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RIASSUNTO

L’utilizzo di ossigeno come farmaco prevede di trovare una giusta posologia, nella giusta
dose, intesa come percentuale della miscela respiratoria, e alla giusta pressione. Condizioni
di iperossia o di ipossia possono generare numerosi processi cellulari che vedono una svolta
terapeutica in un normale processo adattativo. L’Intermittent Hypoxia-Hyperoxia Therapy
(IHHT) ¢ una procedura non invasiva e sicura, prevede la somministrazione intermittente di
miscela ipossica ed iperossica. Essa pud essere eseguita a riposo o associata ad esercizio
fisico e sembra essere una strategia terapeutica promettente per varie popolazioni. L’IHHT
puo apportare importanti benefici in pazienti che necessitano di riabilitazione
cardiovascolare, muscoloscheletrica, neurologica e in pazienti geriatrici con molteplici
comorbidita. Il nostro protocollo sperimentale prevede I’esecuzione di un programma di
IHHT (FiO2 14% e 30%) dalla durata di quattro settimane, due volte a settimana, durante
blando esercizio fisico su tapis roulant, eseguito su 12 volontari sani secondo due protocolli
definiti conditioning e training, differenziati dalla durata totale del tempo di ipossia. Durante
I’esperimento sono stati monitorati 1 parametri base di frequenza cardiaca, saturazione, e di
sintomi di ipossia. Sono stati inoltre raccolti campioni di sangue, urine e saliva per misurare
parametri di infilammazione, stress ossidativo e funzionalitd endoteliale. I risultati
evidenziano un aumento dello stress ossidativo nelle quattro settimane di allenamenti, una
diminuzione della capacita antiossidante totale, un aumento dei markers di ossidazione
lipidica. A differenza del protocollo di training, il protocollo conditioning mostra una minor
attivazione di IL6, a dimostrazione della minor genesi di flogosi, e quindi di una potenzialita
riabilitativa migliore a parita di risultato per quanto riguarda il bilanciamento redox. Tali
risultati possono essere giustificati dal fatto che una minor esposizione ipossica possa essere
sufficiente per garantire uno stimolo positivo desiderato senza generare sintomatologia
durante il protocollo e senza evidenti effetti collaterali. In conclusione, possiamo asserire
che in questo protocollo sperimentale, il profilo conditioning si ¢ dimostrato sicuro ed

efficace e potrebbe essere applicato in un contesto riabilitativo.



ABASTRACT

The use of oxygen as a drug involves finding the right dosage, in the right dose, meant as a
percentage of the respiratory mixture, and at its right pressure. Hyperoxia or hypoxia
conditions can generate numerous cellular processes that see a therapeutic turn in a normal
adaptive process. Intermittent Hypoxia-Hyperoxia Therapy (IHHT) is a safe, non-invasive
procedure that involves the intermittent administration of a mixture of hypoxic and
hyperoxic. It can be performed at rest or in combination with exercise and appears to be a
promising therapeutic strategy for various populations. IHHT can provide important benefits
in patients who need cardiovascular, musculoskeletal and neurological rehabilitation as well
as geriatric patients with multiple comorbidities. Our experimental protocol involves a four-
week IHHT (FiO2 14% and 30%) program during soft exercise on treadmills, performed
twice a week on 12 healthy volunteers according to two protocols defined: conditioning and
training, differentiated by the total duration of hypoxia. During the experiment, basic
parameters of heart rate, saturation and hypoxia symptoms were monitored. Blood, urine and
saliva samples were also collected to measure parameters of inflammation, oxidative stress
and endothelial function. The results show an increase in oxidative stress during four weeks
of training, a decrease in total antioxidant capacity, and an increase in lipid oxidation
markers. Unlike the training protocol, the conditioning protocol shows a lower activation of
IL6, demonstrating the lesser genesis of phlegosis, and therefore a better potential for
reactivation with the same result regarding redox balance. These results may be justified by
the fact that a lower hypoxic exposure may be sufficient to ensure a desired positive stimulus
without generating symptomatology during the protocol and without obvious side effects. In
conclusion, we can say that in this experimental protocol, the conditioning profile has proved

to be safe and effective and could be applied in a rehabilitation context.



INTRODUZIONE

LA PATWHAY DELL OSSIGENO
L’ossigeno ¢ uno degli elementi fondamentali negli organismi viventi, svolge un ruolo

essenziale nel metabolismo aerobico e il suo trasporto dall’ambiente ai mitocondri delle
singole cellule (Fig.1), avviene con una serie di passaggi veicolati da polmoni, cuore e
circolazione sanguigna. Nello specifico 1’ossigeno entra nel nostro corpo tramite la
ventilazione alveolare, ove I’interfaccia alveolo capillare permette il passaggio dell’ossigeno
al sangue legandosi ai gruppi eme dell’emoglobina contenuta nei globuli rossi circolanti.
L’ossigeno viene quindi trasportato nei vari tessuti ed ¢ indispensabile per i processi
metabolici del nostro corpo. In particolare, permette di raggiungere un’efficienza metabolica
spiccata nel processo di respirazione cellulare e di metabolismo aerobico tramite il ciclo di
Krebs. Il ciclo dell’acido citrico ¢ caratterizzato da varie e specifiche reazioni chimiche che
avvengono all’interno dei mitocondri e produce le due molecole NADH e FADH2,
importanti per alimentare la catena di trasporto degli elettroni. Infatti, le due molecole
vengono ossidate per produrre ATP attraverso il processo di fosforilazione ossidativa. Il

ciclo di Krebs ¢ fondamentale ai fini del metabolismo energetico.
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Figura 1: rappresentazione grafica della respirazione cellulare.

I nostro corpo, inoltre, si ¢ adattato per permettere I’estrazione di ossigeno tissutale tramite

1 livelli di dissociazione della curva di emoglobina, che favoriscono la cessione di ossigeno



in un tessuto ipertermico, ipossico e acido. Questo fenomeno ¢ denominato effetto Bohr

(Fig.2).
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Figura 2: grafico rappresentante 1’effetto Bohr.

L’effetto Bohr ¢ un processo fisiologico che descrive come le variazioni del pH modificano
il legame dell’emoglobina con I’ossigeno. Di fatto durante la respirazione cellulare viene
prodotta CO2 che mediante 1’enzima anidrasi carbonica forma acido carbonico (H2CO3), il
quale si dissocia in ioni idrogeno (H+) e bicarbonato (HCO3-). L’aumento della
concentrazione di ioni idrogeno porta a una diminuzione del pH sanguigno e a cio consegue
la modifica della conformazione dell’emoglobina, ovvero si riduce la sua affinita con
I’ossigeno consentendo il rilascio del gas nei tessuti. Quest’ultimo processo pud essere
favorito anche quando I’anidride carbonica si lega direttamente all’emoglobina formando
carbaminoemoglobina. L’effetto Bohr, dunque, ¢ importantissimo affinché possa verificarsi
un efficiente scambio di gas nei polmoni e nei tessuti. A livello polmonare il pH ¢
relativamente alto per cui I’affinita dell'emoglobina per 1’ossigeno aumenta; invece, nei

tessuti periferici accade 1’esatto contrario perché il valore del pH ¢ piu basso. Quindi, ad



esempio, nei muscoli durante 1’attivita fisica viene favorito il rilascio di ossigeno a seguito
di una produzione maggiore di CO2 come sottoprodotto del metabolismo, che porta ad una

maggiore acidita e alla conseguente modifica del pH.

TRASPORTO DI OSSIGENO AI TESSUTI

Il cuore, 1 polmoni e la circolazione generano un sistema efficiente affinché a livello tissutale
possa giungere sangue ossigenato. Se tale sistema viene a mancare pud svilupparsi
un’ipossiemia tissutale che determina un metabolismo anaerobico ¢ la produzione di lattato.
In normali condizioni di riposo, I’apporto totale o globale di ossigeno (DO2) ¢ piu che
adeguato per soddisfare i requisiti totali di ossigeno dei tessuti (VO2) per il metabolismo
aerobico. DO2 ¢ definito come il prodotto della gittata cardiaca (Qt) e del contenuto di
ossigeno nel sangue (Ca02), esso ¢ derivato a sua volta dalla saturazione (Sa02), dal
contenuto di emoglobina (Hb) e da una costante K (il coefficiente per la capacita di legame
emoglobina-ossigeno) [1].
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Figura 3: equazione del trasporto di ossigeno.

La quantita di ossigeno consumata (VO2) come frazione dell’ossigeno erogato (DO2)
definisce il rapporto di estrazione dell’ossigeno (VO2/D02). Man mano che la domanda
metabolica (VO2) aumenta o [’offerta (DO2) diminuisce, il rapporto di estrazione
dell’ossigeno aumenta per mantenere il metabolismo aerobico. Quando si raggiunge il
rapporto di estrazione massimo (circa il 60-70%), ulteriori aumenti della domanda o
diminuzioni dell’offerta metabolica conducono ad una condizione ipossica.

Esistono diverse condizioni di ipossia correlate all’alterazione di specifici meccanismi, che

causano il fallimento del trasporto globale di ossigeno. Di fatto I’insufficienza cardiaca



provoca un’ipossia tissutale a basso flusso; alterazioni nell’attivita dell’emoglobina
producono ipossia tissutale anemica; infine, ventilazione inadeguata o bassa FiO2
determinano un’ipossia tissutale ipossica. L’ipossia ¢ uno degli eventi piu stressanti per tutti
gli organismi aerobici perché influisce in modo significativo su un ampio spettro di funzioni
fisiologiche e sulla produzione di energia [2].

Nei prossimi capitoli parleremo, nello specifico, degli adattamenti fisiologici conseguenziali
all’ipossia, all’ipossia intermittente, iperossia, iperossia intermittente, e alla ipo-iperossia

intermittente, e di come tali adattamenti possano contribuire a riportare benefici alla salute.



L’IPOSSIA E GLI ADATTAMENTI FISIOLOGICI

Per ipossia si intendono delle condizioni in cui la pressione dell’ossigeno ¢ minore di quella
che consideriamo normale sul livello del mare, ossia il 21% di 760mmHg =
159,6mmHg. Questo perché nell’aria che respiriamo la composizione percentuale di
ossigeno ¢ 21%, e quindi la sua pressione parziale ¢ una frazione di quella totale atmosferica
nell’ambiente in cui ci troviamo. Qualsiasi condizione che modifichi la pressione assoluta
ambientale o la pressione parziale dell’ossigeno inspirato, puo causare ipossia o iperossia a
seconda che le alterazioni siano rispettivamente decrementali o incrementali.

A livello tissutale qualsiasi condizione che riduca la disponibilita cellulare di ossigeno come
I’altitudine elevata (ipossia ipobarica), patologie respiratorie, anemia o disfunzioni
circolatorie, puo determinare una cascata di eventi fisiopatologici.

Le risposte fisiologiche correlate ad una condizione ipossica sono molteplici, alcune di esse
sono responsabili della formazione dei sottoprodotti del metabolismo anaerobico lattacido
(lattato e ioni idrogeno) e dell’alterazione dei processi cellulari che causano la morte delle
cellule stesse. Un adattamento consequenziale a tali risposte fisiologiche ¢ I’aumento del
lavoro cardiorespiratorio. Si verifica un aumento della frequenza respiratoria e della
frequenza cardiaca al fine di garantire ai tessuti piu sangue ossigenato. Di fatto in risposta
ad una condizione di ipossia, vengono attivati 1 chemorecettori periferici e si verifica una
condizione di iperventilazione nel tentativo di aumentare 1’apporto di ossigeno e ridurre la
PaCO2. Questo puo verificarsi, ad esempio, quando diminuisce la pressione atmosferica e
di conseguenza si riduce sia la pressione parziale di ossigeno dell’aria inalata e sia la
pressione dell’ossigeno a livello degli alveoli polmonari. In tale condizione la capacita del

sangue di caricarsi di ossigeno durante lo scambio gassoso, nei polmoni, viene ridotta.

ADATTAMENTI FISIOLOGICI DELL’IPOSSIA AD ALTA QUOTA

Una comune forma di ipossia si verifica quando si sale in alta quota, ove per effetto di
diminuzione della pressione atmosferica si riduce anche la pressione parziale dell’ossigeno
che respiriamo. Un dimezzamento della pressione atmosferica si ottiene a circa 5500m di
quota e oltre ai 7000m circa viene considerata una zona inabitabile dall’essere umano se non
per brevissimi periodi (death zone). Ciononostante, gli effetti dell’ipossia si possono provare

gia a partire dai 2500m di quota, limite sotto il quale I’esposizione anche per persone con



patologie croniche, neonati e la permanenza a lungo termine viene considerato sicuro. Non
a caso le cabine degli aerei sono normalmente pressurizzate ad una quota simulata di circa

2000-2500m.
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Figura 4: curva descrittiva del rapporto tra pressione e altitudine, per illustrare I’ipossia ad alta
quota.

In alta quota parliamo di condizione ipossica tissutale persistente, per riduzione di
disponibilita dell’ossigeno, e 1 tessuti possono sviluppare stress ipossiemico che causa
disfunzione d’organo e compromissione funzionale permanente. Al fine di prevenire tali
condizioni, il nostro sistema fisiologico promuove alcuni processi come la protezione e la
riparazione cellulare, I’angiogenesi, la proliferazione e la differenziazione delle cellule
staminali. La maggior parte dell’espressione genica ¢ guidata da due fattori principali
I’Hypoxia Inducible Factor 1 alpha (HIF 1 alpha) e il nuclear factor erythroid 2-related factor
2 (NRF2). 11 delicato equilibrio tra la risposta cellulare mediata da questi due fattori di
trascrizione ¢ ulteriormente perfezionato da un terzo fattore di trascrizione, il nuclear factor
kappaB (NF-kB). Il fattore HIF- 1alfa favorisce la sintesi di proteine che aiutano i tessuti a

ristabilire 1’apporto di ossigeno e nello specifico il fattore 1 stimola la crescita



dell'eritoproietina, ormone importantissimo che garantisce la produzione di globuli rossi.
Tale processo prende il nome di eritropoiesi [3]. Il fattore NRF2 ¢ responsabile della
riparazione ¢ della degradazione delle macromolecole danneggiate. Infine, il fattore di
trascrizione NF-kB conferisce protezione cellulare ed ¢ anche responsabile della morte
cellulare programmata quando lo stress ossidativo supera la capacita del sistema cellulare di
adattarsi.

L’ipossia, inoltre, aumenta la produzione della molecola 2,3 - BPG, a livello dei globuli
rossi, per ridurre 1’affinita tra emoglobina e ossigeno.

E importante sottolineare che, se I’esposizione all’ipossia & intensa o si protrae per un tempo
eccessivamente lungo, essa puo essere responsabile dell’alterazione delle funzioni cognitive,
della coordinazione motoria, puo inoltre determinare edema cerebrale e il cuore potrebbe
diventare ipertrofico a causa del suo carico lavorativo necessario per mantenere una

perfusione adeguata.



IPOSSIA INTERMITTENTE

Per ipossia intermittente si intendono brevi periodi di esposizione ipossica ottenibili tramite
respirazione di miscele ipossiche, la cui somministrazione pud essere fornita al soggetto
utilizzando una maschera oronasale collegata ad un generatore che viene impostato per
raggiungere il livello di ossigeno scelto. Una condizione di ipossia intermittente puo essere
ottenuta anche, ad esempio, tramite brevi sforzi massimali di esercizio anaerobico durante 1
quali per breve tempo 1 tessuti periferici si trovano in condizioni di relativa ipossia per cui
virano il loro metabolismo verso I’anaerobico.

La terapia ipossica intermittente (IHT) ¢ una tecnica non invasiva e€ non si avvale
dell’utilizzo di farmaci o, meglio, si avvale dell’ossigeno come farmaco, ha specifici
obiettivi come conferire protezione ed effetti benefici in alcune patologie o migliorare le
prestazioni fisiche negli atleti. L’uso clinico dell’allenamento ipossico intermittente ¢
maggiormente riconosciuto dai medici russi ed ¢ stato utilizzato da circa due milioni di
pazienti negli ultimi trent’anni, riscontrando benefici statisticamente significativi nel 75-
95% dei casi. La modalita terapeutica prevede 1’adattamento fisiologico allo stress
generalizzato dalla malattia, mediante una migliore espressione di proteine e sistemi
antiossidanti che conferiscono protezione. L’ipossia acuta intermittente a basso dosaggio
(15% FiO2) ha dimostrato numerosi benefici come la riduzione dell’ipertensione,
dell’infiammazione, il miglioramento della capacita aerobica, della memoria, della funzione
cardiovascolare e I’aumento della densita minerale ossea [4].

Il condizionamento dell’ipossia potrebbe modulare la proliferazione e la durata della vita
delle cellule staminali e il fattore di trascrizione IHF-1alfa indotto dall’ipossia, rende il
programma ipossico intermittente un importante regolatore del riassorbimento e della
formazione ossea. Durante 1’esposizione a ipossia acuta vengono prodotte le specie reattive
dell’ossigeno che hanno importanti implicazioni sistemiche, in particolare a livello cerebrale
[5]. T neuroni, infatti, sono altamente vulnerabili alle ROS, ma le difese antiossidanti
rafforzate dal condizionamento IHT possono ridurre al minimo la vulnerabilita neurale alle
ROS. L’aumento delle specie reattive dell’ossigeno puod essere correlato dallo stress
ossidativo indotto dalla riduzione di SpO2 (livello di saturazione di ossigeno nel sangue). Di
fatto in condizioni ipossiche si verifica un aumento del tasso di autossidazione

dell’emoglobina che induce stress ossidativo. Da cid possiamo dedurre che la produzione
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del danno ossidativo e dei ROS ¢ dipendente dal tempo e dall’SpO2, tali fenomeni sono
reversibili [5]. Inoltre, I’IH riesce a modulare la neurogenesi mediante la riprogrammazione

metabolica mediata da HIF-1 alfa e dalla regolazione positiva degli enzimi glicolitici [6].

ADATTAMENTI FISIOLOGICI

Le risposte adattive dell’ipossia a intervalli si registrano in piu sistemi, come nel sistema
respiratorio e cardiaco, nei vasi sanguigni, a livello metabolico e a livello del sistema nervoso
centrale. E’ possibile evidenziare un aumento del numero di alveoli, dei capillari e dei
mitocondri nel miocardio; si registra 1’attivazione dell’eritropoiesi importante per la
protezione del cervello (eritropoietina cerebrale) durante 1’allenamento ad alta quota,
I’affinita dell’emoglobina (Hb) all’ossigeno e la dissociazione dell’ossiemoglobina nei
tessuti. Si osserva un aumento del volume di circolazione sanguigna, dei livelli di perfusione
tissutale, della capacita di trasporto dell’ossigeno nel sangue, della sensibilita all’insulina e
la diminuzione dei livelli di colesterolo, I’aumento della neurogenesi e della sintesi di
catecolamine come L-DOPA e serotonina.

L’ipossia protegge la funzione cerebrale soprattutto per la sua funzione di mediatrice

dell’angiogenesi [6].

ESEMPI DI PROTOCOLLO DI ALLENAMENTO

L’ipossia intermittente ¢ caratterizzata da episodi ripetuti di ipossia (Fi02 <21%) intervallati
da episodi di normossia. I protocolli utilizzati sperimentalmente sono diversi tra loro nella
lunghezza del ciclo, nel numero di episodi ipossici al giorno e nel numero di giorni di
esposizione. Per cui 1 protocolli variano da quelli che esaminano 1’effetto di appena 3-12
episodi relativamente brevi (2-10 min) di ipossia intervallati da episodi di normossia di 2-20
min in un singolo giorno; a quelli che esaminano esposizioni giornaliere piu lunghe (1-12 h)
su periodi che vanno da 2 a 90 giorni; e quelli che esaminano brevi cicli sinusoidali di

ipossia/normossia (30-90 s), 7-8 h al giorno per 30-70 giorni [7].
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IPOSSIA ACUTA INTERMITTENTE E RIABILITAZIONE

La ricerca medica, negli ultimi anni, ha rivolto I’attenzione, ad esempio, allo studio delle
lesioni del midollo spinale (SCI) per la neuro riabilitazione tramite un programma di
allenamento ipossico intermittente. Le lesioni a carico del midollo spinale causano
l'interruzione delle connessioni assonali tra il sistema nervoso centrale e il midollo spinale
con conseguente perdita della funzione motoria, sensoriale e autonoma. Per cui un obiettivo
principale della ricerca clinica e preclinica contemporanea riguardo le SCI ¢ migliorare la

plasticita a livello del SNC, al fine di garantire un miglior recupero motorio.
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Figura 5: le lesioni midollari. Fonte: nature.com/articles/nrdp201718

L’ipossia acuta intermittente (AIH) ha diversi benefici e aumenta 1’efficacia di strategie
terapeutiche, mediante la combinazione di un allenamento fisico specifico e con sedute di
AIH che forniscano un impatto cumulativo e continuo in termini sia di entita che di durata
di effetti benefici. Uno studio di Tester ha valutato gli effetti dell’AIH sulla funzione
respiratoria, nello specifico i pazienti con SCI cervicale o toracica cronica sono stati esposti
a 8 intervalli di 2 minuti di O2 inspirato all’8% per 10 giorni consecutivi [8]. A seguito di
questo programma sono stati osservati aumenti significativi e sostenuti della ventilazione al
minuto. Le prove provenienti da modelli umani e animali indicano che I’ AIH ¢ sicura e facile
da somministrare, rappresenta un approccio terapeutico efficace per migliorare la funzione

\

motoria nelle persone SCI cronica. I miglioramenti nella funzionalita motoria ¢ una
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conseguenza diretta all’ aumentata espressione del recettore BDNF, brain-derived
neurotrophic factor, e della tropomiosina (TrkB). Il BDNF ¢ coinvolto in piu processi come
la plasticita sinaptica e la sopravvivenza delle cellule neuronali durante lo sviluppo o in
presenza di lesioni; inoltre gioca un ruolo importante nella regolazione dell’umore [9]. 11
recettore principale che lega il BDNF ¢ il TrkB (recettore tirosin-chinasico B) ed eventuali
alterazioni a livello dei due recettori possono essere responsabili dell’insorgenza di disturbi
neurodegenerativi come I’ Alzheimer.

Gli interventi di ipossia intermittente attivano anche i neuroni serotoninergici e la serotonina
viene rilasciata in diverse regioni del tronco encefalico e del midollo spinale. Il
neurotrasmettitore serotonina ¢ responsabile di molteplici funzioni, di fatto regola I’umore,
il sonno, I’appetito e la digestione, ¢ inoltre coinvolta nei processi di apprendimento ed ¢
rilasciata dalle piastrine al fine di favorire la coagulazione in presenza di lesioni.

I primo rapporto in cui I’allenamento ipossico intermittente ¢ stato implementato in modo
sicuro in una popolazione clinica, ¢ stato pubblicato nel 2012. Trumbower e suoi colleghi,
hanno dimostrato che una singola somministrazione di AIH ¢ in grado di aumentare la forza
nel movimento di flessione plantare della caviglia, in pazienti con SCI incompleta cronica.
Hayes e suoi colleghi, hanno testato 1’ipotesi che effettuare 5 giorni alla settimana la ATH
aumenta la funzione locomotoria, migliorando ad esempio la velocita e la durata della
camminata nei pazienti con SCI cronica incompleta. Uno studio recente di Tester ha valutato
gli effetti benefici dell’ AIH anche sulla funzione respiratoria.

Inoltre, diversi studi, raccolti in una metanalisi, hanno dimostrato anche che ripetute
esposizioni ipossiche intermittenti a riposo, in pazienti con disordini cardiovascolari,
possono risultare efficaci al fine di indurre diversi e importanti miglioramenti soprattutto dal
punto di vista clinico [10]. Di fatto, a seguito di tale programma riabilitativo, ¢ possibile
registrare: una diminuzione della frequenza cardiaca a riposo (minor richiesta metabolica del
miocardio), una riduzione della pressione sanguigna sistolica e diastolica (ridotto shear
stres), un’attenuazione della sensibilita dei recettori B-adrenergici, oltre che una evidente e
significativa riduzione del livello di colesterolo. L’ossido nitrico svolge un ruolo
fondamentale nei meccanismi adattivi indotti da IH e sembra contribuire agli effetti di
abbassamento della pressione arteriosa PA, inoltre a partecipare ai benefici cardiovascolari
ci sono I’adenosina, I’AMPK, I’attivazione della segnalazione antinfiammatoria sistemica e

I’aumento degli antiossidanti [6]. Il programma riabilitativo ipossico intermittente risulta
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essere efficace in termini terapeutici, anche perché riporta pochi effetti collaterali e
addirittura in molti casi sono nulli; alcune probabili complicazioni possono essere ad
esempio vertigini ¢ mal di testa. Nel caso in cui la sintomatologia fosse invece
particolarmente intensa, per cui il paziente avvertisse difficolta e intenso affaticamento

durante il protocollo di ipossia intermittente, la seduta deve essere assolutamente interrotta.
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L’IPEROSSIA E GLI ADATTAMENTI FISIOLOGICI

L’iperossia ¢ definita come qualsiasi livello di ossigeno inspirato (in vivo) o superfusato (in
vitro), che produce una PO2 del tessuto maggiore rispetto alla FiO2 21%. Quando
I’organismo ¢ esposto a livelli di ossigeno superiori a quelli normali, ad esempio in
condizioni iperbariche quando la pressione ambientale aumenta, come sott’acqua o in
camera iperbarica, gli adattamenti fisiologici variano considerando la durata e 1’intensita
dell’esposizione. Sicuramente quando I’esposizione a livelli alti di ossigeno ¢ prolungata,
aumenta la presenza delle specie reattive dell’ossigeno (ROS) nei mitocondri, nel nucleo,
nel citosol, nelle membrane e nei compartimenti dei fluidi extracellulari. I ROS sono tendono
ad ossidare facilmente le molecole che 1i circondano, causando danno fino ad essere
responsabili della morte cellulare, di fatto prevalentemente vanno a danneggiare le
membrane cellulari, le proteine e il DNA. In presenza di tali condizioni, il sistema biologico
aumenta la sintesi di enzimi citoprotettivi e detossificanti al fine di riparare 1 danni causati
dai ROS e dall’azoto molecolare. Se fino a un decennio fa, si pensava che i ROS causassero
esclusivamente effetti tossici e che la loro presenza fosse associata a varie patologie, oggi
questa visione ¢ cambiata perché la presenza cellulare dei ROS puo risultare importante per
raggiungere ruoli determinati e utili [11]. Fungono da secondi messaggeri in varie pathways
molecolari, o contribuire alle funzioni immunitarie del killing neutrofilico. Inoltre, le specie
reattive dell’ossigeno reagiscono con vari bersagli cellulari, tra cui doppi strati lipidici, 1
canali ionici e vari sistemi enzimatici. Tutto ci0 determina cambiamenti nell’eccitabilita
della membrana, nella trasmissione sinaptica, nell’induzione genica e nel metabolismo
cellulare [12].

Alti livelli di ossigeno possono risultare tossici per il sistema nervoso centrale, causando
convulsioni o danni neurologici (Soglia convenzionale 1.6 ATA di pressione per tossicita da
ossigeno). Questo ¢ di particolare interesse nelle immersioni, ove si regolano 1 livelli di
ossigeno e la profondita in maniera da evitare di raggiungere livelli tossici. Di fatto in
condizioni normali, la pressione dell’ossigeno nel SNC ¢ mantenuta a un livello
sufficientemente alto da garantire la funzione delle cellule cerebrali e sufficientemente bassa
al fine di ridurre al minimo la generazione dei radicali liberi.

L’eccesso di ossigeno potrebbe provocare una riduzione della produzione di globuli rossi,

perché una minore quantita di emoglobina ¢ necessaria per trasportare 1’ossigeno. Inoltre,
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potrebbero diminuire i livelli di eritropoietina, necessaria per la produzione di eritrociti,
effetto opposto a quanto avviene in alta quota invece. Raramente in natura pero si generano
condizioni tali per cui si verifica un’iperossia, ¢ piu facile che si verifichino legate
all’ospedalizzazione, ove pero la supplementazione di ossigeno solitamente risponde ad una
necessita del paziente che altrimenti sarebbe ipossico.

11 sistema respiratorio ¢ particolarmente sensibile all’aumento di O2 inspirato e la risposta
ventilatoria, registrata, ¢ bifasica: inizialmente diminuisce la ventilazione al minuto (VE,
data dal prodotto tra volume corrente e frequenza respiratoria) perché I’iperossia inibisce 1
chemiorecettori periferici, questo effetto iniziale ¢ di breve durata; la risposta secondaria ¢
caratterizzata da un aumento dose-dipendente del volume corrente (VT) che pud o meno
essere accompagnato da un aumento della frequenza respiratoria [13].

L’organismo, dunque, mette in atto meccanismi compensatori specifici al fine di proteggersi

dall’esposizione di livelli elevati di ossigeno.
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IPEROSSIA INTERMITTENTE

Data I’importanza dell’ossigeno nel metabolismo aerobico cellulare, tale gas in ambito
terapeutico ¢ considerato un farmaco in grado di mediare differenti e specifiche risposte
cliniche. Ci sono diverse modalita di somministrazione dell’ossigeno, alcune avvengono
tramite vari devices respiratori come cannule nasali o maschere facciali che permettono di
creare una FiO2 aumentata in pazienti che in condizioni normali, per una patologia acuta o
cronica, non riescano a mantenere un’adeguata ossigenazione tissutale in aria ambiente. Altri
metodi riguardano invece l’utilizzo di ventilazione non invasiva, o invasiva tramite
intubazione che permettono un raffinato controllo della FiO2 e della ventilazione polmonare
ma sono riservati a casi critici o all’intraoperatorio, entrambe situazioni in cui ¢ di
fondamentale importanza poter controllare queste variabili. Un altro esempio di terapia con
ossigeno ¢ la terapia in camera iperbarica, ovvero a pressioni maggiori di quelle ambientali.
L’Hyperbaric Oxygen Therapy (HBOT) ¢ caratterizzata dalla respirazione di alte
concentrazioni di ossigeno all’interno di una camera iperbarica che porta la pressione al di
sopra della normale pressione atmosferica. Ogni 10 metri di profondita in acqua la pressione
cresce di 1 atmosfera. Quindi se sul livello del mare la pressione atmosferica ¢ di 1 ATA, a
dieci metri di profondita la pressione raddoppia. Le pressioni di operazione della camera
iperbarica solitamente raggiungono massimo i 18 metri di profondita, ovvero 2.8 ATA, piu
comunemente ci si ferma a 2.5 ATA. Rispettando le linee guida UHMS (Undersea and
Hyperbaric Medical Society) la pressione deve essere di almeno 1,4 atm (-4msw) per 1’uso
clinico. L’effetto piu evidente dell’HBOT ¢ un maggiore discioglimento dell’ossigeno nel
plasma che garantisce la diffusione ai tessuti ipossici e poco perfusi, indipendentemente
dall’emoglobina e dalla vascolarizzazione (ovvero la seconda parte della equazione DO?2,
vedi figura 1). Secondo la legge di Henry la quantita di ossigeno disciolto ¢ proporzionale
alla pressione parziale dell’ossigeno e secondo la legge di Dalton, la pressione totale
esercitata da una miscela di gas ¢ uguale alla somma delle pressioni parziali dei gas. Per tale
motivo 1’esposizione all’ossigeno puro a 1,5 ATA (atmosfere assolute) comporta una
pressione dell’ossigeno di 1140 mmHg; invece, a livello del mare la pressione parziale
dell’ossigeno nell’atmosfera ¢ di 159,6 mmHg. Possiamo dunque affermare che a normali
pressioni atmosferiche solo una porzione limitata di ossigeno inspirato si dissolve nel

sangue, ma a pressioni piu elevate diventa possibile dissolvere maggiore ossigeno. A tal
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proposito Jain et al. hanno descritto che la pressione dell’ossigeno arterioso aumenta con la
pressione, in modo tale che idealmente respirare il 100% di ossigeno a 1,5 ATA determina
un aumento di 10 volte dell’ossigeno arterioso rispetto a condizioni normali in cui la
respirazione dell’aria avviene ad 1 ATA.

E’ stato osservato che I’aumento di ossigeno generato dalla terapia iperbarica induce
vasocostrizione nelle piccole arterie favorendo il flusso sanguigno nelle aree sotto perfuse,
senza compromettere 1’ossigenazione. Di fatto tale vasocostrizione, controllata dal sistema
nervoso centrale attraverso i recettori alfa-adrenergici, permette la riduzione del flusso
sanguigno fino al 20% senza compromettere il ritorno venoso e consentendo alcuni benefici
come la riduzione della risposta infiammatoria ¢ una migliore erogazione di ossigeno dal
cervello ai tessuti. La vasocostrizione risulta, dunque, essere una risposta adattiva mediata
dal corpo per accogliere I’aumento dello stimolo dell’ossigeno e la maggiore quantita di
ROS. Inoltre, ¢ importante sottolineare che ’HBOT ¢ un trattamento che ha ruolo protettivo
contro lo stress ossidativo e questo viene confermato dal significativo aumento del glutatione
(GSH)[14]. 1l glutatione ¢ un antiossidante presente nelle cellule ed ¢ composto da tre
amminoacidi: glutammato, cisteina e glicina; svolge una importante funzione immunitaria
per cui ¢ fondamentale per la salute in generale. L’HBOT genera una condizione favorevole
anche per la sintesi dell’ossido nitrico, essenziale per il rilascio delle cellule staminali dallo
stroma del midollo osseo e per la regolazione endoteliale. Le cellule staminali caratterizzano
importanti processi di guarigione. L’iperossia indotta dal’HBOT permette di migliorare
I’attivazione dei fibroblasti, con conseguente aumento significativo della sintesi del
collagene di tipo I e di tipo II. Questo ¢ possibile grazie ad una maggiore espressione dei
fattori di crescita e alla produzione di ossido nitrico. L’uso controllato dell’iperossia
normobarica, in ambito terapeutico, riesce a innescare anche processi di angiogenesi e
vasculogenesi utili per la riparazione dei tessuti. L’angiogenesi favorisce la crescita di vasi
sanguigni sulla base di quelli gia esistenti; invece, la vasculogenesi ¢ il processo che consente
la formazione di nuovi vasi a partire da cellule staminali o progenitrici endoteliali. Nella
terapia con ossigeno iperbarico, ad esempio, pud essere stimolata I’angiogenesi e la
vasculogenesi clinicamente utili per i tessuti danneggiati o per le zone ischemiche. E

fondamentale, per cui, controllare 1’elevata disponibilita di ossigeno ai fini terapeutici.
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L’IPEROSSIA IPERBARICA

I1 caso clinico di un paziente affetto da infezioni dei tessuti molli della pelle, complicate
dall’insorgenza della miosite, suggerisce che 1’ossigenoterapia iperbarica (OTI) puo essere
considerata un trattamento adiuvante sia per prevenire complicazioni mortali e sia per ridurre
1 costi associati alla gestione dei pazienti [15]. Il lavoro mediato dall’ossigenoterapia
iperbarica si basa su principi fisiologici e tra questi, specificamente, su come 1’ossigeno
risponde alla pressione. Sulla base della legge di Henry, una pressione maggiore causa
l'ingresso di piu gas in soluzione e, pertanto, viene trasportato piu ossigeno nel plasma.
L'aumento della concentrazione di un gas all'interno di un fluido aumenta la sua pressione
parziale all'interno del fluido e quest’ultima determina 1I’aumento della forza motrice per la
diffusione. Aumentando la PaO2 nel sangue arterioso, piu ossigeno puo essere trasportato a
livello tissutale. Aumentando la pressione da 1 ATA a 2-2,5 ATA, che ¢ la pressione di
lavoro tipica con HBOT, l'ossigeno disciolto nel plasma aumenta di circa 3 volte se il
paziente respira aria ambiente. Se la concentrazione di ossigeno inalato viene aumentata al
100% sotto pressione, la concentrazione plasmatica di ossigeno aumenta di quasi 17 volte.
Questa maggiore disponibilita di ossigeno ¢ responsabile di molteplici effetti come ’attivita
antimicrobica sui batteri sia aerobi e sia anaerobi, € stato osservato dunque che I’aumento di
ossigeno inspirato riduce la diffusione della necrosi infetta e aumenta la clearance batterica.
Inoltre, I’OTI aumenta I’espressione della citochina antinflammatoria IL-10 e diminuisce le
citochine pro-infiammatorie come IL-1, IL-6 e TNF-alfa; stimola la produzione di collagene
da parte dei fibroblasti, che porta alla crescita del tessuto di granulazione importante nel
processo di guarigione delle ferite.

Controindicazioni assolute dell’OTI: pneumotorace, convulsioni, claustrofobia e problemi

psichiatrici.

IPEROSSIA INTERMITTENTE

Un programma riabilitativo importante risulta essere anche il protocollo di iperossia
caratterizzato dalla supplementazione di ossigeno inspirato, un esempio potrebbe equivalere
al 30% di Fi02. A livello clinico ¢ utile, perché induce alterazioni fisiologiche sostanziali.
Ad esempio Moore et al. hanno dimostrato, di fatto, che 1’esercizio condotto in condizione

iperossica, porti diversi benefici in pazienti con insufficienza cardiaca cronica, come:
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I’aumento della saturazione arteriosa di ossigeno ¢ la riduzione della ventilazione al minuto
(VE), della gittata cardiaca e dei punteggi soggettivi per I’affaticamento [16].

La somministrazione di gas iperossico intermittente, ad una percentuale maggiore o uguale
del 30% di FiO2, sembra essere efficace e benefico anche per la prestazione e il
miglioramento della funzionalitd muscolare dinamica. L’allenamento e il recupero fisico
integrati con gas iperossico sembrano avere un effetto benefico sulla successiva prestazione

di esercizio [17].

20



EFFETTI TERAPEUTICI DELL’ESPOSIZIONE
IPOSSICA/IPEROSSICA

La Intermittent Hypoxia-Hyperoxia Training (IHHT), ¢ un protocollo terapeutico
caratterizzato dall’alternanza di periodi di ipossia e periodi di iperossia, al fine di generare
uno stimolo ipossico e favorire il recupero tramite iperossia. La combinazione di ipossia e
pause iperossiche ha una buona base fisiologica nell’ipotesi del paradosso ipossico-
iperossico. L’ipossia innesca la mitogenesi e i cambiamenti metabolici mitocondriali
attraverso alcuni fattori come I’HIF, il fattore di crescita endoteliale vascolare (VEGF) e la
proliferazione delle cellule staminali. Gli stimoli iperossici promuovono la produzione dei
ROS e innescano le stesse cascate molecolari dell’ipossia attivando la mitogenesi,
I’angiogenesi e I’attivitd metabolica in vari tessuti [18]. Tutti questi specifici adattamenti
riportano processi fondamentali a livello fisiologico: la mitogenesi € un processo
fondamentale per il sistema immunitario attraverso la proliferazione dei linfociti riesce a
rispondere ai patogeni, il VEGF ¢ fondamentale nel processo di angiogenesi e le cellule
staminali sono importanti per la rigenerazione e il mantenimento dei tessuti. La terapia
1possico-iperossico intermittente puo migliorare i sintomi di diverse patologie, come quelle
respiratorie, muscoloscheletriche, neurologiche e metaboliche. Inoltre, il suo protocollo
viene adottata, ad esempio, in pazienti con malattia coronarica al fine di migliorare la
tolleranza all’esercizio, il loro profilo cardio metabolico e la qualita della vita. L’IHHT
consente, infatti, di aumentare la capacita aerobica, migliorare la pressione sistolica, la
frequenza cardiaca a riposo, la frequenza cardiaca massima e la frazione di eiezione del
ventricolo sinistro; inoltre riduce i1 valori glicemici, il colesterolo totale e il valore delle
lipoproteine a bassa intensita [19]. L’allenamento ipo-iperossico intermittente migliora la
capacita di utilizzo dell’ossigeno da parte dei tessuti e tale aspetto ¢ importantissimo, ad
esempio, per i pazienti con coronary artery disease (CAD) che riportano la riduzione del
calibro e quindi dellla portata dei vasi arteriosi. Il protocollo terapeutico, essendo
responsabile della promozione dell’angiogenesi e della vasculogenesi, consente di
migliorare I’apporto di ossigeno al miocardio, riduce I’infiammazione sistemica modulando
marcatori inflammatori come le citochine e consente di migliorare la funzione del tessuto

endoteliale producendo ossido nitrico che promuove la dilatazione delle arterie [10].
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Tali significative risposte cliniche, sono state evidenziate in uno studio e riportate gia al
primo follow-up eseguito a distanza di solo 1 mese dall’inizio del protocollo. Il programma
di IHHT settimanale ¢ stato costituito da 3 sedute, ognuna delle quali caratterizzata da
periodi di ipossia della durata di 4-6 minuti, con intervalli di recupero iperossico di 3 minuti
per 15 sessioni in totale. Non sono stati registrati gravi effetti avversi durante le sedute e solo
4 partecipanti hanno accusato alcuni sintomi come la dispnea, palpitazioni, vertigini e mal
di testa.

Uno studio randomizzato condotto da Bayer et al. ha dimostrato che I'IHHT in
combinazione con un intervento di allenamento multimodale (MTI) puod risultare
fondamentale anche in un programma riabilitativo con lo scopo di migliorare le capacita
cognitive e le capacita di esercizio funzionale, in pazienti geriatrici [18]. Nello specifico il
programma multimodale ¢ stato caratterizzato da esercizi di fisioterapia e da attivita
aerobiche come il ciclismo, I’intervento con IHHT ha previsto la somministrazione di
miscele di gas ipossico al 10-14% di FiO2 per la durata di 4 -7 minuti, seguite da miscele di
gas iperossico al 30-40% di FiO2 per 2-4 minuti. La durata complessiva di ogni singola
sessione ¢ stata di 30-40 minuti e caratterizzata da massimo 8 cicli di ipossia-iperossia. |
pazienti geriatrici hanno eseguito un totale 12-15 sedute di IHHT e MTI. Un ulteriore studio
randomizzato dimostra che 1’esposizione intermittente ipossica-iperossica applicata prima
di un programma di allenamento multimodale, anch’esso caratterizzato dell’esercizio
aerobico ciclistico, sembra essere efficace per aumentare le funzioni cognitive, le prestazioni
fisiche e la mobilita funzionale in pazienti geriatrici di eta compresa tra i 64-92 anni [20].
Sono stati utilizzati strumenti di screening per rilevare lo stato cognitivo, come il DemTect
e il CDT. I risultati hanno dimostrato miglioramenti nell’elaborazione del linguaggio e dei
numeri e sono migliorate anche le capacita memoniche, perché I'IHHT riesce a diminuire
I’espressione di beta-amiloide nel sangue. Quest’ultima ¢ una proteina responsabile di
diversi processi neurodegenerativi che possono provocare, gradualmente, I’insorgenza di
alcune forme di demenza come la malattia di Alzheimer. Inoltre, la presenza di beta-
amiloide, pud causare anche alterazioni del flusso sanguigno e a livello cerebrale. La
combinazione del programma IHHT con I’allenamento multimodale riporta specifici
benefici anche a livello fisico. Infatti, ¢ stato possibile riscontrare un miglioramento della
forza e della potenza degli arti inferiori, dell’equilibrio, della capacita aerobica, della velocita

di camminata e della mobilita articolare.
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MATERIALI E METODI

DISEGNO SPERIMENTALE
Questo studio si configura come un trial non randomizzato su soggetti sani, con lo scopo di

testare gli effetti di due protocolli di ipossia ed iperossia intermittenti. Nello specifico,
I’allenamento IHHT ¢ stato suddiviso in un protocollo di training e in un protocollo di
conditioning, come riportato nella figura 6.

I soggetti sono stati reclutati al fine di eseguire un allenamento di alternanza ipossia -
iperossia (IHHT) durante blando sforzo fisico standardizzato come una camminata su tapis
roulant a 3,5/4,5 km/h, 60-70 steps/min. Per quattro settimane consecutive i soggetti hanno
eseguito questi allenamenti due volte a settimana per un totale di otto allenamenti. Durante
I’allenamento, un medico era sempre presente in loco e 1 soggetti sono stati istruiti ad
interrompere il protocollo al sopraggiungere di sintomi intollerabili, particolarmente durante
il periodo di ipossia. Sono stati monitorati frequenza cardiaca e saturazione parziale di
ossigeno periferica (SpO2) con un pulsossimetro (GIMA Oxy 50, GIMA spa, Milano, Italia).
All’inizio dell’esperimento, prima del primo allenamento, sono stati raccolti campioni di
saliva, urina e sangue come basale. Successivamente ogni due allenamenti sono stati raccolti
campioni di saliva e urine e al termine dell’ottavo allenamento sono stati raccolti saliva,
urine e sangue. I soggetti sono stati assegnati ai due protocolli, cosi suddivisi: 6 al protocollo

“training” e 6 al protocollo “conditioning”.

4 weeks training (2 sessions/week, tot 8 x 45’ sessions)

10 T T2 T3 T4
l | | | —
b ® O © ® biood
o o O O O urine
O () saliva
Training (n6): % [25 ] 5 [ 25 I 14% Fio2
- 3x=45 | 21% FiC2
Conditioning (n6):  pasm 25 @B 25 1257 25 J ‘ | s0% Fioa

Figura 6: Rappresentazione schematica del protocollo di studio della durata di 4 settimane per un totale di otto sessioni
di allenamento. Timeline della raccolta campioni: TO, baseline; T1, dopo due allenamenti; T2, dopo quattro allenamenti;
T3, dopo sei allenamenti; T4, finale, dopo otto allenamenti. I due protocolli training e conditioning differiscono per la
durata del periodo di ipossia, che nel protocollo training arriva a 30° complessivi mentre nel protocollo conditioning ¢

dimezzata.
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Nel dettaglio il protocollo conditioning ¢ stato strutturato strutturato con 2,5 minuti iniziali
di ipossia, seguiti da: 2,5 minuti di normossia, 2,5 minuti di ipossia, 2,5 minuti di normossia,
2,5 minuti di iperossia e infine da 2,5 minuti di normossia. Questo protocollo ¢ stato ripetuto,
in ogni seduta, per tre volte e per un totale di 45 minuti, di cui 15 di ipossia.

Un insieme di collaboratori ha monitorato i partecipanti durante 1’esecuzione del protocollo,
assicurandosi che la raccolta dei campioni e I’esecuzione dell’esercizio seguissero le
indicazioni utili alla standardizzazione. Ai partecipanti veniva chiesto di respirare in una
maschera naso-bocca collegata ad una macchina che forniva le miscele di gas prestabilite,
affinché potessero respirare alternativamente aria a basso contenuto di ossigeno (simulando
una condizione di alta quota) con aria normobarica e aria con concentrazioni di ossigeno piu
alte del normale, in sessioni sempre ripetute rispettando lo specifico protocollo.

La macchina consisteva in un concentratore di ossigeno a membrana che poteva essere
settata a varie FiO2 secondo il software. Due sensori nell’uscita respiratoria garantivano
I’esattezza della FiO2 impostata con margine di errore dell’1%. L’aria veniva inoltre
depurata da inquinanti e polveri sottili all’ingresso della macchina tramite appositi filtri. Il
volume respiratorio veniva garantito tramite un pallone da 31 cm che fungeva da reservoir.
Due valvole unidirezionali nella maschera stessa garantivano che non ci fosse ricircolo di
CO2.

Durante ogni allenamento IHHT, inoltre, 1 soggetti sono stati monitorati in tempo reale con
un saturimetro per misurare costantemente la SpO2 e la frequenza cardiaca, in modo facile
e non invasivo. Nel nostro protocollo di allenamento e durante il periodo ipossico, 14%
Fi02, la saturazione dell’ossigeno registrata € diminuita fino al 78%. At fini della sicurezza,
durante I’esecuzione del protocollo ¢ stato sempre richiesto di prestare particolare attenzione
ad eventuali sintomi legati ad ipossia, come affaticamento, nausea e capogiri.

L’impegno fisico, durante I’allenamento, ¢ stato sempre quantificato al termine di ogni
allenamento THHT mediante la scala di Borg CR10 e tramite una VAS basata sul Lake
Louise Score per 1 sintomi da male acuto di montagna (AMS) [21].

Al termine delle 4 settimane di allenamento, nessun partecipante ha manifestato grave o

preoccupante sintomatologia.

24



Figura 7: due soggetti impegnati durante 1’esercizio, si puo notare il setting sperimentale e la

maschera con doppia valvola unidirezionale, con pallone reservoir.

SOGGETTI

Sono stati reclutati un gruppo di 12 volontari sani, 6 maschi e 6 femmine, le cui
caratteristiche sono riportate nella tabella2. Sono stati reclutati previo consenso informato
ed assegnati casualmente ai due gruppi di studio in maniera bilanciata. I soggetti non
presentavano patologie croniche di rilievo, non assumevano farmaci su base cronica e tutti

tranne due eseguivano piu di tre allenamenti settimanali di attivita prevalentemente aerobica.

Variabile Media Min - Max N? soggetti

Femmine 6/12

Eta 29,83 24 -35

Peso 68,5 53 -82

BMI 22,44 19-25,25

> 3 allenamenti 10/12
settimana

Fumatori 2/12

Assunzione 11/12
regolare di alcolici
(max 3 dosi a
settimana)

Figura 8: caratteristiche dei soggetti volontari presi in esame.
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ANALISI DEI DATI
Circa 9 ml di sangue venoso sono stati prelevati da una vena antecubitale, con i soggetti

seduti o sdraiati su un letto. Ogni volta, i campioni per valutare lo stress ossidativo sono stati
raccolti in provette con litio eparinizzato ¢ EDTA (Vacutainer, Becton Dickinson, USA). Il
plasma ¢ stato separato per centrifuga (5702R, Eppendorf, Germania) a 3500 g x 10 min a 4
°C. I campioni di plasma ed eritrociti sono stati quindi conservati in piu aliquote a -80 °C
fino al momento del dosaggio. I campioni sono stati scongelati solo una volta prima
dell'analisi, eseguita entro 1 mese dalla raccolta. L'urina ¢ stata raccolta tramite minzione
volontaria in un contenitore sterile e conservata in piu aliquote a -20 °C fino al momento del
dosaggio e scongelata solo prima dell'analisi. I campioni di sangue e urina sono stati raccolti
in camere pre- e post-iperbariche. Circa 1 mL di saliva ¢ stato ottenuto dai dispositivi
Salivette (Sarstedt, Niimbrecht, Germania). I soggetti sono stati istruiti sull'uso corretto (ad
esempio, non mangiare, bere o assumere farmaci per via orale 1 ora prima della raccolta del
campione) (Mrakic-Sposta et al. 2020). I campioni di saliva sono stati raccolti prima di
iniziare il protocollo (TO) prima del terzo allenamento (T1), 48 msw (profondita, T2) e 25
msw (ascendente, T3) e 10 minuti dopo la decompressione (T4). Le Salivette sono state
centrifugate a 1500 g x 20 minuti a 4 °C e la saliva recuperata ¢ stata trasferita e suddivisa
in aliquote, quindi conservata a -80 °C fino al momento dell'analisi e scongelata solo una
volta prima dell'analisi Approssimativamente 1 mL di saliva ¢ stato ottenuto dai dispositivi
Salivette (Sarstedt, Niimbrecht, Germania). Le urine sono state raccolte in un contenitore
sterile (20 mL) e conservato a —20 °C. Uno strumento di risonanza paramagnetica elettronica
in banda X (E-Scan-Bruker BioSpin, GmbH, Billerica, MA USA) ¢ stato utilizzato per la
misurazione dei ROS nella saliva. La perossidazione lipidica (8-iso-PGF2 a), 1 livelli di
nitriti e nitrati (NOx; NO2), la nitrotirosina (3NT), lo stato di infiammazione (IL-6) e la
capacita antiossidante totale (TAC) sono stati misurati attraverso la tecnologia di analisi
immunoassorbente legata a enzimi sandwich. Le concentrazioni di creatinina, neopterina e
acido urico urinarie sono state misurate con un metodo di cromatografia liquida ad alta

prestazione (HPLC).
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RISULTATI

Durante I’esperimento non sono stati registrati effetti avversi, la transitoria sintomatologia
legata all’esposizione ipossica ¢ sempre stata blanda e si ¢ risolta nelle ore successive al
termine dell’esposizione. Gli unici sintomi che si sono prolungati oltre il tempo di
esposizione sono stati una lieve cefalea e una lieve spossatezza. I soggetti hanno dimostrato
un’ottima aderenza al protocollo. Alla prima esposizione quasi tutti i soggetti hanno mostrato
1 lievi sintomi di ipossia sopra descritti, mentre 1’effetto allenante dell’esposizione multipla
¢ stato riportato da tutti e dodici, riferendo un senso di benessere ¢ di aumento delle

prestazioni aerobiche al termine del ciclo di allenamenti.

S

e

e

1 I I 1 I I I
TOTI T2 T3 T4 TOTI T2 T3 T4

Training Conditioning

Tabella 1: saturazione arteriosa dell’ossigeno.

Dai valori basali (T0) abbiamo registrato una significativa diminuzione della percentuale di
saturazione arteriosa dell’ossigeno (Tab.l), soprattutto nel gruppo training. Il gruppo
conditioning, nello specifico, ha riportato tali valori: T1 vs TO -15%; T2 vs TO -15%; T3 vs
T0 -17%; T4 vs TO -13%.
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Tabella 2: oxidative stress and inflammation.

Come riporta la Tab.2, dai valori basali (TO) abbiamo notato un forte aumento nella
produzione di ROS, nel protocollo di condizionamento si ¢ registrato: T1 vs TO +287%; T2
vs TO +315%; T3 vs TO +417%; T4 vs TO +394%. I livelli di picco dei due gruppi erano
simili e anche i valori basali. La capacita antiossidante totale (TAC) ¢ progressivamente
diminuita da TO a T4 in entrambi 1 gruppi con un profilo piu ripido nel gruppo di
allenamento. Nel gruppo di condizionamento sono stati registrati tali valori: T1 vs TO -26%;
T2 vs TO -47%; T3 vs TO -55%; T4 vs TO -68%. 8 livelli di iso pGF2 sono aumentati in
maniera significativa in entrambi 1 gruppi rispetto ai valori basali, in quello di
condizionamento i valori riportati sono i seguenti: T1 vs TO +7%; T2 vs TO +30%; T3 vs TO
+146%; T4 vs TO +205%. Infine, 1 valori di IL-6 proinfiammatoria sono aumentati in
maniera significativa e costante nel Gruppo training, ma anche nel protocollo conditioning
sono aumentati rispetto al valore basale, se pur non in modo significativo: T1 vs TO +7%;

T2 vs TO +30%; T3 vs TO +146%; T4 vs TO +205%.
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Tabella 3: pathway NO.

La tab. 3 espone come gli ossidi nitrici (NO e NO2) sono generalmente rimasti stazionari,
con un picco negativo nella terza settimana, ma senza variazioni significative. Per il gruppo
di condizionamento i risultati di NOx sono: T1 vs TO -31%; T2 vs TO -55%; T3 vs TO -62%;
T4 vs TO -37%. I valori di 3-NT corrispondono a: T1 vs TO -17%; T2 vs TO -16%; T3 vs TO
-8%; T4 vs TO -19%.
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Tabella 4: renal function and immune-response.

Gli indici di funzionalita renale come creatinina e neopterina sono aumentati in entrambi 1
gruppi rispetto al valore basale, con un aumento significativo solo per la creatinina nel
gruppo di allenamento (Tab.4). Il gruppo di condizionamento ha riportato i seguenti risultati
per la creatinina: T1 vs TO -19%; T2 vs TO +13%; T3 vs TO -9%; T4 vs TO +60%. Invece
per la neopterina 1 valori ottenuti sono: T1 vs TO +80%; T2 vs TO +36%; T3 vs TO +91%;
T4 vs TO +142%.1 livelli di acido urico sono aumentati, rispetto al tempo TO, in entrambi 1
gruppi e nello specifico in T2 e in T3; per poi diminuire in T4 e nel gruppo di
condizionamento 1 risultati ci dimostrano una variazione nelle percentuali non significativa:

T1 vs TO -18%; T2 vs TO +18%; T3 vs TO +10%; T4 vs TO -35%.
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STATISTICA

\

E stata utilizzata una piccola dimensione del campione, il dCohen con un intervallo di
confidenza del 95%, per calcolare la dimensione dell'effetto e il valore corrispondente per
ciascun parametro ¢ stato incluso. I cambiamenti percentuali, definiti in percentuale tra 1
vari punti dell’esperimento, sono stati utilizzati per 'analisi al fine di valutare gli effetti
dell’THHT sui biomarcatori valutati. I dati sono riportati come (media + DS). Tutte le
misurazioni sono state eseguite in duplicato e il coefficiente di variazione inter-assay era

nel range indicato dal produttore.

SINTOMATOLOGIA E PERFORMANCE
Durante I’esperimento nessun soggetto ha mai interrotto una sessione di allenamento, i

sintomi che sono stati registrati sono stati di moderata spossatezza e di cefalea dopo la prima
sessione (2 soggetti) e dopo la seconda sessione (tre soggetti). Il protocollo quindi si ¢
dimostrato sicuro anche sotto sforzo. I sintomi da ipossia non hanno mai raggiunto i valori

minimi del Lake Louise Score per il male acuto di montagna.
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DISCUSSIONE

La somministrazione di ossigeno a diverse concentrazioni ¢ pressioni induce differenti
effetti, tra cui processi antiossidanti e infiammatori. Con 1’iperossia iperbarica a 1,5 e 2,5
ATA o con trattamenti che prevedono miscele di ossigeno al 30-50% di FiO2, si registra
I’aumento delle specie reattive dell’ossigeno (ROS). Queste ultime sono importanti
mediatori nella proliferazione, nei processi di sopravvivenza delle cellule e nelle risposte
immunitari, poiché in un ambiente redox vengono secreti antiossidanti in grado di proteggere
i componenti cellulari e vengono coinvolti nell’omeostasi cellulare [14].
Il nostro studio, condotto su soggetti sani, conferma che I’iperossia e 1’ipossia lieve
intermittente induce risposte a livello infiammatorio e sistemico. Il nostro programma di
IHHT ¢ stato caratterizzato da periodi di ipossia al 15% di FiO2 alternati a periodi di
normossia 21% di FiO2 e a periodi di 30% di FiO2. Di fatto il nostro protocollo mima e si
sovrappone ad alcuni gia sperimentati, ci0 ¢ stato determinato sulla base dell’evidenza
attuale, del buonsenso clinico e della comparabilita scientifica. L’esposizione al 10% e al
15% di ipossia acuta modula diversi effetti e attiva processi di adattamento consequenziali,
quali: il complesso mitocondriale I viene inibito dall’ipossia intermittente attraverso la
NADPH ossidasi e in tal modo aumentano le ROS; nelle condizioni di ipossia-
riossigenazione acuta c’¢ una diminuzione di ATP che causa una riduzione della fusione
mitocondriale al fine di bilanciare la produzione di ROS mitocondriale; si registra una
riduzione dell’escrezione urinaria di acido urico (UA) e ci0 suggerisce che il suo consumo
abbia finalita antiossidanti, di fatto riesce a contribuire all’eliminazione di radicali liberi fino
al 60%; Nel nostro caso il protocollo conditioning ha mostrato una riduzione dei valori di
acido urico alla fine del protocollo rispetto al basale, segno che il suo effetto antiossidante ¢
stato espletato. La riduzione dell’acido urico inoltre sottolinea uno stato di benessere dal
punto di vista inflammatorio, in quanto I’aumento dello stesso € spesso associato ad uno
stato pro-infiammatorio. Nel caso del protocollo conditioning infatti anche IL6 rimane
costante senza arrivare ai livelli che si registrano con il protocollo training, inoltre ¢’¢ un
aumento dell’escrezione urinaria di creatinina in assenza di movimento, perché contribuisce
alla protezione dei mitocondri e ha funzione antiossidante; 1’ipossia acuta stimola la
produzione di IL-6 e i macrofagi M1, la IL-6 attiva il percorso di segnalazione NRF2 che

consente 1’espressione di geni antiossidanti e mantiene l’omeostasi redox [4]. Il
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condizionamento dell’ipossia lieve si basa sul principio dell’ormesi, ovvero uno stress lieve
ma potenzialmente dannoso pud aumentare la resilienza delle cellule/tessuti bersaglio,
mentre un’ipossia grave o prolungata nel tempo puo infliggere danni permanenti [6]. Uno
stimolo iperossico, invece, seguito da un ritorno a uno stato normossico sembra produrre una
risposta organica simile a quella di uno stato stazionario ipossico, che stimola 1’espressione
di diverse proteine a seguito dell’attivazione del HIF-1 alfa [6], questo effetto viene definito
normobaric oxygen paradox ed ¢ attualmente molto discusso, ma sembra essere il
meccanismo basale per cui possiamo vedere dei risultati molecolari anche in ambiente
normobarico. La secrezione del fattore di trascrizione HIF-1 alfa ¢ determinata dalla
produzione di eritropoietina (EPO), un ormone glicoproteico che ha diversi ruoli: ¢
importante per la produzione dei globuli rossi, garantisce neuroprotezione nel sistema
nervoso centrale, ha proprieta cardioprotettive e ha effetti vasoattivi tramite I’aumentata
produzione di endotelina. In condizione di iperossia normobarica o iperbarica, si verifica
I’aumento della produzione di ROS e il conseguente danno lipidico; se pur con terapia
HBOT si registra un aumento notevole delle specie reattive dell’ossigeno. Secondo uno
studio, I’aumento delle specie reattive dell’ossigeno non ¢ associato solo all’aumento dello
stress ossidativo, ma anche al meccanismo protettivo sfruttato dall’organismo durante la
neutralizzazione del perossinitrito altamente reattivo con I’acido urico. In caso contrario, in
mancanza di tale reazione protettiva, il perossinitrito provocherebbe I’apoptosi delle cellule
endoteliali [11]. Inoltre, a scopo riabilitativo, il tipo di esercizio come quello che abbiamo
proposto (14% di FiO2 e 30% di FiO2) ¢ possibile somministrarlo sotto giusto controllo
medico, ad esempio, in pazienti con patologia cronica o per chi esegue riabilitazione
ortopedica con il vantaggio di velocizzare il recupero motorio mediante ’IHHT. A maggior
ragione in seguito alla dimostrazione sperimentale che il nostro protocollo non ha generato
sintomatologia di rilievo in un gruppo pilota. Maggiore certezza la darebbe 1’applicazione di
questo protocollo a soggetti notoriamente vasculopatici e cardiopatici, e lo studio pilota da
buone speranze per questa applicazione. Di fatto la somministrazione di dosi ipo-iperossiche
intermittenti stimola la formazione ossea e in pazienti con malattia coronarica (CAD)
I’IHHT puo migliorare la tolleranza all’esercizio, il profilo cardio-metabolico e la qualita
della vita. In uno studio non randomizzato, tale obiettivo, ¢ stato raggiunto ad esempio con
un protocollo caratterizzato dalla somministrazione di miscele ipossiche ridotte anche al

10% di Fi02 e miscele iperossiche al 30% di Fi02 [22]. Il programma riabilitativo ¢ riuscito
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a migliorare diversi aspetti fisio-patologici, come: I’aumento della capacita di esecuzione
dell’esercizio fisico, il miglioramento della frazione di eiezione del ventricolo sinistro, la
riduzione del valore glicemico e I’angina inoltre ¢ stata significamente ridotta. Tali risultati
si traducono soprattutto come miglioramento della qualita della vita dei pazienti, per cui
migliora anche il profilo dei fattori di rischio. Diversi studi dimostrano come 1’esercizio
fisico riporti benefici anche a livello cardiovascolare e come 1’esposizione all’allenamento
con ipossia intermittente normobarica (IHT), migliori I’esecuzione di esercizi in pazienti con
malattia coronarica. Un singolo ciclo di IHT ¢ caratterizzato da esposizioni ipossiche dalla
durata di almeno 5-6 minuti, seguite da almeno 5-6 minuti di respirazione di aria normossica
e il protocollo di allenamento deve essere eseguito almeno per 3 settimane. Tuttavia, il
programma [HHT, dunque 1’allenamento intermittente ipossico-iperossico, € risultato essere
un protocollo alternativo piu efficace [10]. Questo perché coesiste un numero maggiore di
cicli di ipossia-iperossia durante la stessa sessione e, a causa dello stress ossidativo innescato
dal periodo di ipossia seguito dall’iperossia, si favoriscono le difese antiossidanti. Infatti, tra
gli adattamenti consequenziali al’IHHT troviamo migliorate: le risposte antiossidanti, la
funzione endoteliale e I’attivita del sistema nervoso autonomo, riducendo la spinta simpatica.
Quest’ultimo adattamento € importantissimo nei processi di autoregolazione che preservano
il flusso sanguigno coronarico e per cui migliorano I’attivita cardiovascolare. I protocolli di
ipossia-iperossia intermittente e/o di ipossia-normossia riescono anche a innescare
meccanismi per migliorare la funzione e regolare il flusso cerebrale. Nello specifico ¢
possibile notare la sintesi dell’ossido nitrico, responsabile della vasodilatazione, e del fattore
di crescita endoteliale vascolare, responsabile dell’angiogenesi [20]. L’ossigeno ¢ un
farmaco e il suo cambiamento dinamico causato da condizioni ipo-iperossiche intermittenti
ha un effetto diverso rispetto la sua somministrazione statica. Le evidenze scientifiche
dimostrano che un’esposizione breve di iperossia ed ipossia, non raggiunge livelli tossici.
Il nostro studio dimostra che la risposta dei ROS ¢ similare sia nel protocollo training e sia
in quello di conditioning, per tale motivo nei soggetti malati con ottica riabilitativa non ¢
necessario attuare il protocollo training. Inoltre, la risposta inflammatoria ¢ praticamente
spenta nel gruppo conditioning a differenza del gruppo training, anche per questo si pud
scegliere il protocollo conditioning in ambito riabilitativo poiché in taluni soggetti sussiste
gia un substrato infiammatorio. Un ulteriore vantaggio del protocollo ¢ la sua sicurezza, di

fatto non vengono registrati sintomi AMS; non ci sono sintomi che portano ad interruzione
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di protocollo anche sotto sforzo. E importante notare i limiti del presente studio,
auspicabilmente va aumentata la numerosita campionaria. Il nostro protocollo ¢ stato
eseguito su soggetti sani senza patologie, per cui dovrebbe essere verificato anche sui
potenziali beneficiari finali. Inoltre, la valutazione della percezione dello sforzo non ¢ stata
perfettamente standardizzata, si dovrebbe monitorare piu precisamente la frequenza e la
potenza espressa con I’allenamento su tapis. Oltretutto un aspetto interessante che potrebbe
essere approfondito ¢ comprendere 1’eventuale differenza che coesiste tra il protocollo

eseguito a riposo e il protocollo caratterizzato da esercizio.
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CONCLUSIONE

Questo studio dimostra che 1’esposizione ipossica-iperossica intermittente, a basso dosaggio
e con la giusta dose, ¢ sicura e facile da somministrare oltre ad essere efficace al fine di
ottenere adattamenti fisiologici che possano migliorare la qualita della vita e riportare
benefici anche in pazienti con patologie croniche. Abbiamo dimostrato con questo studio
pilota, inoltre, che basta una minima esposizione ipossica per ottenere questi benefici, il che
fa ben sperare per ’applicazione a soggetti malati con ottica riabilitativa. L’aumento della
numerosita campionaria e degli scenari sperimentali potrebbe portare ad un ampliamento

dell’utilizzo di questo sistema economico e pratico per ottenere benefici fisici.
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