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Wstep:

Fundamentalne znaczenie dla funkcjonowania organizmu ma optymalny doptyw tlenu do
tkanek, co zalezy od sprawnosci mechanizméw regulacyjnych z udziatem receptoréw
wyspecjalizowanych w detekcji tlenu. Funkcje podstawowych czujnikéw preznosci tlenu we
krwi petnig chemoreceptory tetnicze zlokalizowane w kigbkach szyjnych i aortalnych. Przy
niedobrze tlenu odpowiedz odruchowa przebiega z udziatem ztozonych ukladéw
regulacyjnych, w ktérych podstawowg role odgrywa odruch z chemoreceptorow tetniczych,
przy nie do konca wyjasnionym udziale autonomicznego ukfadu nerwowego (autonomic
nervous system; ANS). Niepozadane reakcje zwigzane w pobudzeniem czesci wspétczulnej
tego uktadu, w tym zwiekszone ryzyko krytycznych incydentéw sercowo-naczyniowych,
przyczynia sie do coraz wiekszego zainteresowania badaczy reakcjami odruchowymi
przebiegajagcymi  z jej udziatem, w tym, w szczegolnosci, odruchem z chemoreceptorow
tetniczych. Liczne dane wskazuja, ze detekcja tlenu przez komorki chemorecepcyjne kiebkow
szyjnych i aortalnych zachodzi przy udziale reaktywnych postaci tlenu (ROS). Pozostaje
niejasnym, czy ograniczenie mechanizméw stresu oksydacyjnego w skali ogélnoustrojowej
znaczaco wptywa na odruch z chemoreceptorow tetniczych i wtdrnie na autonomiczng
regulacje czynnosci serca. Jakkolwiek podfoze patofizjologiczne wynikéw duzych badan
epidemiologicznych ~ zwigzanych z przewlektym profilaktycznym  przyjmowaniem
antyoksydantow, takich jak: kwas askorbinowy [1], B-karoten, retinol [2], a-tokoferol [3] nie
zostato wyjadnione, to mozna hipotetycznie przyjgé, ze antyoksydanty mogg zaktdcaé
odruchowe mechanizmy regulacyjne i wywotywac aktywacje komorek chemorecepcyjnych
charakterystyczng dla niedoboru tlenu, prowadzgca do pobudzenia odruchu z

chemoreceptordw tetniczych ze zwigkszeniem napedu wspotczulnego.

Cel:

Celem badan byta ocena wptywu czynnikbw zaburzajgcych ogolnoustrojowg rownowage
oksydoredukcyjng na autonomiczng regulacje rytmu serca szczura w warunkach
spoczynkowych i w warunkach pobudzenia chemoreceptorow tetniczych.



Materiaty i metody:

Badania zostaty wykonane na szczurach, samcach szczepu Wistar (N=49, 300 — 350g), z

uprzednio zatozonymi elektrodami do rejestracji EKG.

W doswiadczeniach przeprowadzonych na zwierzetach bez narkozy pobudzono
chemoreceptory tetnicze poprzez obnizenie cisnienia atmosferycznego o okoto 400 mm Hg.
Nastepnie szczury oddychaty czystym tlenem w warunkach cisnienia atmosferycznego, co
miato zahamowaé reakcje odruchowe zalezne od chemoreceptoréw tetniczych. W kolejnym
etapie badanym zwierzetom podawano allopurinol (ALLO), ktéry w zatozeniu zmniejszat ilo$¢
ROS w komdrkach chemorecepcyjnych lub dietylotiokarbamid (DETC) - utleniacz, o dziataniu
przeciwnym. ALLO jest inhibitorem oksydazy ksantynowej (xanthine oxidase, XO), ktéra jest
enzymem Kkatalizujgcym przemiane hipoksantyny w ksantyne i dalej w kwas moczowy
Podczas tych reakcji, zachodzgcych zwtaszcza w warunkach hipoksji, powstajg duze ilosci ROS,

w szczegoIno$ci anionorodnik ponadtlenkowy (O *). Zahamowanie ich wytwarzania przez

ALLO zmniejsza stres oksydacyjny oraz modyfikuje odpowiedZ ze strony ANS. DETC jest
inhibitorem dysmutazy ponadtlenkowej (superoxide dismutase, SOD), ktora usuwa Q -
katalizujgc wytwarzanie nadtlenku wodoru (H20z). Profil dziatania DETC jest wiec odwrotny do

efektu ALLO: dochodzi do wzrostu poziomu O; *-i zmniejszenia H;O,.

Wptyw ROS na aktywno$¢ ANS i przez to na regulacje rytmu serca byt oceniany z
wykorzystaniem analizy zmienno$ci rytmu serca (heart rate variability; HRV). HRV byta
wyznaczana z fragmentdw zapisu EKG zarejestrowanego z wysokg 4-kHz rozdzielczo$cia, przy
czym do analizy HRV wykorzystano niezaktdcone serie czasowe 1024 kolejnych odstepow RR.
Wyznaczono wskazniki analizy czasowej i spektralnej HRV, a ztozonos¢ uktadu regulacyjnego i
determinizm rytmu serca oceniono wykorzystujgc wskazniki analizy nieliniowej. Po
zakonczeniu doswiadczen od szczurow zostata pobrana krew w celu wykonania oznaczen

biochemicznych enzymow oksydacyjnych oraz parametréw stresu oksydacyjnego.

Omodwienie wynikéw:

Potwierdzono wecze$niejsze doniesienia [4], ze hipoksja hipobaryczna inicjuje u szczuroOw
pierwotny filogenetycznie wzorzec odpowiedzi sercowej ze zwolnieniem rytmu serca, przy
czym kierunek wywotanych zmian nie byt zbiezny ze zmianami HRV. Hipoksja zwigkszata
catkowitg zmienno$¢ rytmu serca oraz wskazniki aktywnosci czesci przywspotczulnej ANS
(rMSSD, HF). Wykazano ponadto obnizenie wskaznika analizy spektralnej  LF/HF,



reprezentujgcego wzgledny udziat napedu wspotczulnego w autonomicznym sterowaniu
rytmem serca, jak rowniez jego odpowiednika z analizy czasowej: SDNN/rMSSD. Hiperoksja
po uprzedniej hipoksji spowodowata dalsze zwolnienie czestosci akcji serca, z towarzyszagcym
zmniejszeniem HRV.

Zahamowanie XO za pomocg ALLO nie spowodowato istotnych zmian wskaznikdbw HRV w
standardowych warunkach normoksji. Przy obnizonej m zawartosci tlenu w powietrzu
oddechowym odnotowano istotne zwiekszenie wskaznikOw catkowitej zmiennosci rytmu
serca: SDNN, catkowitej mocy widma (TSP) oraz mocy widmowej w zakresie LF, ze wzrostem
wyznacznikow aktywnosci przywspotczulnej — HF, rMSSD. Réwnoczes$nie wykazano
zmniejszenie wskaznikow LF/HF i SDNN/rMSSD, co $wiadczy o ograniczeniu dominujgcej roli
uktadu wspétczulnego.

Po podaniu ALLO, nie tylko stwierdzono niemal 10-krotne zmniejszenie aktywnosci XO, ale
takze wzrost aktywnosci SOD, z obnizeniem osoczowego stezenia 8-isoprostandéw —
wskaznika utlenienia lipidow, co wskazuje na redukcje stresu oksydacyjnego. DETC zmniejszyt
aktywnos¢ SOD o 30%, ale nie spowodowat istotnych zmian wskaznikdw osoczowego stresu
oksydacyjnego, na poziomie lipidow (8-izosoprostany) lub biatek (stezenie grup
karbonylowych). DETC wywotat istotne zwiekszenie czestosci akcji (z 320 do ponad 400
uderzen na minute), czemu w obrazie HRV odpowiadaty cechy zmniejszenia regulacyjnej
kontroli rytmu serca przez AUN. Nastgpito istotne zmniejszenie catkowitej zmiennosci rytmu
serca (SDNN,TSP), z drastycznym zmniejszeniem wyznacznikdw napedu wagalnego (rMSSD,
HF). Na zmniejszenie autonomicznej kontroli nad sercem z uproszczeniem  ukfadu
regulacyjnego wskazuje takze obnizenie wskaznikdw analizy nieliniowej HRV: wskaznika
rekurencji  (%REC), determinizmu (DET) i krétkoczasowego wyktadnika beztrendowej analizy
fluktuacji (DFAal). Na szczegdlng uwage zastuguje zmiana DFAal, ktorego wartos¢ zblizyta sie
do zakresu charakterystycznego dla biatego szumu. U wiekszosci gryzoni, w tym u szczurow,
utrata regulacyjnej kontroli nerwu btednego nad rytmem serca oznacza pozostawienie serca
pod niemal wytgcznym wptywem uktadu wspotczulnego. Nawet przy jego zahamowaniu,
spontaniczne zmiany aktywnosci, ktore sg charakterystyczne dla napedu wspoétczulnego, mogag

dramatycznie destabilizowac rytm serca [5].



Whioski:

1

Podstawowym osiggnieciem badan byto wykazanie, Ze ingerencjia w endogenng
rownowage oksydoredukcyjng, przy uzyciu zarowno czynnikbw o dziataniu
antyoksydacyjnym, jak tez oksydantow, zaktoca rOwnowage regulacyjng ukfadu
Sercowo-naczyniowego.

Pobudzenie chemoreceptorow tetniczych podczas hipoksji, przyczynia sie do
zwiekszenia aktywnosci ANS witgczajgc w to jego komponente przywspoétczulna.
Obserwowane po podaniu DETC zmiany wskaznikbw HRV wskazujg, ze czynniki o
dziataniu prooksydacyjnym mogg istotnie zmniejsza¢ osrodkowag kontrole rytmu serca.
Zkolei antyoksydanty, takie jak ALLO zwiekszajg aktywno$¢ ANS sterujgcego uktadem
sercowo-naczyniowym. Zwiekszenie przez ALLO udziatu komponenty wagalnej w
osrodkowej kontroli rytmu serca w warunkach hipoksji koresponduje ze wskazaniami
do rozszerzenia jego wskazan terapeutycznych do choroby niedokrwiennej serca i jej
powiktan.

Uzyskane wyniki zachecajg do dalszych badan i wskazujg na potrzebe rozszerzenia
badan podstawowych i klinicznych o ocene dynamicznych aspektéw regulacyjnych

oraz analize zmiennosci rytmu serca.
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Introduction:

Optimal tissue oxygen supply is crucial for the functioning of the organism and it depends on the
efficiency of regulatory mechanisms involving receptors specialized in oxygen detection. Arterial
chemoreceptors, located in the carotid and aortic bodies, hold the function of basic blood oxygen
sensors. In case of oxygen deficiency, the reflex response is carried out with the use of complex
regulatory systems where the arterial chemoreceptor reflex plays a fundamental role, while the
involvement of the autonomic nervous system (ANS) in the process is not fully explained. Undesirable
reactions associated with stimulation of the sympathetic part of this system, including an increased
risk of critical cardiovascular events, contribute to the researchers' increasing interest in reflex
reactions with its participation, including, in particular, reflexes from arterial chemoreceptors.
Numerous publications suggest that oxygen detection by chemoreceptive cells of the carotid and aortic
bodies takes place with the participation of reactive oxygen species (ROS). It remains unclear whether
the limitation of oxidative stress mechanisms on the systemic scale significantly affects the reflex of
arterial chemoreceptors and secondary to the autonomic regulation of cardiac function. However, the
pathophysiological basis of the results of major epidemiological studies related to chronic prophylactic
antioxidant ingestion, such as ascorbic acid [1], beta-carotene, retinol [2], tocopherol [3], has not been
explained, it can be hypothetically assumed that antioxidants may interfere with reflex regulatory
mechanisms and induce activation of chemoreceptive cells characteristic of oxygen deficiency, leading

to stimulation of the reflex of arterial chemoreceptors with increased sympathetic drive.

Aim:

The aim of the study was to assess the influence of factors disturbing systemic oxidoreductive balance
on autonomic regulation of rat heart rhythm during resting conditions and under conditions of

stimulation of arterial chemoreceptors.



Material and methods:

The tests were performed on male Wistar rats (N = 49, 300 - 350g), with pre-installed ECG recording
electrodes.

During the experiments performed without anesthesia chemoreceptors were stimulated by the change
of atmospheric pressure which was lowered by about 400 mm Hg. Later rats were allowed to breathe
pure oxygen at atmospheric pressure to inhibit arterial-dependent chemoreceptor responses. In the next
stage, the animals were treated with two substances: allopurinol (ALLO), which was introduced in
order to reduce the amount of ROS in chemoreceptive cells, or diethylthiocarbamide (DETC) - an
oxidizing agent with opposite effect. ALLO is a xanthine oxidase inhibitor (XO), which is an enzyme
that catalyzes the conversion of hypoxanthine into xanthine and further into uric acid. During these
reactions, especially under hypoxic conditions, large amounts of ROS are formed, in particular
superoxide anion radical (O2™). We observed that inhibition of ROS production by ALLO in turn
reduced oxidative stress and modified the ANS response. DETC is an inhibitor of superoxide
dismutase (SOD), which removes O, catalyzing the production of hydrogen peroxide (H202). The
DETC operation profile is therefore opposite to the ALLO effect: while the O™ level increased - H20>
decreased.

The effect of ROS on ANS activity and thus on the regulation of heart rhythm was evaluated using
heart rate variability (HRV) analysis. HRV was determined using ECG fragments recorded at the 4-
kHz resolution, with uninterrupted time series of 1024 consecutive RR intervals. The time- and
frequency domain analysis indexes were determined. Additionally, the complexity of the regulatory
system and cardiac rhythm determinism were assessed using nonlinear HRV analysis. After
completion of the animal experiment phase, blood was collected for biochemical analysis of oxidative

enzyme concentration and oxidative stress indicators.

Results:

Our findings confirmed the data reported to date [4] that hypobaric hypoxia initiates a phylogenetically
primary pattern of cardiac response in rats, characterized by a slow heart rate (HR), with the direction
of induced changes not coincident with changes in HRV. Moreover hypoxic conditions increased the
total variability of rat heart rate and activity indexes of the parasympathetic ANS (rMSSD, HF). Plus,

the LF/HF ratio representing the relative contribution of sympathetic drive in autonomic HR control



was shown to be lowered as well as its counterpart in time analysis: SDNN/rMSSD. Hyperoxia applied

to follow previous hypoxia caused a further slow-down of HR, accompanied by a decrease in HRV.

Inhibition of XO with ALLO did not cause significant changes in HRV indexes under standard
normoxia conditions. At the reduced oxygen content in the respiratory air, a significant increase in
total heart rate variability was noted: SDNN, total spectral power (TSP) and spectral power in the LF
range, with an increase in the parasympathetic activity index - HF, rMSSD. At the same time, the
reduction of LF/HF and SDNN/rMSSD was demonstrated, which indicates a limitation of the

dominant role of the sympathetic nervous system.

Following the administration of ALLO, not only was there an almost 10-fold reduction in XO activity,
but also an increase in SOD activity, with a decrease in the plasma concentration of 8-isoprostanes -
the lipid oxidation index, which indicates a reduction in oxidative stress. DETC decreased SOD
activity by 30%, but did not cause significant changes in plasma oxidative stress indicators, at the level
of lipids (8-isosoprostanes) or proteins (concentration of carbonyl groups). DETC introduction in turn
resulted in a significant increase of HR (from 320 to over 400 beats per minute), which in case of HRV
corresponded to the reduction of ANS-driven heart rate regulatory features. There was a significant
reduction in the total variability of the heart rhythm (SDNN, TSP), with a drastic reduction in the vagal
traction markers (rMSSD, HF). The reduction of autonomic control over the heart with the
simplification of the regulatory system is also indicated by lowered non-linear HRV indexes:
recurrence rate (% REC), determinism (DET) and short-term exponent of detrended fluctuation
analysis (DFAal). Particularly noteworthy is the change in DFAal when its value approached the
range characteristic to that of white noise. In most rodents, including rats, the loss of regulatory control
of the vagus nerve over the heart rhythm means leaving the heart under the almost exclusive influence
of the sympathetic nervous system. Even with its inhibition, spontaneous changes in activity that are

characteristic of sympathetic drive can dramatically destabilize the heart rhythm [5].



Conclusions:

1. The major finding of the study was to show that interference within the endogenous oxidoreductive
balance, using both antioxidant and oxidant factors, disrupts the regulatory balance of the

cardiovascular system.

2. Stimulation of arterial chemoreceptors during hypoxia, contributes to an increase in ANS activity

including its parasympathetic component.

3. Changes in HRV indicators observed after DETC administration suggest that pro-oxidative factors
may significantly reduce central heart rhythm control. In turn, antioxidants, such as ALLO, increase
the ANS activity that controls the cardiovascular system. ALLO-increased  vagal component
contribution onto the central rhythm control in the hypoxic conditions  corresponds with the

suggestions to extend its therapeutic use to ischemic heart disease and its complications.

4. The results obtained during this study encourage further research and indicate the need to extend
basic and clinical research with the assessment of dynamic regulatory aspects and the analysis of

cardiac rhythm variability.
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