vazni zbog toga Sto se primijetilo da kod razlicitih
patoloSkih stanja kardiovaskularnog sustava (npr. ateroskleroza, hipertenzija, infarkt
miokarda) dolazi do promjenau veli¢ini vazodilatacije posredovane protokom. Stovise,
zapazeno je kako smanjenje protokom posredovane vazodilatacije prethodi klinicki
vidljivim znakovima bolesti te je ukazano kako provodenje takvog testiranja moze
dovesti do selekcije bolesnika pod jace izrazenim rizikom. Dostupnost ultrazvucnih
uredaja omogucilo je Siroku primjenu testiranja dilatacije posredovane protokom, ali
se sve viSe ukazuje 1 na njezinu nekriti¢nu primjenu. Treba naglasiti da su promjene

promjera nadlakti¢ne arterije relativno male 1 iznose do 0.5%.

U novije se vrijeme predlazu modifikacije samoga postupka testiranja, te se u
procjenu ukljucuje povrsina ispod krivulje protoka, razliCiti drzaci, standardiziranje
trajanja okluzije, mrak u prostoriji 1 sl. kako bi se dobilo Sto objektivnije pokazatelje
endotelne funkcije. U naSim smo istrazivanjima nastojali mjerenja uciniti S$to
objektivnijim. Sva je mjerenja obavio isti istraziva¢. Mjerenja promjera 1 protoka
radena su istodobno 1 snimke su pohranjene na racunalo ultrazvuka radi kasnije

provjere 1 raCunanja.

Kao $to je ve¢ spomenuto, tijekom ronjenja na komprimirani zrak ronioci
su izlozeni razliitim oblicima stresa koji mogu djelovati na hemodinamiku i
kardiovaskularnu funkciju, kao §to je povecanje volumena desne i lijeve klijetke pri
kraju dijastole izazvano centralizacijom krvi prema srediSnjem kardiopulmonalnom
podrucju tijekom zarona, hladno¢om izazvano povecanje naknadnog optereéenja
(engl. afterload), smanjeno punjenje lijevog srca zbog udisanja plinskih mjeSavina
visoke gustoce, hiperoksija, stvaranje venskih plinskih mjehuri¢a, stres zbog
opterecenja 1 psiholoski stres. Nasa je istrazivacka skupina kroz ranija istrazivanja

pokazala kako simulirano ronjenje u hiperbari¢noj komori izaziva disfunkciju
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arterijskog endotela, a ne dovodi do promjena u PAP (23). Endotelna funkcija nakon
ronjenja moze biti promijenjena i u srcu, a to bi moglo biti odgovorno za zamije¢eno
smanjenje sréane funkcije (24). Zaronjavanje dovodi do povecanja intratorakalnog
volumena krvi pa se volumenu srca s pove¢anjem svih Cetiriju klijetki dodaje 180-240
mL krvi (25). U zdravih ispitanika nakon uranjanja do vrata centralizacijom protoka
udarni se volumen povecava za oko 50% (26), Sto uzrokuje znacajno povecanje
volumena desne klijetke i PAP-a, pa ¢ak moze uzrokovati i edem pluca (27). Prema
tome, uranjanje 1 hiperoksija s dodatnim stvaranjem plinskih mjehuri¢a uzrokovanih
padom tlaka u okolini organizma moZe povecati ukupni periferni otpor, promijeniti
funkciju pluéne arterije te oStetiti sveze endotela 1 miokarda u srcu. lako ima samo
jedan sloj, zdravi endotel je optimalno smjeSten 1 sposoban je odgovoriti na fizicke i
kemijske signale proizvodnjom Sirokog raspona ¢imbenika koji reguliraju krvozilni
tonus, stani¢nu adheziju, tromborezistenciju, proliferaciju stanica glatkih misica 1
upalu zilne stijenke. Vaznost endotela najprije je bila uo¢ena njegovim uc¢inkom na
krvozilni tonus. Regulacija krvoZilnog tonusa se postiZe proizvodnjom i otpustanjem
nekoliko vazoaktivnih molekula koje opustaju ili stiS¢u zilu, kao 1 odgovorom i
preinakom cirkuliraju¢ih vazoaktivnih posrednika kao $to su bradikinin i trombin.
Krvozilni tonus ima direktnu ulogu u ravnotezi tkivne opskrbe kisikom i1 u drugim
metabolickim zahtjevima tkiva, a ukljucen je i u remodeliranje vaskularne strukture 1

dugotrajne perfuzije organa.

Pionirski eksperimenti Furchgotta 1 Zawadskija su prvi pokazali opustajuci
faktor koji proizvodi endotel za koji se naknadno pokazalo da je NO (28-30). NO
proistje¢e iz L-arginina djelovanjem endotelne sintaze NO (eNOS) u prisutnosti
kofaktora kao $to je tetrahidrobiopterin. U normalnoj vaskularnoj fiziologiji NO ima
klju¢nu ulogu u odrzavanju Zilne stijenke u mirnom stanju inhibicijom upale, stanic¢ne

proliferacije i tromboze.

Oksidativni stres u stijenci krvne zile i endokardu povezan je s nastajanjem
razli¢itih reaktivnih oblika molekula kisika 1 duSika (eng. Reactive Oxygen and
Nitrogen Species, ROS 1 RNS), te promijenjenim aktivnostima nekoliko oksidaza kao
Sto je NOS (31). Pokazano je da superoksidni anion prigusuje NO (32), ali isto tako

s njime 1 reagira stvarajuci peroksinitrat, koji uzrokuje dodatni oksidativni stres zbog
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aktivacije oksidaza i inaktivacije antioksidantnih enzima (31). Smanjenje lokalnog
NO pomoc¢u ROS uzrokuje hiperoksi¢nu vazokonstrikeiju 1 smanjuje vazodilataciju
ovisnu 0 NO (33;34). Oksidativni stres se u novije vrijeme okrivljuje za razlicita
kardiovaskularna patoloSka stanja kao S§to su ateroskleroza (35), hipertenzija (36),
Secerna bolest (37), fibrilacija atrija (38) 1 ishemijsko-reperfuzijsko oste¢enje (39).
Pokazalo se da mnostvo antioksidansa, ukljucujuéi vitamine C i E, §titi funkciju
endotela pluéne arterije nakon kardiopulmonalnog premosStenja (40), ali Stiti i

sveukupni endotel (41).

3.4. Ciljevi istrazivanja

Cilj ove disertacije je istrazivanje utjecaja ronjenja na komprimirani zrak na
odabrane parametre funkcije srca i1 endotela krvnih zila, te utjecaj antioksidanata -

vitamina C i E na te parametre. Svrha studija je:

1. Razjasniti utjecaj jednokratnog zarona na komprimirani zrak na umjerenim
dubinama u moru na vrijednosti PAP 1 PVR, te na sistolicku funkciju desne
klijetke;

2. Procijeniti utjecaj visokih doza antioksidacijskih vitamina C i E na endotelnu
funkciju krvnih zila nakon zarona, te na moguce promjene volumena i funkcije
desnog 1 lijevog srca nakon zarona u moru;

3. Procijeniti vrijednost preventivnog, svakodnevnog uzimanje nizih doza
antioksidacijskih vitamina u odredenom razdoblju na endotelnu funkciju

krvnih Zila u profesionalnih ronilaca.

Planiranim studijama s roniocima pri zaronu u moru na umjerenim dubinama

od 30-tak metara analiziralo se:

1. Utjecaj zaronas komprimiranim zrakomna vrijednosti PAP1PVR, te na funkciju
1 volumene desne klijetke. U dosadasnjim istrazivanjima na simuliranim
zaronima u hiperbari¢noj komori uocio se porast PAP kod zarona koriStenjem

zivotinjskih modela, ali su studije na ljudima dale opre¢ne rezultate na razli¢itim
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modelima zarona. Studija 1. testirala je hipotezu da ¢e jednokratni zaron na
komprimirani zrak na umjerenim dubinama u moru dovesti do povecanja
vrijednosti PAP i PVR, te posljedi¢no utjecati na sistolicku funkciju desne
klijetke.

2. Cilj druge skupine istrazivanja je procijeniti utjecaj antioksidansa na endotelnu
funkciju krvnih zila, te na volumene i funkciju lijeve i desne klijetke, kao ina
vrijednosti PAP. Naime, u dosadasnjim istrazivanjima reaktivni hiperemijski
odgovor nadlakti¢ne arterije nakon simuliranog zarona u hiperbari¢noj komori
bio je smanjen, $to ukazuje na promjenu endotelne funkcije krvnih Zila nakon
zarona, a promjene funkcije desnog srca uocene su u prvoj studiji. U toj je studiji
postavljena hipoteza korisnog ucinka akutno primijenjenih antioksidantnih
vitamina na endotelnu funkciju arterija, te funkciju desnog i lijevog srca.

3. U trec¢oj seriji pokusa cilj istrazivanja bio je uociti djelovanje dugoro¢nog
uzimanja (u trajanju od cetiri tjedna) nizih doza antioksidacijskih vitamina C
1 E na reaktivni hiperemijski odgovor nadlakti¢ne arterije. Tom se studijom
zeli postaviti model blizi preporuc¢enim dnevnim dozama vitamina C 1 E, a
zadrZati njihov pozitivan utjecaj istih na endotel krvnih zila. Taj bi model
bio najblizi svakom rekreativnom roniocu, jer se velika ve¢ina rekreativnih
sportasa specificnom aktivno$¢u bave samo u odredenim intervalima tijekom
godine.

U svim studijama koristilo se ronjenje u moru kako bi se postiglo vjerodostojni

zbroj svih vanjskih utjecaja tijekom zarona s bocama na komprimirani zrak.
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4. ISPITANICI I METODE

4.1. Ispitanici i eticnost postupka

U provedenim studijama ukupno je sudjelovalo 25 ispitanika, iskusnih ronilaca
Hrvatske ratne mornarice. U vrijeme izvodenja pokusa svisu ronioci bili bez znakova
akutne ili kroni¢ne bolesti, te su imali vazecu lije¢ni¢ku dozvolu za provedena
ronjenja. Svi su ispitanici bili nepuSaci s urednim vrijednostima arterijskog krvnog

tlaka, 1 urednim vrijednostima masnoca i Seera u krvi.

Svi su pokusi bili izvedeni na ljudskom modelu u skladu s Principima
za provodenje istrazivanja koja ukljuuju Zivotinje 1 ljudska bi¢a Americkog
udruZenja fiziologa (American Physiological Society’s Guiding Principles for
Research Involving Animals and Human Beings), Deklaracijom iz Helsinkija,
te svim pozitivnim zakonima Republike Hrvatske, a nakon odobrenja od Etickog
povjerenstva Medicinskog fakulteta u Splitu 1 Etickog povjerenstva Medicinskog
fakulteta u Zagrebu. Istrazivanja su provedena u sklopu znanstveno-istrazivackog
projekta «Anaerobna tjelovjezba reducira stvaranje mjehuri¢a kod ronioca» (Sifra

projekta 0216006), voditelja prof. dr. sc. Zeljka Dujica.

Svi postupci 1 zahvati bili su u potpunosti objaSnjeni ispitanicima, od kojih je
dobiven pisani pristanak za sudjelovanje u istrazivanju. Ispitanicima je objaSnjeno
da u svakom trenutku smiju napustiti istrazivanje, a za svoje sudjelovanje su primili
simboli¢nu nagradu. Pored pristupnika, u pokusima su sudjelovali za to obuceni

istrazivaci odgovarajucih struka.

4.2. Metode

Protokoli studija koji ¢ine ovu doktorsku disertaciju izvedeni su u razdoblju
od dvije godine u Laboratoriju za fiziologiju Zavoda za integrativnu fiziologiju

Medicinskog fakulteta u Splitu, te u objektima Hrvatske ratne mornarice u Splitu.

Antropometrijska mjerenja 1 spiroergometrijsko testiranje izvedeni su u

Laboratoriju za fiziologiju, a preostali dio istrazivanja u objektima Hrvatske ratne
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mornarice (mjerenje stupnja i broja venskih plinskih mjehurica, ultrazvuéna mjerenja
odabranih sr¢anih parametara, odredivanje PAP 1 PVR, te mjerenje endotelne funkcije

nadlakti¢ne arterije).

Dva tjedna prije zapocCinjanja samih studija ispitanicima su odredeni
antropometrijski parametri (tjelesna masa 1 visina, indeks tjelesne mase, te su
prikupljeni op¢i anamnesticki podatci 1 podatci o ronilaCkom iskustvu: ukupan broj
sati ronjenja, pojava DCS), te su podvrgnuti spiroergometrijskom testiranju. PuSenje
je bilo iskljucujuéi kriterij za sudjelovanje u studijama. Takoder smo odabrali
osam ispitanika s prisutnim TR mlazom iz skupine od deset ispitanih pojedinaca.
Ta prevalencija ispitanika s TR pozitivnim mlazom sli¢na je drugim studijama u
sportasa (42) i zdravih osoba (43). Nasi su ispitanici bili vrlo izdrzljivi, posebno
izvjezbani vojni ronioci s redovitim odrZzavanjima aerobnog treninga. Mjesto samog
zaranjanja na dubinu od 30 metara bilo je smjesteno u neposrednoj blizini vojne luke,
na koje su ronioci prevozeni gumenim ¢amcem. Brzina zarona bila je 10 m/min, a
brzina izrona 9 m/min. Sam zaron je trajao 30 minuta, tijekom kojega je roniocima
nalozeno da plivaju u duzini od 500 metara §to je bilo umjereno opterecenje. Prilikom
izrona dekompresijska je stanka bila na dubini od 3 m i trajanju 3 minute (sukladno
dekompresijskim tablicama Ameri¢ke mornarice). Tijekom ronjenja postignuta
dubina zarona kontrolirana je uz pomo¢ ronilackog racunala (Mosquito, Suunto,
Finska) koji je dodijeljen svakom paru ronilaca. Sréana frekvencija tijekom zarona
pracena je uredajem za neprekinuto mjerenje src¢ane frekvencije (HR Polar S8101,

Vantage, Finland), a podatci naknadno pohranjeni u osobno racunalo.

Spiroergometrijsko testiranje obavljeno je na bicikli ergometru (Marquette
Hellige Medical Systems 900 ERG, Milwaukee, SAD) uz pomo¢ uredaja za
kardiopulmonalno testiranje pod optere¢enjem (Quark b2, Cosmed, Rim, Italija), a
sr¢ana frekvencija je mjerena uredajem za neprekinuto mjerenje srcane frekvencije
(HR Polar S810i Polar, Vantage, Finland). Svim ispitanicima odreden je maksimalni
primitak kisika (VO2MAX) 1 maksimalna sr¢ana frekvencija. Kriteriji za prihvacanje
VO,,,,x bili su: (1) sr¢ana frekvencija iznad 90% maksimalne predvidene za dob
(220—dob), (2) respiracijski kvocijent >1,1 1 (3) postizanje zaravni na krivulji

primitka kisika (ili povecanje <150 mL) unato¢ povecanju opterecenja. Ako su bila
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ispunjena najmanje dva od navedenih kriterija, izmjereni primitak kisika izabran je

kao ispitanikov VO

2MAX®

4.3. Protokoli svojstveni pojedinim studijama

4.3.1 Ucinak ronjenja na odabrane parametre funkcije desnog srca, PAP i
PVR

Studija je ukljucila osam ronilaca Hrvatske ratne mornarice u dobi od 35,6+3,6
godina (srednja vrijednost + SD, raspon 32-40) s prosjecnim indeksom tjelesne mase
25,942,4 kg/m (raspon 21,4-29), visine 1,81+0,05 m (raspon 1,75-1,87), indeksa
tjelesne masti 17,1£3,0 (% tjelesne masti/kg). Svi su ispitanici bili iskusni ronioci
sa znatnim iskustvom ronjenja (s viSe tisuc¢a sati ronjenja). Svim je roniocima jedan
tjedan prije pokusa odredena maksimalna potrosnja kisika i maksimalna frekvencija
srca (HRmax) na bicikl ergometru koristenjem inkrementalnog protokola (Marquette
Hellige Medical Systems 900 ERG, Milwaukee, SAD). Ispitanici su na pocetku
zagrijavani tijekom 10 min voze¢i bicikl uz 25 W. Pocetno opterecenje bilo je 50 W,
s dodatnim povecanjem od 25 W svake idu¢e minute do iscrpljenosti. To se dogodilo
u svih ispitanika unutar 11-14 min. Maksimalna potrosnja kisika za skupinu iznosila
je 42,2+4,5 mL/kg/min, a vrSna sr¢ana frekvencija pri toj potrosnji kisika iznosila je

178,8+8,5 otkucaja/min.

Svi zaroni izvedeni su po protokolu navedenom u uvodu, a kardiovaskularni
parametri mjereni su s ultrazvukom Vivid 3 Expert (GE, Milwaukee, SAD)
Sirokopojasnom sektorskom sondom (1.5—3.3 MHZ) 30 min prije, te 20140 min poslije
zarona u leze¢em polozaju. Sva je ultrazvuéna mjerenja napravio isti ispitivac. Apeks
srca odreden je palpacijom srca na ispitaniku u lijevom bo¢nom polozaju. Apikalnim
pristupom Sirokopojasnom sektorskom sondom prikazana je dvodimenzionalna slika
Cetiri sr¢ane Supljine 1 sr¢anih pregrada nakon ¢ega je polozaj sonde podeSen kako bi
se postiglo optimalnu kakvocu slike. Tim prikazom mjeren je volumen desne klijetke
na kraju sistole (RV-ESV) i dijastole (RV-EDV), te je izraCunavana ejekcijska frakcija
desne klijetke (RVEF) uporabom Simpsonove metode (44). Minutni volumen (CO)
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mjeren je kao umnozak udarnog volumena i srcane frekvencije. Udarni volumen
mjeren je iz umnoska poprecne povrsine pluéne arterije i viemenskog integrala brzine
(VTI). Nakon zarona pojava venskih plinskih mjehurica (slika 1.) u podru¢ju desnog
srca 1 plu¢ne arterije mjerena je na osnovu prihvacene metode Eftedala i1 sur. (45).
Ona ukljucuje sljedece stupnjeve venskih plinskih mjehuri¢a: bez mjehurica — 0.
stupanj, rijetki mjehuri¢i — 1. stupanj, barem 1 mjehuri¢ u svakom cetvrtom sr€anom
otkucaju — 2. stupanj, barem jedan mjehuri¢ u svakom sréanom otkucaju — 3. stupanj,
kontinuirano pojavljivanje mjehuri¢a, barem jedan mjehuri¢ po cm? — 4. stupanj,
zabijeljenje, pojedina¢ni mjehuri¢i ne mogu biti uoceni — 5. stupanj. Stupnjevanje
mjehuri¢a na ultrazvucnoj slici pokazuje nelinearnost kada se usporedi sa stvarnim
brojem venskih plinskih mjehuri¢a u plu¢noj arteriji. Kako bismo postigli linearnost,
stupanj mjehurica pretvorili smo u broj mjehuri¢a po cm?, kako je ranije opisano u

literaturi (46).

MF Split, Katedra za fizielogiju Cardiac 13:15:28
35 04-Apr05
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Slika 1. Prikaz venskih plinskih mjehuri¢a u podrucju desnog srca (RA i RV)

Nakon stupnjevanja venskih plinskih mjehurica PAP je kod svih ispitanika

mjeren uporabom pulsnog doplera prije, te 20 1 40 min poslije zarona, pomocu
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dvije razli¢ite metode. Doplerska mjerenja su iskazana kao srednja vrijednost triju
uzastopnih sr¢anih ciklusa. Mjereni su AccT (vremenski interval izmedu pocetka i
vrsne vrijednosti brzine pluénog protoka, u ms), RVET (vremenski interval od poCetka
do zavrSetka brzine sistolickog pluénog protoka, u ms) i R-R interval (ms) (vremenski
interval izmedu dvaju R valova elektrokardiograma). Omjer AccT/RVET izra¢unat
je za svaki sréani ciklus (slika 2.). PoCetni omjer AccT/RVET prije ronjenja bio je
srednja vrijednost dvaju mjerenja. Kao indeks srednjega PAP upotrijebili smo odnos
AccT/RVET, jer su drugi pokazali dobru povezanost izmedu AccT/RVET i invazivno
mjerenog PAP u zdravih osoba (r = -0,91) (47). Sistolicki PAP (SPAP) mjeren je
uporabom ultrazvucnog pulsnog doplera mjerenjem vrSne vrijednosti brzine mlaza
regurgitacije kroz trikuspidalni zalistak (TR) tijekom sistole (48). Brzina najviSeg
protoka ili Vmax TR mlaza koriStena je za izracunavanje sistolickog tlaka desnog
ventrikla (RVSP). Da se dobije procjena Vmax, izracunata je prosjecna vrijednost od
pet mjerenja u svakoj mjernoj tocki. U ovoj je studiji pretpostavljeno da je tlak desnog
atrija (PRA) 5 mm Hg. SPAP se izraCunalo ovom jednadzbom: RVSP = 4(TRVmax)2
+ PRA (48). Ako nema pluéne stenoze, RVSP 1 SPAP su jednaki.

IMF Split, Katedra za fizielegiju 11:30:42
29 -Apr-05

1 PV AceT=137.8 msec 20

Slika 2. Prikaz mjerenja omjera AccT/RVET u izlaznom traktu desne klijetke, kao indeksa srednje

vrijednosti plué¢nog arterijskog tlaka
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Pluéni krvozilni otpor (PVR)

PVR je ocijenjen iz omjera vr$ne brzine trikuspidne regurgitacije (TRV, ms™') i
integrala vremena brzine istjecajnog trakta desnog ventrikla (TVI
doplerskom ehokardiografijom (TRV/TVI .
WU). Normalni raspon PVR je od 1 do 4 (49).

wop €M) dobivenih

x 10+ 0,16, u Woodsovim jedinicama,

Podatci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija (SD).
U¢inak ronjenja na komprimirani zrak na proucavane varijable funkcije srca 1 krvnih
zila napravljene su Friedmanovom neparametrijskom analizom varijance, dok su post
hoc usporedbe ucinjene Wilcoxonovim testom. Rabljeni su neparametrijski testovi
zbog malog uzorka (N = 8). P <0,05 smatralo se statisticki znac¢ajnim. Sve su analize

uradene softverom Statistica 7.0. (Statsoft, Inc., Tulsa, OK, SAD).

4.3.2. Ucinci akutne primjene antioksidantnih vitamina na odabrane parametre

funkcije srca i endotela krvnih Zila u ljudi tijekom zarona

Ova se studija sastojala od dva odvojena protokola. Prvog u kojem primjena
vitamina nije bila nasumce odredena i drugog gdje je uporabljen dvostruko slijepi

dizajn pokusa kontroliran placebom.

Ispitanici

Protokol 1. U studiji je sudjelovalo sedam iskusnih muskih ronilaca Hrvatske
mornarice u dobi do 34,1+3,5 godina (srednja vrijednosttstandardna devijacija, SD)
s prosje¢nim indeksom tjelesne mase 25,9+2,4 kg/m?, prosjeéne visine 1,824+0,04 m i
s indeksom tjelesne masti 20,143,4 (%, tjelesne masti/kg).

Protokol 2. Sest ispitanika iz protokola 1. sudjelovalo je u drugom protokolu koji je

proveden 8 mjeseci nakon zavrSetka prve skupine eksperimenata.

Svih sedam ispitanika u protokolu 1 i Sest u protokolu 2 uspjesno je zavrsilo
studijske protokole, bez znakova dekompresijske bolesti ili znakova drugih

komplikacija tijekom i nakon ronjenja.
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Plan mjerenja

Ispitanicima je 48 sati prije izvodenja eksperimenta bilo zabranjeno obavljanje

tezih tjelesnih aktivnosti i ronjenje.

Protokol 1. Ronioci su izveli dva ronjenja. Prvo, kontrolno, bez farmakoloske
intervencije. Drugo ronjenje slijedilo je nakon 24 h, a 2 h prije samog zarona
ispitanicima su dani vitamini C 1 E. Ultrazvukom visoke rezolucije, 30 minuta prije
zarona i 30 minuta nakon svakog zarona procijenjena je endotelna funkcija nadlakticne

arterije i funkcija srca ispitanika (ukupno 4 mjerenja).

Protokol 2. Ispitanici su ponovili gore navedeno istrazivanje s time da je primjena
antioksidacijskih vitamina (C 1 E), te ronjenje bez vitamina nasumice odabrano
(randomizirana studija), a razmak izmedu pojedinih zarona iznosio je tri dana.
Funkcija endotela nadlakti¢ne arterije, kao 1 kardiovaskularni parametri procijenjeni

su 30 minuta prije zarona i 30 minuta, 24, 48 1 72 sata nakon svakog zarona.
Mjerenje venskih plinskih mjehuric¢a

Pojava venskih plinskih mjehuri¢a odredivana je 30 minuta nakon izrona
pomocu ultrazvuka Vivid 3 Expert 1 prenosivim Logic Book XP (GE, Milwaukee,
SAD). U svih su ispitanika dobivene slike visoke kakvoce, a venske plinske mjehurice
uocilo se kao odraze visokog intenziteta u desnom srcu i pluénoj arteriji u mirovanju
1 nakon kaslja. Analiza venskih plinskih mjehuri¢a obavljena je na isti nac¢in kao i u
Studiji 1.

Procjena endotelne funkcije nadlakti¢ne arterije

Funkcija endotela nadlakti¢ne arterije ocijenjena je kod svih ispitanika po
metodi opisanoj od strane Corretti 1 sur. (50). Ukratko, ispitivao se porast protoka
krvi 1 promjera nadlakti¢ne arterije koji nastaje u odgovoru na reaktivnu hiperemiju.
Tijekom istrazivanja ispitanici su boravili u prostoriji kontrolirane temperature u
leze¢em polozaju. Sva su mjerenja obavljena u isto vrijeme dana kako bi se iskljucile
dnevne varijacije endotelne funkcije, a nakon 15 minuta strogog mirovanja. Mjerenja
su u¢injena s pomocu linearne sonde (5.7-13.3 MHz) prije navedenim ultrazvu¢nim

uredajima. Za promjer nadlakti¢ne arterije uzeta je udaljenost izmedu dviju intimalnih
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povrsina zile (prednje i straznje) na uzduznim prikazima arterije. Za vrijeme mjerenja
neprekinuto je prac¢en EKG kako bi se odredivanje promjera nadlakti¢ne arterije uz
pomo¢ elektronskog kalipera uvijek obavilo u istoj fazi sr¢anog ciklusa (na ,kraju‘
dijastole). Usporedo s prikazom promjera nadlakti¢ne arterije, odredivana je 1 srednja
brzina protoka krvi (MBV) uporabom pulsnog doplera u uzorku volumena iz sredine
arterije. Polozaj ultrazvu¢ne sonde na nadlaktici bio je oznacen kako bi se osigurao
isti poloZaj za sva mjerenja (3 do 5 cm proksimalno od antekubitalne udubine).
Nakon mjerenja bazalnih vrijednosti MBV 1 promjera nadlakti¢ne arterije, izvedena
je njena okluzija napuhivanjem mansete zivinog tlakomjera na podlaktici u trajanju
od 5 minuta (na vrijednosti od 240 mm Hg). Nakon isteka 5 minuta, manseta je
ispuhana §to je dovelo do znacajnog porasta protoka krvi kroz nadlakti¢nu arteriju
uz posljedi¢no povecanje njena promjera. Mjerenja MBV i promjera nadlakti¢ne
arterije ucinjena su neposredno nakon ispuhivanja manSete, svakih 30 s tijekom prve
3 minute, te na kraju Cetvrte 1 pete minute nakon ispuhivanja mansete. Vazodilatacija
posredovana protokom (engl. Flow Mediated Vasodilation, FMD) izraunata je kao
relativan porast promjera nadlakti¢ne arterije u odnosu na bazalne vrijednosti. Protok
krvi odreden je iz umnoSka MBV i poprec¢ne povrSine nadlakti¢ne arterije. Podatci su
pohranjeni na osobno racunalo ultrazvuka u obliku slika i kratkih filmova (engl. still
and cine-loop) kako bi ih se moglo naknadno analizirati. Vazodilataciju neovisnu o
endotelu u ovoj studiji nismo testirali uporabom nitroglicerina zbog njegova ucinka

na pojavu venskih plinskih mjehuri¢a tijekom ronjenja.

Tlak plu¢ne arterije odreden je po jednakom protokolu kao u studiji 1.
Ultrazvucna analiza odabranih parametara funkcije srca
Funkcija desnog srca procijenjena je na nacin i pomocu uredaja opisanih u Studiji 1.

U analizi funkcije lijevog srca rabili smo dvije metode: po Simpsonu 1 po
Teicholzu. Ultrazvu¢nom sektorskom sondom napravljen je prikaz srca s apeksa u
projekciji Cetiri sr€ane Supljine, te je napravljen prikaz endokarda lijeve klijetke,

uporabom softverskog alata prije navedenih uredaja Supljina lijeve sr¢ane klijetke
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podijeljena u niz diskova radi mjerenja njezinog volumena. Mjerenja su u¢injena na
kraju sistole 1 na kraju dijastole (LV-ESV/LV-EDV) kako bi se izracunalo ejekcijsku
frakciju lijeve klijetke (LVEF).

Nadalje, parasternalnim smjeStajem sonde ultrazvucnog uredaja prikazana je
duga os srca, u prvom redu inferoposteriorna stijenka lijeve klijetke 1 interventrikulski
septum. Promjer Supljine lijeve klijetke u razini vr$ka papilarnog misi¢a, debljina
intraventrikulskog septuma (IVS) te debljina straznje stijenke lijeve klijetke (LVPW)
mjereni su u M-mod prikazu na kraju sistole i na kraju dijastole. Mjerena su tri
uzastopna sr¢ana ciklusa i1 izracunate prosjecne vrijednosti. Sva su mjerenja uradena

prema smjernicama Ameri¢kog drustva za ehokardiografiju (44)

Iz dvodimenzionalnih i jednodimenzionalnih mjerenja izracunati su unutarnji
promjeri lijeve klijetke na kraju sistole i dijastole (LVIDd i LVIDs). Frakcijska

skracenja endokarda (FS) izraCunata su po jednadzbi:
FS(%) =100 x (LVIDd — LVIDs)/LVID

Udarni volumen (SV u mL) je izraCunat iz razlike volumena lijeve klijetke na

kraju dijastole 1 na kraju sistole po formuli:
SV =LV-EDV - LV-ESV

Mnozenjem vrijednosti udarnog volumena i sr€ane frekvencije dobivena je
vrijednost sr¢anog minutnog volumena CO u L/min). Ejekcijska frakcija desne 1

lijeve klijetke 1zraunata je po jednadzbi:
EF (%) =(EDV — ESV)/EDV

Ejekcijska frakcija je uporabljena kao indeks kontraktilnosti miokarda.
Debljine stijenki lijeve klijetke prije 1 nakon ronjenja rabljene su i za dodatnu procjenu

kontraktilnosti miokarda.

Statisticka analiza

Podatci su prikazani kao srednja vrijednost = SD. Razlike u promjeru arterije

1 odgovoru na hiperemiju, sr¢anu funkciju 1 tlak pluéne arterije prije i nakon ronjenja
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testirane su Studentovim t-testom za parne uzorke. Razlike izmedu kontrolnih i
eksperimentalnih ronjenja usporedene su uporabom Studentova t-testa za parne

uzorke (protokol 1.).

Da se ocijene ucinci placeba naprama davanju vitamina C i E u randomiziranoj
studiji na svim varijablama rezultata (protokol 2.), rabljena je Friedmanova
neparametrijska analiza varijance, dok su post hoc usporedbe uc¢injene Wilcoxonovim
testom. Povezanosti izmedu metrickih varijabli procijenjene su Pearsonovim
koeficijentom korelacije. Granica znacajnosti postavljena je na p <0,05. Sve su analize

uradene softverom Statistica 7.0. (Statsoft, Inc., Tulsa, OK, SAD).

Farmakoloska intervencija

Ispitanicima je davana askorbinska kiselina (2 g Cistog praSka, Ph.Eur.ll,
Medimon, Split, Hrvatska) i1 vitamin E (400 1J, Twinlab, Hauppauge, NY, SAD)
2 sata prije drugog ronjenja (protokol 1.). Naknadno smo izveli dvostruko slijepu
studiju u kojoj su ispitanicima slu¢ajnim izborom davani ili placebo ili antioksidansi
(protokol 2.). Randomizaciju farmakoloske intervencije antioksidacijskim vitaminima
izveo je ljekarnik koji nije bio ukljucen u prikupljanje ili analizu podataka. Istrazivac¢
koji je prikupio 1 analizirao podatke nije znao ni skupinu niti uvjete postupaka s

ispitanicima.

4.3.3. Utjecaj primjene vitamina C i E u razdoblju od ¢etiri tjedna na edotelnu

funkciju krvnih Zila tijekom ronjenja.

Studija je provedena na 8§ muskaraca nepusaca, iskusnih hrvatskih mornarickih
ronilaca u dobi 35,643,6 godina, prosjecnog indeksa tjelesne mase od 25,9+2.,4 kg/m?,

visine 1,81+0,05 m i indeksa tjelesne masti od 17,143,0 (tjelesna masnoca/kg%).

Vremenski niz mjerenja

Ronioci su izveli dva ronjenja, prvo kao kontrolno ronjenje, a drugo nakon 4
tjedna svakodnevnog uzimanja antioksidantnih vitamina. Ispitanici su ultrazvucno

ispitivani 30 min prije ronjenja, te u razdoblju 20 1 40 min nakon izranjanja. Svim su
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roniocima 2 tjedna prije eksperimenata odredeni srednja maksimalna potroSnja kisika

(VO,, ) 1imaksimalna frekvencija srca (HR_ ).

Mjesto studije

Studija je provedena u vojnoj bazi Hrvatske mornarice tijekom 4tjedna. Mjesto
ronjenja bilo je u blizini baze kamo su ronioci bili prebacivani motornim camcem.
Temperatura mora iznosila je izmedu 14° 1 16° C pri ronjenju prije 1 nakon davanja

antioksidansa, a vanjska se temperatura kretala izmedu 15°1 18° C.

Protokol ronjenja

Ronioci su izvodili dva ronjenja, prvo kao kontrolno, a drugo nakon 4 tjedna
uzimanja C i1 E vitamina. Svi su ronioci zamoljeni da tijekom eksperimentalnog
razdoblja ne mijenjaju prehranu. Sva su ronjenja izvedena u jutarnjim satima s
roniocima opremljenima ronilackim odijelima u skladu s Priru¢nikom za ronjenje
mornarice SAD, a prema naprijed opisanom protokolu zaranjanja. Svaki je par

ronilaca imao ronilacki kompjutor (Mosquito, Suunto, Finska).

Pracenje nakon ronjenja i ehokardiografski pregled

Oko 20 min nakon izronjavanja ispitanici su smjesSteni na lijevi bok, te je
ucinjen ehokardiografski pregled s faznom ultrazvuénom sondom (1,5-3,3 MHz) uz
uporabu ultrazvu¢nog skenera Vivid 3 Expert (GE, Milwaukee, W1, SAD). Od svih su
ispitanika dobivene slike visoke kakvoce. Mjehurice plina odziva visokog intenziteta
vidjelo se u desnoj strani srca 1 u pluénoj arteriji. Slike su stupnjevane kao $to je prije
opisano (45,51), a stupnjevi mjehuriéa su bili linearizirani na mjehuriéi/cm? podrudja

slike, kako je prethodno opisano (46).

Procjena endotelne funkcije nadlakti¢ne arterije

Funkciju endotela se odredivalo prema metodi Correttija 1 sur. (50) koja odreduje
arterijski odgovor na reaktivnu hiperemiju 1 FMD. Ispitanici su bili smjeSteni u

mirnu sobu temperature od oko 20° C 1 mirovali su 15 min na klupi u polozaju na
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ledima. Sudionici su bili pregledani u isto vrijeme dana. Tehnika samog neinvazivnog
odredivanja endotelne funkcije brahijalne arterije opisana je u studiji 2., s time da se u
ovoj studiji procjenjivala i vazodilatacija neovisna o endotelu uporabom sublingvalne

aplikacije nitroglicerinskog spreja.

Naime nakon standardnog protokola odredivanja protokom posredovane
vazodilatacije (FMD), ispitanicima se nakon 10 min mirovanja sublingvalno apliciralo
0,4 mg nitroglicerinskog spreja (Nitrolingual spray, gliceriltrinitrat, Rhone-Poulenc

Rorer, Inc., Collegeville, PA, SAD), da se ocijeni odgovor koji ne ovisi o endotelu.

FMD se izracunalo kao postotak povecanja promjera brahijalne arterije iz
stanja mirovanja do maksimalne dilatacije. Krvni se protok izraCunavalo iz mjerenja

MBYV i promjera Zile uz pretpostavku da je zila okrugla.

Svi su podaci pohranjeni na tvrdi disk ra¢unala ultrazvucnog aparata (kao slike
i kratki filmovi) za kasniju obradu. Prema novim smjernicama za FMD (52;53), mi
smo ih standardizirali na brzinu smicanja, posebnu varijablu koja ovisi o promjeru

zile (54).

Reaktivna hiperemija nakon okluzije

Prva mjerenja brzine protoka krvi u¢injena su tijekom pocetnih 5-7 s nakon otpustanja
mansete. Mjerenja brzine vr$nog protoka i 5-sekundnog prosje¢nog protoka izraCunata
su putem sljedece jednadzbe: povrSina presjeka krvne zile x MBV. Brzina vrS$nog
protoka i 5-sekundna prosjecna brzina smicanja odredivani su kao 4 x MBV/srednji

promjer (54).

Standardizirani FMD

Mjerenja FMD su standardizirana na prosjeCnu brzinu smicanja, jer je
pokazano da jacina dilatacije ovisi o posljedi¢cnom hiperemi¢nom stimulusu protoka
predstavljenog brzinom smicanja (standardizirani FMD = FMD/prosje¢na brzina

smicanja) (54). Vrijednosti su prikazane kao postotak na sekundu.
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Farmakoloska intervencija

Ispitanicima su davani C vitamin (prosjecno 750 mg/d; u pocetku 2 tjedna po
500 mg/d i zadnja 2 tjedna po 1000 mg/d Cistog praska, Medimon, Split, Hrvatska)
1 E vitamin (400 1U/d; Twinlab, Hauppauge, NY) tijekom 4 tjedna. Re€eno im je
da zadnju dozu uzmu ujutro za vrijeme ponovnog posjeta, 3-4 sata prije drugog

ronjenja.

StatistiCka analiza

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost = SD. Razlike u promjeru arterije
1 odgovora na hiperemiju prije 1 nakon ronjenja odredivane su uporabom Studentova
t-testa za parne uzorke. Granica znac¢ajnosti postavljena je na p = 0,05. Sve su analize

izvedene sa Statistica 7,0 (Statsoft, Inc., Tulsa, OK, SAD).

4.3.4. Prikaz slucaja intrapulmonalnog skretanja (shunting) venskih plinskih

mjehurica za vrijeme tjelovjeZbe nakon zarona na komprimirani zrak

Nakon zarona s jednakim protokolom kao i u ostalim studijama u jednog se ispitanika
uocio visoki stupanj venskih plinskih mjehuri¢a, te je provedeno opterecenje
visokog stupnja na bicikl-ergometru (3. stupanj opterecenja protokola po Bruceu).
Cijelo vrijeme optereéenja Supljine lijevog i desnog srca promatrane su uporabom
sektorske ultrazvucne sonde, ultrazvucnog aparata Vivid 3. Nakon zamjecivanja
plinskih mjehuri¢a u lijevim sr¢anim Supljinama ultrazvucne su slike pohranjene u
memoriju UZV aparata. Nakon uocene pojave venskih plinskih mjehuri¢a u lijevim
sr¢anim Supljinama napravljen je pregled srcanih pregrada i ostalih sr€anih struktura
uporabom transezofagijske, visokofrekventne sonde na aparatu Vivid 3, kako bi se
iskljucilo postojanje PFO. Pregled je ucinjen standardnom ultrazvu¢nom tehnikom
na lijevom boku ispitanika uz primjenu intravenske aplikacije kontrasta, a prikazane

su ane strukture pohranjene u obliku UZV slika u memoriju aparata.
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5. REZULTATI

5.1. Utjecaj ronjenja na komprimirani zrak na pojavu mjehuric¢a inertnog plina
u venskoj cirkulaciji, na arterijski tlak i krvozZilni otpor u pluénoj arteriji,

te na volumene i sistolicku funkciju desnog srca

Svih je osam ronilaca uspje$no zavrsilo planirani protokol 1 nijedan sudionik
nije imao znakova dekompresijske bolesti. Samo u jednog od sudionika tijekom prvih
40 min mirovanja u polozaju na ledima nisu nadeni venski plinski mjehuri¢i, dok je
u preostalih sedam provedeni protokol ronjenja proizveo venske plinske mjehurice
(tablica 1.). U sedam ronilaca s mjehuri¢ima nakon ronjenja tijekom Valsalvinog
manevra nije utvrdeno postojanje ni PFO niti [-P Santa. Slika 3. prikazuje izgled
Cetiriju srcanih klijetki odmah nakon Valsalvinog manevra ronioca pod br. 6 sa 4.
stupnjem mjehurica, prosjecnim SPAP od 37 mm Hg 1 omjerom AccT/RVET 0,27 (u

40. min nakon izrona).

Tablica 1. Pojedina¢ni mjehuri¢i po cm? za svih osam ronilaca

Ispitanik br. 20 min 20 min kasalj 40 min 40 min kasalj

1. 0,05 0,2 0,