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Introduzione

Gli esseri umani e la maggior parte degli organismi animali si sono adattati a vivere
nell'atmosfera terrestre, dove la frazione di ossigeno inspirato (FiO2) ¢ di circa il 21%.
L'ossigeno (O2) ¢ il terzo elemento chimico piu abbondante nell'universo, dopo l'idrogeno
(H) e l'elio (He) e il primo per abbondanza sulla crosta terrestre (87%) ed ¢ di
fondamentale importanza per la respirazione di tutti gli esseri viventi sulla crosta terrestre

(animali e piante), per i processi di combustione e di ossidazione. [1].
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FIGURA 1: descrive i livelli superficiali di ossigeno nelle acque, mostrando come avvicinandosi

ai poli, questi aumentano.

L'O; ¢ il costituente principale dei composti inorganici di gusci, denti e ossa animali. L'O>
¢ l'accettore terminale degli elettroni nella fosforilazione ossidativa, fornendo la maggior
parte dell'energia biologica praticamente in tutte le forme di vita animali. L'O; ¢ 1'ultimo
accettore di elettroni nei processi catabolici che convertono l'energia biochimica dai
nutrienti in ATP, “la valuta” molecolare del trasferimento di energia intracellulare [2].
Questo processo avviene attraverso l'uso di trasportatori di elettroni, come la
nicotinammide adenina dinucleotide (NAD+), che viene ridotta nel processo ricevendo

elettroni dalle molecole bersaglio e viene ossidata nuovamente donando elettroni all'O2



attraverso la fosforilazione ossidativa [3]. Questo processo avviene tra la membrana
mitocondriale interna ed esterna. La presenza di O2 nei tessuti umani consente alle cellule
di produrre adenosina trifosfato, (ATP: una molecola di adenina e una di ribosio -
zucchero a 5 atomi di carbonio) per molecola di glucosio attraverso il ciclo di Krebs
(figura 2) e la fosforilazione ossidativa. La glicolisi anaerobica (in assenza di O2) fornisce
l'energia solo per 2 ATP. Il metabolismo dei lipidi richiede anche ossigeno: il
metabolismo del palmitato di acidi grassi, per esempio, produce 129 ATP mentre utilizza

31 mol di O2.
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FIGURA 2: Ciclo di Krebs

Respirare aria a pressione iperbarica (la pressione ambientale aumenta di un'atmosfera
ogni 10 m di profonditd) [4] aumenta necessariamente la pressione parziale di O2 (pO2)
nella circolazione con aumento del rilascio di radicali liberi e aumento della resistenza
vascolare a causa della vasocostrizione legata all'iperossia [5]. La tossicita da ossigeno ¢
una condizione derivante dagli effetti dannosi della respirazione di O2 ad un aumento
della pressione parziale come in profondita, e si sviluppa per la maggior parte quando la

pressione parziale di ossigeno raggiunge valori pari o superiori a 1,4 atmosfere,



equivalenti a una profondita di circa 57 metri respirando aria; questo puo portare a danni
cellulari a livello del sistema nervoso centrale (SNC) [6], del sistema polmonare [7] e
degli occhi [8]. La tossicita nel SNC ¢ correlata al valore di pO2 e all'esposizione
temporale [9]. Puo wverificarsi come conseguenza dell'esposizione a condizioni
iperbariche che si manifestano con cambiamenti visivi come visione a tunnel, tinnito,
nausea, contrazioni facciali, cambiamenti comportamentali (confusione, irritabilita,
ansia), vertigini [10]. L'esposizione a livelli elevati di pO2 puo anche portare a una
patologia nota come tossicita polmonare da ossigeno (Polmonary Oxigen Toxicity -
POT). Patologia importante e in continuo aumento a causa dell’aumento delle varianti di
immersione, che includono miscele di gas arricchite di ossigeno ed immersioni tecniche.
Ad oggi, non esiste ancora un metodo soddisfacente e praticabile per calcolare il rischio

di tossicita da ossigeno durante un’esposizione ad ossigeno iperbarico.

I subacquei possono mostrare diversi sintomi tra cui irritazione tracheale, tosse,

atelettasia, edema interstiziale, inflammazione e fibrosi [7].
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FIGURA 3: curva che rappresenta 1‘equazione per il calcolo la tossicita polmonare dell’ossigeno

sviluppata empiricamente dalle curve di tolleranza all’ossigeno polmonare.



CAP 1.

Meccanismi correlati allo stress ossidativo e

infiammazione sistemica

1.1 Stress ossidativo

L'esposizione agli agenti esogeni quali ad esempio: farmaci, “cibo spazzatura”,
inquinanti, gas si scarico, raggio UV e gamma, sono eventi potenzialmente dannosi e
possono direttamente o indirettamente alterare I'omeostasi redox. Vivendo in un ambiente
aerobico, la generazione di ossidanti potenzialmente tossici €, ovviamente, un fenomeno
inevitabile. Le conseguenze delle alterazioni ossidative sono spesso indicate come "stress
ossidativo", che ¢ probabilmente uno dei termini meno definiti e piu abusati nella
biochimica e nella fisiologia cellulare. Secondo una delle definizioni piu complete, lo
stress ossidativo € "lo sbilanciamento dello stato redox, ovvero del mancato
mantenimento dello stato stazionario redox fisiologico, con incremento delle sostanze
ossidanti e diminuzione delle sostanze antiossidanti" [12]. Esistono vari tipi di radicali
liberi, alcuni composti solamente da Idrogeno e Ossigeno (ROS) e altri che contengono
anche Azoto (RNS). La caratteristica comune a queste specie reattive € che cercheranno
di strappare elettroni ad altri atomi per raggiungere la stabilita elettronica nel loro guscio

esterno.

Reactive Oxygen Species (ROS) Reactive Nitrogen Species

(RNS)
Free radical Structural formula Free radical Free radical
Superoxide anion O, Nitric oxide NO
Hydrogen peroxide H.,O, Nitrous oxide N,O
Hydroxyl! radical OH: Peroxnitrite NO,
Peroxyl radical OH, Nitroxyl anion HNO

Peroxynitrous acid ~ HNO,

FIGURA 4: Tabella dei ROS (specie reattive dell’ossigeno), RNS (specie reattive dell'azoto).



Name Formula  Characteristics

Hyperoxide/ ‘0, Highly unstable, signaling function,

superoxide synaptic plasticity

Hydrogen peroxide H,O, Cell toxicity, signaling function,
generation of other ROS

Hydroxyl radical "‘OH Free radical, highly unstable,
very reactive agent

Alkoxyl radical RO’ Free radical, reaction
product of lipids

Peroxyl radical ROO Free radical, reaction
product of lipids

Hypochlorite anion OCI- Reactive oxygen species, reactive
chlorine species, enzymatically
generated by myeloperoxidase

Singlet oxygen 'O, Induced/excited oxygen molecule,
radical and nonradical form

Ozone O, Environmental toxin

Nitric oxide ‘NO Environmental toxin, endogenous
signal molecule

Peroxynitrite ONOO- Highly reactive reaction
intermediate of ‘O, and ‘NO

Nitrogen dioxide ‘NO, Highly reactive radical,
environmental toxin

Nitrogen oxides NO, Environmental toxins, including

NO and 'NOz, derived from the
combustion process

Abbreviations: RNS, reactive nitrogen species; ROS, reactive oxygen species.

FIGURA 5: Tabella con ROS e RNS, caratteristiche e differenze.



Le specie reattive dell’ossigeno (ROS) sono radicali liberi derivati dall'O2 che
coinvolgono una serie di ossidanti come il perossido di idrogeno (H202), i perossidi
lipidici (LOOH), 1'ossigeno singoletto (102), il radicale idrossile (*OH), il radicale
perossilico (ROQe), 1'anione superossido (*O2-) tra questi, i radicali attirano molta
attenzione perché possono portare alla carcinogenesi danneggiando il DNA e le proteine
e causare malattie cardiovascolari ossidando LDL[13-15]. Poiché I'02 molecolare ha due
elettroni non accoppiati in orbitali separati nel suo guscio elettronico esterno, un aumento
della disponibilita di O2 porta ad un aumento della riduzione incompleta dell'O2, che
produce I’anione superossido (¢O2-), *OH e H202. 1l primo prodotto di riduzione dell'O2
¢ il «O2-, che ¢ in equilibrio con l'acido debole, il radicale idroperoossilico. La riduzione
dell'anione superossido produce H202. La riduzione di H20O2 provoca una reazione di
scissione omolitica, che rilascia * OH e OH—. *O2- e * OH sono radicali liberi (composti
con un singolo elettrone non accoppiato nell'orbitale esterno). L'TH202 non ¢ un radicale
libero ma ¢ tossico di per s¢ perché ¢ un precursore immediato dei radicali liberi. In
termini di reattivita con i costituenti biologici (acidi nucleici, proteine e lipidi), il « OH ¢
il piu reattivo, ma tutti i ROS hanno un'emivita estremamente breve (10-9 s) [16]. I lipidi
contengono spesso doppi legami coniugati e sono esposti alla perossidazione a contatto
con ROS. Con quattro doppi legami, I'acido arachidonico ¢ il piu facilmente ossidato tra
gli acidi grassi. Questa ossidazione ¢ una reazione a catena che puo influenzare diverse

molecole di lipidi contemporaneamente [16].

Il ruolo critico e "doppio" dell'O2 e delle specie reattive dell'ossigeno (ROS) negli
organismi aerobici implica che una produzione moderata e finemente sintonizzata di
specie reattive ¢ cruciale nella biologia cellulare all'interno di un intervallo specifico e un
sistema difensivo specifico cellulare che previene fisiologicamente il possibile eccesso di
ROS. La perturbazione di questo equilibrio dinamico adattivo fisiologico, indotta da una
causa persistente o da una risposta di feedback inappropriata, porta allo stato

infiammatorio [2, 12].
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FIGURA 6: La riduzione del radicale superossido da parte di SOD (superossido dismutasi) e
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FIGURA 7: Rappresentazione schematica dello stress ossidativo in seguito all’avanzare dell’eta

e le malattie degenerative. E caratterizzato da un accumulo di specie reattive dell’ossigeno e

dell’azoto (RONS) in cellule e tessuti, danneggiando il DNA, proteine e i lipidi, causando

invecchiamento e malattie degenerative [17]



1.2 Ossido nitrico (NO)

L'ossido nitrico (NO) ¢ un'importante molecola di segnalazione coinvolta in molti
processi fisiologici e patologici, in particolare la vasodilatazione [18]. NO regola sia il
diametro dei vasi sanguigni che il flusso sanguigno, rappresentando cosi una molecola di
segnalazione critica per controllare il tono vascolare [19]. L'eccesso di NO predispone la
succinato-citocromo c reduttasi mitocondriale a produrre HO« [20]. La formazione di NO
¢ catalizzata da una famiglia di NO sintasi (NOS), almeno tre isoforme con diverse
localizzazioni intracellulari che riflettono le varie funzioni di NO [21]. La relazione tra
02 e l'attivita NOS endoteliale (eNOS) si basa sull'osservazione che nei tessuti
normossici intatti, I'eNOS ¢ solitamente esposto a quantita saturanti di O2, come previsto
dai valori di Km complessivi apparenti per O2 che sono circa 16,6 £2,0, 5,5+ 1,1 ¢ 4,5
+ 0,6 mmHg per le NO sinstasi rispettivamente del cervello, endoteliali e dei
macrofagi.[22]. Si prevede che un paO2 elevato possa influenzare 1'attivita complessiva
delle NOS, che ¢ quindi dinamicamente legata alla FiO2 [22]. Nei modelli animali,
Fi102=0.8 per 6 ore o 6 giorni regola 'mRNA NOS inducibile (iNOS) in specifiche regioni
del cervello, causando danni cellulari attraverso la sovrapproduzione di agenti nitranti

[23, 24].
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FIGURA 8: Ruoli dell’Ossido Nitrico (NO), regolazione del diametro dei vasi, attivazione delle

piastrine, segnalazione intra/extracellulare.



FIGURA 9: L’Ossido Nitrico regola il tono vascolare e di conseguenza il flusso sanguigno.

1.3 Antiossidanti endogeni ed esogeni

Gli antiossidanti sono sostanze capaci, anche se presenti in piccole quantita, di ritardare
o inibire i processi di ossidazione di materiali sensibili alla degradazione da parte di ROS
e RNS. Possono essere classificati in due principali categorie a seconda della loro
provenienza: Endogeni (enzimi, proteine o altre molecole come 1’acido urico o la
bilirubina, prodotti dal corpo) ed Esogeni (vitaminici € non vitaminici come carotenoidi

e polifenoli assimilati attraverso 1’alimentazione).

Diversi enzimi endogeni, come la superossido dismutasi (SOD), la glutatione perossidasi
(Gpx) e la catalasi (CAT), riducono l'idroperossido e I'H202, bloccando la formazione di
radicali liberi [25-27]. SOD catalizza la dismutazione di due molecole di *O2- per
produrre H202 e O2 [28] mentre Gpx riduce H202 a H20 [29]. La CAT blocca I'inizio
rimuovendo il perossido di idrogeno, che si decompone in specie non radicaliche [30].
Gli antiossidanti che rompono la catena, noti anche come antiossidanti che intrappolano
1 radicali, bloccano l'autossidazione competendo con la catena della reazione di
propagazione. Questi, reagiscono con i radicali peroxili piu rapidamente di quanto
possano attaccare il substrato ossidabile, e 1 prodotti di tale reazione non continuano la
reazione da catena di autossidazione. Gli antiossidanti a piccole molecole piu critici ed
efficaci sono i chain-breaking: possono intrappolare diversi radicali perossidici per

molecola antiossidante, a seconda della stechiometria di reazione [31].

10
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FIGURA 10: Neutralizzazione dei ROS dagli antiossidanti endogeni ed esogeni.

L'approccio piu efficace e conveniente per proteggere le molecole dalla reattivita
dell'ossigeno ¢ usare antiossidanti esogeni. Gli antiossidanti attirano molta attenzione
poiché le malattie legate all'eta e le malattie degenerative sono collegate alle
macromolecole biologiche ossidanti indotte dai ROS e dalle specie reattive dell'azoto
(RNS). Gli antiossidanti preventivi interferiscono con il processo iniziale, bloccando la
formazione di radicali liberi. I loro prodotti di decomposizione sono 1 radicali idrossile e

alcossile, che avviano la reazione a catena [25].

Gli antiossidanti esogeni si ottengono principalmente da alimenti di origine vegetale. Essi
vengono classificati in: Carotenoidi (come il betacarotene dalle carote), Flavonoidi
(quercitina e rutina, provenienti ad esempio da lamponi e mirtilli), Istolocianati (da
broccoli, cavolfiori, cavolo...), Tannini (da vino bianco e rosso, melograni, cachi e noci),

Reservatrolo (da succo d’uva, arachidi, vino rosso e mirtilli).

11
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FIGURA 11: Tabella che rappresenta una suddivisione degli alimenti vegetali in base al colore e

al tipo, con associati gli antiossidanti in essi contenuti.

1.4 Infiammazione sistemica

L'infiammazione ¢ la risposta non specifica dei tessuti del corpo a stimoli dannosi, inclusi
agenti patogeni, cellule danneggiate o sostanze irritanti [32]. I tipici segni di
inflammazione includono l'aumento del flusso sanguigno, la dilatazione capillare,
l'infiltrazione di leucociti e il rilascio di mediatori chimici coinvolti nell'iniziare la
riparazione dei tessuti danneggiati e l'eliminazione di agenti nocivi [33]. La risposta
inflammatoria inizia ad attivare gli astrociti, il tipo di cellula gliale pit abbondante nel
cervello umano, che producono un'ampia varieta di citochine, chemochine e fattori di

crescita, tra cui interleuchina-2 (IL-2), IL-4, IL-8, IL-10, chemochina (C-C motif) ligando

2 (CCL2), CCL5, fattore di crescita trasformante beta (TGF-B) e fattore di necrosi
tumorale alfa (TNF-a) [34]. Il rilascio di citochine e chemochine attiva neutrofili e

macrofagi, le cellule primarie nella risposta inflammatoria [35].
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I ROS esacerbano 1'espressione di citochine pro-infiammatorie, come IL-1, IL-6 ¢ TNF-
a e iNOS attraverso 'attivazione del fattore nucleare kappa-light-chain-enhancer della via
delle cellule B attivate (NF-kB) [36, 37]. Queste citochine attivano i leucociti per generare
piu radicali liberi [36]. Questa interazione tra ROS e citochine porta a un ciclo
autosufficiente tra tempesta di citochine e stress ossidativo, che potrebbe portare alla

sindrome da disfunzione multiorgano [39].

Qui, usiamo il termine "Oxy-Inflammation" per descrivere una condizione pre-patologica
caratterizzata da uno stress ossidativo cronico e sistemico ben documentato all'interno di
un circolo vizioso associato a un'inflammazione cronica lieve-subclinica. Questa
condizione, caratterizzata da un squilibrio dalla soglia dell'omeostasi redox adattiva,
predispone l'organismo a un continuo effetto dannoso dello stress ossidativo. Questo
danno ossidativo innesca a sua volta, una costante risposta pro-inflammatoria subclinica
che ¢ una caratteristica standard per diverse malattie a livello preclinico e clinico e puo

avere un ruolo nello sviluppo di condizioni patologiche.

Qui di seguito uno schema che illustra la sinergia tra i ROS e lo stato inflammatorio, con

il ruolo degli antiossidanti nello sviluppo di patologie respiratorie.
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FIGURA 12: Sinergia tra ROS e stato infiammatorio nello sviluppo di patologie respiratory, con

il ruolo degli antiossidanti. [38]
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CAP 2. L’ Ipossia

L'ipossia ¢ una condizione in cui 1'02 non ¢ disponibile in quantita sufficienti a livello
dei tessuti per mantenere un'adeguata omeostasi; questa pud derivare da un'inadeguata
somministrazione di ossigeno ai tessuti a causa del basso apporto di sangue o del basso
contenuto di ossigeno nel sangue (ipossiemia). La risposta inflammatoria ¢ associata a
profondi cambiamenti [40] causati dall'aumento del consumo di O2, dalla generazione di
grandi quantita di ROS e dall'esaurimento locale dei nutrienti, con conseguente profonda
ipossia tissutale [41]. L'ipossia promuove la generazione di ROS derivata da diversi
meccanismi cellulari, tra cui la catena di trasporto degli elettroni mitocondriale e la
nicotinammide adenina dinucleotide fosfato ossidasi (NADPH), il reticolo
endoplasmatico e vari enzimi, tra cui la xantina ossidasi (XO) [42]. Lo stress ossidativo
correlato all'ipossia porta alla formazione di marcatori di danno al DNA come 8-0x0-7,8-
diidro-2'-deossiguanina (8-0x0-dG) (dalla reazione di * OH con anello di guanina) [43] e
indici di perossidazione lipidica tra cui 4-idrossinonenal (4-HNE) [44]. Lo stress
ossidativo e l'inflammazione possono essere considerati processi interconnessi. Il rilascio
di 8-oxo0-dG attiva NFkB, espressione di chemochine/citochine pro-infiammatorie e
reclutamento di cellule infiammatorie tramite la proteina attivata dal mitogeno (MAP) e
la chinasi fosfoinositide-3 (PI3) [45]. L'espressione di Nrf2 indotta da ROS regola I'eme
ossigenasi-1 (HO-1), che ¢ citoprotettiva contro il danno ossidativo [46]. Una fiO2 ridotta
innesca una risposta inflammatoria che avvia la protezione dei tessuti e 1 meccanismi di
riparazione [47], con il rilascio di fattore inducibile dall'ipossia (HIF) per adattarsi a bassi
livelli di O2 [48]. La famiglia dei fattori HIF ¢ il sensore molecolare onnipresente piu
noto del livello intracellulare di O2. Gli HIF sono eterodimeri che costituiscono un
complesso di trascrizione stabilizzato dall'ipossia [49], consentendo I'adattamento
cellulare attraverso la regolazione verso 1'alto o verso il basso di geni e proteine correlati
all'ipossia [50], i quali, alla fine influenzano le vie metaboliche cellulari come la glicolisi,
la differenziazione cellulare, 1'angiogenesi e la riparazione. Sebbene siano note diverse
isoforme di HIF, ognuna con localizzazione, funzione e comportamento diversi [51],
HIF-1 ¢ la piu abbondante, anche se probabilmente non la piu importante delle varie

isoforme.
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FIGURA 13: Regolazione dell’espressione di HIF-1°, vie di attivazione trascrizionale e

attivazione del gene bersaglio. [52]

2.1 Attivita subacquee: un modello di ipossia intermittente

Negli esseri umani, la gestione dell’ossigeno ¢ di fondamentale importanza in contesti
clinici, in cia sia le condizioni acute che croniche come il trapianto di organi e 1’ipossia
intermittente contribuiscono alle lesioni ischemiche. Nell’'uomo, 1’ipossiemia induce la
lesione tissutale e la morte cellulare attraverso vie infiammatorie necrotiche e
apoptotiche. La limitata disponibilita di ossigeno durante I’ipossia compromette la
respirazione mitocondriale, portando a un calo dei livelli intracellulari di ATP. Un
aumento della disponibilita di ossigeno dopo I’ipossia aumenta la generazione di ossidanti
dai sistemi enzimatici (ad esempio: xantina ossidasi e NADPH ossidasi) e mitocondri,
minacciando ulteriormente la salute di cellule, tessuti e addirittura la salute e la
sopravvivenza dell’organismo. Le lesioni da riperfusione sono ben documentate
nell’uomo, in particolare per quanto riguarda 1’infarto al miocardio, 1’ictus ischemico e il

trapianto di organi. [58]
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all'infiammazione nell'uvomo, ma sono ben tollerati dai mammiferi subacquei

L'ipossia intermittente (IH) ¢ caratterizzata da cicli periodici e alternati di ipossia e
normossia, ipercapnia e iperossia [53]. L'esposizione HI varia nella durata del ciclo, nel
numero di episodi ipossici/normossici e nei giorni di allenamento. Da brevi episodi di
ipossia (1-10 min), alternati da episodi di 1-20 minuti di normossia in 1 giorno [55] a

esposizioni giornaliere piu lunghe (1-12 h) variavano da 2 a 90 giorni [56].
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L'adattamento all'lH migliora le funzioni del sistema nervoso autonomo, la rigidita
arteriosa, la funzione endoteliale arteriosa e la funzione emorieologica [57, 58]. D'altra
parte, 1 miglioramenti nella capacita di esercizio fisico possono essere dovuti ad
adattamenti non ematologici, tra cui aumento dell'efficienza ventilatoria, aumento del
volume e del metabolismo dell'ictus, miglioramento dell'efficienza mitocondriale e
regolazione del pH muscolare [59, 60]. L'esercizio a bassa intensita combinato con IH
modula significativamente il sistema immunitario e i parametri infiammatori, tra cui
l'espressione delle citochine, la biodisponibilita NO e i marcatori di stress ossidativo [61].
Durante I'allenamento, il corpo umano puo attivare difese antiossidanti endogene per
proteggere le macromolecole biologiche dai radicali liberi. Anche i livelli circolanti di
enzimi antiossidanti endogeni aumentano acutamente in risposta all'esercizio ad alta

quota, tra cui SOD e catalasi CAT [62, 63].

2.2 Immersioni in subacquea

Le immersioni in quota sono tipicamente praticate nei laghi di montagna, influenzando il
requisito di decompressione per un'immersione. Le profondita di stop e i tempi di
decompressione utilizzati per le immersioni in quota sono diversi da quelli utilizzati per
lo stesso profilo di immersione a livello del mare [64, 65]. Tuttavia, al rientro alla
superficie, la diminuzione della pressione atmosferica nell'ambiente puo esacerbare lo
"stress di decompressione" sul subacqueo, aumentando il rischio di insorgenza della
malattia da decompressione (DCS) rispetto allo stesso profilo di a livello del mare [66].
Inoltre, l'acclimatazione in quota svolge un ruolo cruciale come precauzione, poiché
anche 1 subacquei con carichi di gas vicino al livello del mare possono essere a maggior
rischio di DCS [66]. Per questo motivo, ¢ consigliabile eseguire la prima immersione 12

ore dopo l'arrivo in quota [67].

Le modifiche piu comuni alle tabelle di decompressione in quota sono le correzioni cross-
high-altitude derivate dalla US Navy [65]. Alcuni autori hanno proposto un arresto extra
all'ultima fase di decompressione (3 m per le immersioni in mare) per 1 minuto dopo un

arresto sicuro nelle immersioni non di decompressione [68].
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L'immersione in quota puo essere un esempio di IH con cicli alternati di ipossia (prima e
dopo l'immersione) e normossia/iperossia durante l'immersione. Condizioni di aria
fredda, secca e umida sono comuni ad alta quota e possono compromettere la funzione
respiratoria con irritazione bronchiale ed effetti che vanno da una tosse minore a respiro

sibilante asmatico [69].

Le immersioni in altitudine possono portare a cambiamenti di emo-concentrazione che si
verificano come funzione protettiva dell'acclimatazione, con aumenti del valore di
eritropoietina osservati gia 2 ore dopo l'arrivo in altitudine e un aumento della massa dei
globuli rossi entro 2-4 giorni [69]. Inoltre, Bosco et al. hanno osservato un forte aumento
dell'attivazione piastrinica in soggetti che si sono tuffati ad alta quota (3000 m) [70].
L'attivazione delle piastrine puo essere correlata a drastici cambiamenti di pressione [71]

e all'adattamento del corpo umano a un ambiente freddo [72].

2.3 Immersioni in apnea (Breath-hold)

L'immersione in apnea, (Breath-hold - BH) richiede un adattamento fisiologico legato
alla pressione idrostatica superiore al normale. Questa attivita comprende complessi
adattamenti cardiovascolari collettivamente definiti "risposta subacquea", inclusi
cambiamenti come bradicardia, riduzione della gittata cardiaca, aumento della pressione
arteriosa, vasocostrizione periferica e cambiamenti nella composizione dei gas ematici
[73]. In BH-divers, il danno endoteliale indotto dall'ipossia potrebbe essere meno
pronunciato perché l'ipossia si verifica nell'ultima parte della fase di ascesa di
un'immersione. Allo stesso tempo, una grave iperossia si verifica durante la discesa e il
tempo di fondo a causa dell'aumento della pressione ambientale e della compressione del
torace [74, 75]. L'alternanza di iperossia/ipossia puo essere un potente fattore scatenante
per la disfunzione endoteliale e uno stress subacqueo piu grave nelle immersioni BH
ripetitive potrebbe portare a tensioni sul sistema cardiovascolare, sulla funzione vascolare
e sull'integrita endoteliale. Le disfunzioni endoteliali nell'immersione breath-hold sono
state riportate da Theunissen et al. [76, 77]: la riduzione della funzione vascolare
dipendente dall’Ossido Nitrico (NO) ¢ la conseguenza di una diminuzione della

biodisponibilita NO, osservata anche in una riduzione dell'afta epizootica.
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L'alta pO2 puo anche favorire lo stress ossidativo dovuto all'ambiente iperbarico, che
aumenta la quantita di O2 libero che puo selezionare il disaccoppiamento mitocondriale
e rappresentare una fonte indipendente di ROS [78]. Lo stress ossidativo ¢ stato studiato
in BH-diving [79, 80], confermando il suo ruolo nello sviluppo di disfunzioni endoteliali
[81]. La sovrapproduzione di ROS e il conseguente danno ossidativo ai lipidi di
membrana e la diminuzione della capacita antiossidante totale plasmatica (TAC)
riflettono anche una condizione ipossica, che in BH-diving si verifica tipicamente negli
ultimi metri sotto la superficie [82]. I livelli di concentrazione di neopterina e creatinina
sono aumentati, suggerendo una “compromissione della funzione renale” come probabile

risposta fisiologica alle variazioni di pO2 durante 1'attivita di immersione [82].

L'adattamento all'ipossia puo portare al metabolismo degli aminoacidi (AA), come
osservato da alcuni autori [83, 84], e l'ipossia potrebbe essere uno stimolo per il rilascio
di AA nel flusso sanguigno. I cambiamenti degli AA ramificati possono derivare dal
fabbisogno energetico legato alla massiccia attivita vascolare mediata dalla muscolatura
liscia. Allo stesso tempo, la serina e la taurina possono essere coinvolte nell'adattamento

all'ipossia, specialmente durante la fase di ascesa della BH-dive [84].

Inoltre, I'esposizione prolungata all'ipossia, come le immersioni ad alta quota, puo
influenzare l'attivita piastrinica, come riportato da alcuni autori [85], ma questo aspetto
sembra correlato al pO2 [70]. L'attivazione delle piastrine pud essere indotta
dall'infiammazione legata all'esercizio [86] che coinvolge 1 leucociti attraverso fattori
solubili e l'interazione fisica con diversi recettori, tra cui la P-selectina piastrinica
(CD62P), il ligando CD40 (CD40L), cosi come PSGL-1, CD40 e Mac-1 (integrina aMf2,
CD11b/CD18) sui leucociti [87, 88]. Le interazioni piastrina-leucocita facilitano il
reclutamento dei leucociti e la loro fuoriuscita dai vasi nei siti di inflammazione, portando
al rilascio di mediatore pro-inflammatorio dei leucociti ma, in alcuni casi, smorzando

lI'inflammazione [89, 90].
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Relative Hypoxemia at Depth During Breath-Hold Diving
Investigated Through Arterial Blood Gas Analysis and Lung Ultrasound

Breath-Hold Diving at -15 mfw arterial oxygen partial pressures
260

METHODS RESULTS
In 14 subjects, Pa0: at
A: Artery Cannulation depth decreased instead
" o of increasing [5 subjects

at -15 mfw; 4 subjects at
-42 mfw]; in 2 subjects at
-42 miw PaO2 increased
only slightly (see left).

Pa02 (mmégl

In 2 subjects resurfacing
from -42 mfw, lung
atelectasis was detected
(as shown below)
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F: -42 mfw
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-15 mfw dive, head
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head underwater
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CONCLUSIONS: some breath-hold divers can experience hypoxemia at depth.
The hypothesized explanation for such a discrepancy is lung atelectasis.
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Figura 16: E’ stato rilevato, attraverso 1’analisi dei gas presenti nel sangue e 1’ecografia
polmonare, che alcuni apneisti possono sperimentare una certa ipossiemia in profondita, si pensa

dovuta all’ateletassia polmonare.

3. Iperossia

L'iperossia ¢ ampiamente definita come la situazione in cui cellule, tessuti e organi sono
esposti a un eccesso di apporto di O2. Nei vertebrati con sangue circolante, questo si
traduce in un aumento del contenuto di O2 arterioso. Poiché la concentrazione media di
02 nel sangue negli individui che respirano aria ambiente a livello del mare riflette una
situazione in cui la pressione parziale arteriosa di O2 (paO2) varia da 80-100 mmHg,
qualsiasi valore di paO2 superiore a 100 mmHg ¢ associato a iperossemia [91], che si
traduce in iperossia tissutale. Qualsiasi aumento della disponibilita di O2, compresa
l'iperossia, porta a una riduzione incompleta della molecola di O2 nella fosforilazione
ossidativa, che produce ROS e RNS. L'esposizione a iperossia prolungata puo portare a
danni cellulari attraverso la perossidazione lipidica, l'inattivazione degli enzimi e

l'ossidazione di proteine e acidi nucleici, con conseguente apoptosi o necrosi [92].
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L'iperossia a breve termine sembra ridurre e attenuare la produzione di citochine [93],
l'espressione di B2-integrina necessaria per 'adesione dei leucociti [94] e la fagocitosi e
l'uccisione dei macrofagi [95]. Nei modelli animali, alcuni autori hanno scoperto che
l'iperossia potrebbe mitigare la risposta inflammatoria dopo I'assunzione di glucano [96,
97], ma gli effetti sono evidenti 20-48 ore dopo 1'inizio dell’ infiammazione [96]. D'altra
parte, un alto livello di fiO2 puo portare a una condizione di tossicita dell'ossigeno nei
polmoni, caratterizzata da una risposta infiammatoria polmonare e da lesioni polmonari
[98]. Le citochine pro-infiammatorie, tra cui TNF-a, proteina infiammatoria macrofagi-2
(MIP-2), PAI-1, IL-1B, IL-6 e IL-8, sono state implicate nella mediazione dell'azione dei
neutrofili nei polmoni iperossici [99] perché svolgono un ruolo cruciale nelle prime fasi
della risposta infiammatoria [100]. Nell'inflammazione polmonare, alcuni autori hanno
osservato un aumento della proteina 1 del gruppo ad alta mobilita (HMG-1) [101] che
promuove il rilascio di IL-1B, TNF-a, MIP-2 e fattore inibitorico della migrazione dei

macrofagi.

3.1 Immersioni in subacquea: un modello di iperossia

Una delle attivita piu conosciute che porta all'iperossia sono le immersioni subacquee. Le
immersioni subacquee espongono il corpo umano allo stress ambientale rappresentato
dall'aumento del paO2, dello sforzo fisico e della resistenza respiratoria, che alterano la
funzione endoteliale [102, 103]. I meccanismi che portano alla disfunzione endoteliale
nelle immersioni subacquee possono derivare da un aumento dello stress ossidativo
indotto dall'iperossia e dalla vasocostrizione periferica [103]. Le immersioni subacquee
attivano la difesa antiossidante endogena per controllare I'aumento dello stress ossidativo
dovuto all'alto paO2 associato a condizioni iperbariche, suggerendo l'inizio della
protezione dall'eccessiva deplezione di antiossidanti e dallo stress ossidativo [104].
L'iperossia associata alle immersioni subacquee si traduce nella produzione di ROS, che
attiva il reclutamento della difesa antiossidante aumentando l'espressione di enzimi
antiossidanti come CAT [71, 105], GPx [71, 106] e SOD [107]. La produzione di ROS
stimola la mobilitazione dei linfociti poiché l'attivita CAT aumenta entro poche ore
dall'immersione, mentre l'attivita GPx aumenta dopo 1'affioramento. GPx ¢ uno dei primi

antiossidanti attivati per disintossicare i ROS [106]. L'attivita SOD aumenta per
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proteggere dalla perossiitrite (ONOO-) e per preservare la generazione di NO [104, 108].
A causa della mobilitazione dei sistemi antiossidanti endogeni, la TAC aumenta dopo
I'emergere per aiutare a controllare lo stress ossidativo vascolare, attivando una cascata
di segnalazione che stimola la resistenza allo stress ossidativo correlato all'immersione

[109].

I cambiamenti di pressione durante I'immersione e la decompressione possono
influenzare significativamente il livello della componente ematocrito, compresi i
leucociti e le piastrine [110, 111]. Alcuni autori hanno osservato che le immersioni
subacquee non hanno influenzato il numero di linfociti ma le loro funzioni, poiché non
hanno trovato alcun cambiamento nella produzione di H202 nei linfociti e le attivita di
GPx e CAT sono aumentate dopo l'affioramento [106]. D'altra parte, Morabito et al.
hanno mostrato livelli significativamente ridotti di H202 nei linfociti, probabilmente a

causa dell'aumento dell'attivita CAT e degli enzimi antiossidanti endogeni [112].

La respirazione dell'aria in condizioni iperbarica porta alla formazione di emboli gassosi
venosi (VGE) che interagiscono con l'endotelio [113], portando all'aggregazione
piastrinica sulla superficie della bolla [114] e con conseguente formazione di
microtrombo nei vasi polmonari dopo la decompressione nel modello DCS [115, 116].
La riduzione del pN2 respirando aria nitrox (EAN) puo ridurre l'attivazione piastrinica
[117] e la respirazione di O2 normobarico prima di un’immersione [105]. D'altra parte,
l'esposizione alle miscele EAN e all'attivita fisica correlata all'immersione puo aumentare
la generazione di ROS [103], i biomarcatori dello stress ossidativo tra cui 8-isoprostane
e 8-deossiguanosina e marcatori infiammatori come IL-1f, IL-6 ¢ TNF-a [118]. Alcuni
autori hanno osservato che una dieta chetogenica a breve termine ¢ efficace nella perdita
di peso, diminuendo l'inflammazione e proteggendo dalla perossidazione lipidica durante
I'immersione iperossica [118]. Bosco et al. hanno osservato che i marcatori di stress
ossidativo aumentano dopo l'immersione usando il rebreather a circuito chiuso (CCR)
[119], probabilmente originati da un aumento della concentrazione di O2 amplificata da

variabili aggiuntive come l'esercizio fisico [120] e la resistenza respiratoria [121].

Le immersioni subacquee possono provocare un aumento del rilascio di microparticelle
(MP) [122]. Il VGE rilasciato nella circolazione interagisce con l'endotelio, causando

danni fisici con conseguente rilascio di MP, secondo l'attuale modello di DCS [123]. 1l
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VGE puo ulteriormente esacerbare I'omeostasi endoteliale compromessa dall'ischemia-
riperfusione, dal contatto fisico o dall'aumento dello stress da taglio [103], svolgendo un
ruolo vitale nell'insorgenza della DCS [124-126]. Anche le MP svolgono un ruolo critico,
poiché si ¢ scoperto che aumentano insieme alla proteina-1 di adesione delle cellule
vascolari-1 (VCAM-1) durante l'iperossia (immersione simulata nelle camere
iperbariche) [127] e dopo I'immersione [123]. Un alto valore circolante di VCAM-1 puo
riflettere una diminuzione della funzione endoteliale in correlazione con il danno cellulare
[127]. La decompressione dopo l'immersione aumenta il tasso di formazione di MP

insieme alle alterazioni dell'endotelio [123].
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Figura 17: Quando si ¢ esposti ad un ambiente ad alta pressione, si respira ossigeno ad alta
pressione parziale, si sta svolgendo un’attivita fisica intensa e si ¢ esposti al freddo, viene
aumentata 1’espressione e I’attivazione delle sirtuine (classe di proteine ad attivita enzimatica, che

regolano importanti funzioni vitali) [128]

3.2 Un caso speciale: immersioni di saturazione
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L'immersione di saturazione descrive un metodo di immersione che consente al
subacqueo di rimanere sotto pressione per un lungo periodo (diverse ore o addirittura
giorni). Nelle immersioni a terra, il subacqueo entra in acqua e scende sul fondo, dove
rimane per un periodo limitato prima di tornare direttamente in superficie. Man mano che
la pressione aumenta, il gas viene assorbito dal corpo in proporzione all'aumento della
pressione ambientale. Questo gas in eccesso deve essere eliminato gradualmente durante
il ritorno in superficie. I subacquei di saturazione sono esposti a condizioni ambientali

gravi/estreme, esponendo i subacquei a rischi e incidenti piu elevati [129].
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FIGURA 18: Progettazione dello studio sperimentale. In (A) la camera di alloggio; (B) profilo
di immersione: i subacquei erano a bordo dal 20 al 26 dicembre, poi sono stati compressi a 45 m
e vi hanno lavorato fino al 5 gennaio. Poi sono stati compressi a 70 m e hanno lavorato trai 70 e
gli 80 m per circa 8 giorni. Infine, i subacquei sono stati progressivamente decompressi in
superficie (con una breve sosta a 23 m per un potenziale lavoro supplementare a quella profondita,

non eseguito). [130]

La generazione di ROS puo sopraffare le difese antiossidanti [131] durante 1'esposizione
prolungata a un ambiente confinato, iperbarico e iperossico. Poiché l'iperossia, i
cambiamenti parziali di pressione e lo scambio di gas inerti durante la decompressione
sono probabili fonti di ROS in eccesso [132]. Bosco et al. hanno trovato un aumento dei
biomarcatori correlati allo stress ossidativo, tra cui 8-deossiguanosina, 3-nitrotirosina e
neopterina, a causa dell'esposizione prolungata a un valore di pO2 piu elevato [133].

Inoltre, i subacquei di saturazione mostrano concentrazioni elevate di IL-6, la prima
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citochina rilasciata nella circolazione durante la risposta infiammatoria [134] e la
creatinina in post-dive, che riflette I'effetto sistemico nelle immersioni di saturazione puo

essere dovuto a iperossia, pressioni iperbariche ed esercizio in profondita [133].
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FIGURA 19: Biomarcatori cinetici durante l'immersione di saturazione. Corso temporale di: (A)
tasso di produzione di ROS (umol-min—1) e (B) capacita antiossidante (TAC—mM) nella saliva
calcolata mediante risonanza paramagnetica elettronica (EPR); (C) 8-isoprostano (8-iso-PGF2a-
pg-mg—1 creatinina); (D) interleuchina-6 (IL-6, pg-mL—1); (E) metaboliti dell'ossido nitrico
(NOx, uM) e (F) 3-nitrotirosina (3-NT, nM-L—1); (G) creatinina (g-L—1); (H) neottericina



(umol.mol—1 creatinina), concentrazioni rilevate nelle urine. Tutti i campioni sono stati raccolti

a pre-, a profondita, post- e 24 ore post-dive in immersione di saturazione. * p < 0,05. [135]

4. Conclusioni

In questo testo ho cercato di riportare le condizioni a cui si viene esposti facendo attivita
subacquee, con maggiore attenzione all’infiammazione derivata dai cambiamenti di
concentrazione e di pressione dell’ossigeno nel corpo.

Gli effetti piu rilevanti e piu frequenti sono la produzione di ROS, derivanti da un eccesso
di po2 con conseguente riduzione incompleta della molecola nella fosforilazione
ossidativa.

Ci sono pero delle differenze sostanziali se si parla di immersioni SCUBA (quindi con
una riserva di ossigeno) o in apnea.

Nelle immersioni SCUBA si ¢ principalmente esposti ad un aumento della pressione dei
gas inspirati e quindi un aumento delle quantita di questi che vengono assorbiti a livello
polmonare, da qui si puo verificare la produzione di VGE (fenomeno a cui si puo far
fronte utilizzando miscele NITROX). Solo nelle immersioni in alta quota si ¢ esposti
anche ad ipossia.

Nelle immersioni in apnea si viene esposti ad un’alternanza di ipossia/iperossia, a seconda
delle fasi dell'immersione: una forte iperossia nella fase di discesa iniziale con
conseguente inflammazione provocata dall’eccesso di ROS, e ipossia nell'ultima fase
dellarisalita che puo portare a tensioni del sistema vascolare e alla disfunzione endoteliale
(ma la probabilita di queste € molto bassa vista la poca esposizione ad ipossia).

Esiste un altro caso e sono le immersioni di saturazione, le quali prevedono che il
subacqueo rimanga in profondita per diverse ore o addirittura giorni.

Non ci sono pero solo effetti negativi, infatti il nostro organismo ¢ in grado di adattarsi ai
vari ambienti in cui si trova, ad esempio, durante le immersioni vengono attivati gli
antiossidanti endogeni (come SOD, GPX e CAT) che proteggono dai danni di provocati
dai radicali liberi che si generano.

Personalmente reputo che la subacquea sia una disciplina davvero affascinante, non solo
per le sue potenzialita ricreative (come ammirare le infinite forme di vita presenti in laghi,
flumi e mari), ma anche perché permette di scoprire molti aspetti e capacita di
adattamento che il corpo umano ha sviluppato nel corso della sua evoluzione, molti dei
quali rimangono tuttora sconosciuti e in attesa di essere svelati.
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Elenco delle abbreviazioni

4-HNE: 4-hydroxynonenal
8-0x0-dG: 8-0x0-7,8-dihydro-2'-deossiguanina
AA: amminoacidi

ATP: adenosina tri-fosfato

BH: breath-hold

CAT: catalasi

CCL: chemokine (C-C motif) ligand
CNS: sistema nervoso centrale
DCS: malattia da decompressione
EAN: aria arricchita nitrox

FiO,: Frazione di ossigeno ispirato
FMD: dilatazione flusso-mediata
Gpx: glutatione perossidasi

*OH: radicale idrossile

H,0s: perossido di idrogeno

HIF: Fattore inducibile dall'ipossia

HO-1: heme ossigenasi-1
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IH: ipossia intermittente

IL: interleuchina

LOOH: perossidi lipidici

MP: micro particelle

MAP: proteina attivata dal mitogeno
MIP-2: proteina-2 infiammatoria macrofagi
NAD': nicotinamide adenina dinucleotide
NADPH: nicotinamide adenina dinucleotide fosfato
NF-«kB: Fattore nucleare kappa-light-chain-enhancer delle cellule B attivate
NO: ossido nitrico

NOS: Ossido nitrico sintasi

eNOS: Ossido nitrico sintasi endoteliale
iNOS: Ossido nitrico sintasi inducibile

'0,: ossigeno singoletto

*O;": radicale superossido

0, anione superossido

PI3: phosphoinositide-3

ONOO': perossinitrito

pOa: pressione parziale dell’ossigeno
ROOQOe: radicale perossido

RNS: Specie reattive dell’azoto

ROS: Specie reattive dell'ossigeno

SOD: superossido dismutasi

TAC: Capacita antiossidante totale

TGF-B: fattore di crescita trasformante beta
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TNF-o: Fattore di necrosi tumorale alfa
VCAM-1: Proteina di adesione cellulare vascolare-1
VGE: Emboli di gas venoso

XO: Xanthine ossidasi
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