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Abstract: HBOT increases the proportion of dissolved oxygen in the blood, generating hyperoxia. This
increased oxygen diffuses into the mitochondria, which consume the majority of inhaled oxygen and
constitute the epicenter of HBOT effects. In this way, the oxygen entering the mitochondria can reverse
tissue hypoxia, activating the electron transport chain to generate energy. Furthermore, intermittent
HBOT is sensed by the cell as relative hypoxia, inducing cellular responses such as the activation of
the HIF-1« pathway, which in turn, activates numerous cellular processes, including angiogenesis
and inflammation, among others. These effects are harnessed for the treatment of various pathologies.
This review summarizes the evidence indicating that the use of medium-pressure HBOT generates
hyperoxia and activates cellular pathways capable of producing the mentioned effects. The possibility
of using medium-pressure HBOT as a direct or adjunctive treatment in different pathologies may
yield benefits, potentially leading to transformative therapeutic advancements in the future.

Keywords: hyperbaric oxygen treatment (HBOT); hyperoxia; mild pressure; PO;,; reactive oxygen
species (ROS)

1. Introduction

Oxygen is the essential component of cellular aerobic metabolism. It enters the respi-
ratory pathways and blood vessels through convection, then diffuses through the capillary
wall to the interstitium, with its ultimate destination being the mitochondria, where it plays
a role in cellular respiration.

Oxygen is utilized as a therapeutic agent, not only for treating patients in need of
oxygen supplementation, but it is also considered a drug capable of inducing targeted
clinical responses, such as hyperbaric oxygen therapy (HBOT) [1] or therapies utilizing the
“Normobaric Oxygen Paradox” or the “Hyperoxia-Hypoxia Paradox” [2,3]. These effects
may vary in response to different pressures used, oxygen exposure durations, and the
number of sessions for various pathologies. Therefore, it is necessary to standardize these
parameters and characterize the responses based on the patient’s specific needs.

The aim of this review is to demonstrate that hyperbaric treatment using 1.5 atm
generates an oxygen increase in blood and tissues, impacting cellular metabolism and
producing beneficial effects for the therapy of various pathologies.

2. Hyperoxia

Hyperoxia is defined as an increase in the presence of tissue and plasma oxygen at
concentrations higher than normal. The term “hyperoxia” is widely used in scientific
language, and the word “HYPEROXIA” is documented in 23,957 articles on Pubmed
Central (PMC)-nih.gov and in 9541 publications on PubMed-nih.gov. Given its clinical
relevance, this concept is also extensively employed in the 243 clinical studies reported on
ClinicalTrials.gov.
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Resumen: El tratamiento hiperbdrico con oxigeno (HBOT) aumenta la proporcién de oxigeno disuelto en la sangre,
generando hiperoxia. Este aumento de oxigeno se difunde en las mitocondrias, que consumen la mayoria del oxi-
geno inhalado y constituyen el epicentro de los efectos del HBOT. De esta manera, el oxigeno que entra en las mito-
condrias puede revertir la hipoxia tisular, activando la cadena de transporte de electrones para generar energia.
Ademas, la HBOT intermitente es percibida por la célula como hipoxia relativa, induciendo respuestas celulares
como la activacién de la via HIF-1 &, que a su vez, activa numerosos procesos celulares, incluyendo la angiogénesis
y la inflamacién, entre otros. Estos efectos se aprovechan para el tratamiento de diversas patologias.

Esta revisién resume la evidencia que indica que el uso de HBOT a presién media genera hiperoxia
y activa vias celulares capaces de producir los efectos mencionados. La posibilidad de utilizar HBOT
a presiéon media como tratamiento directo o adyuvante en diferentes patologias puede ofrecer be-
neficios, potencialmente llevando a avances terapéuticos transformadores en el futuro.

Palabras clave: tratamiento con oxigeno hiperbarico (HBOT); hiperoxia; presién suave; PO , ; especies
reactivas de oxigeno (ROS)

1. Introduccién

El oxigeno es el componente esencial del metabolismo aerdbico celular. Entra en las
vias respiratorias y los vasos sanguineos a través de la conveccién, luego difunde a través
de la pared capilar hacia el intersticio, con su destino final siendo las mitocondrias, donde
desempefia un papel en la respiracién celular.

El oxigeno se utiliza como agente terapéutico, no solo para tratar a pacientes que necesitan su-
plementacién de oxigeno, sino que también se considera un farmaco capaz de inducir respuestas cli-
nicas especificas, como la terapia de oxigeno hiperbarico (HBOT) [ 1] o terapias que utilizan la “Para-
doja del Oxigeno Normobarico” o la “Paradoja de la Hiperoxia-Hipoxia” [ 2, 3 ]. Estos efectos pueden
variar en respuesta a diferentes presiones utilizadas, duraciones de exposicién al oxigeno y el nimero
de sesiones para diversas patologias. Por lo tanto, es necesario estandarizar estos parametros y ca-
racterizar las respuestas basadas en las necesidades especificas del paciente.

El objetivo de esta revisién es demostrar que el tratamiento hiperbarico utilizando 1.5
atm genera un aumento de oxigeno en la sangre y los tejidos, impactando el metabolismo
celular y produciendo efectos beneficiosos para la terapia de diversas patologias.

2. Hiperoxia

La hiperoxia se define como un aumento en la presencia de oxigeno en los tejidos y
el plasma a concentraciones superiores a las normales. El término “hiperoxia” se utiliza
ampliamente en el lenguaje cientifico, y la palabra “HIPEROXIA” estd documentada en 23,95
7 articulos en Pubmed Central (PMC)-nih.gov y en 9541 publicaciones en PubMed-nih.gov.
Dada su relevancia clinica, este concepto también se emplea extensamente en los 243 es-
tudios clinicos reportados en ClinicalTrials.gov.
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Hyperoxia can be achieved in situations where individuals are provided with oxygen
supplementation (oxygen therapy) under normobaric or hyperbaric conditions. Normo-
baric oxygen supplementation, delivered through a mask, is used as a therapy for various
medical conditions. Hyperbaric oxygen therapy (HBOT) involves breathing high concentra-
tions of oxygen (O7) (~100%) within a pressurized chamber set above normal atmospheric
pressure (at sea level, 1.0 absolute atmospheres or atm). For clinical usage, the pressure
must be at least 1.4 atm according to the UHMS (Undersea and Hyperbaric Medical Society)
guidelines, as stated in the 14th Edition 2019-Hyperbaric Oxygen Therapy Indications.
Hyperoxia is the causal factor behind the beneficial effects achieved through these treat-
ments [4].

3. Oxygen Homeostasis

Oxygen is essential for all aerobic organisms. Normoxia is defined as the normal
oxygenation conditions necessary for the proper execution of physiological processes.

The oxygen level within the mitochondria [2] is very low, so even small variations
act as potent triggers for metabolic signaling. Mitochondria play a central role in oxygen
utilization, as cellular respiration occurs there. ATP, the cell’s energy source, is produced
from glucose, with oxygen acting as the final electron acceptor in the respiratory chain.
During this process, small amounts of reactive oxygen species (ROS) are generated, which
are molecules capable of reacting with other molecules.

The hyperoxic state during hyperbaric oxygen therapy can elevate ROS production.
Recently, it has been demonstrated that HBOT induces an increase in ROS with a kinetic
profile similar to that of plasma reactive oxygen species at 1.4 ATA and 2.5 ATA. The peak
production is attained around 2 h and persists above the baseline level for 48 h [5] (See
Figure 1).
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Figure 1. Percentual variations in ROS (plasma) production after 60 min of oxygen breathing of
mild (1.4 ATA, n = 6) or high hyperbaric exposure (2.5 ATA, n = 8). Levels of oxygen are shown in
the figure legend. Results are expressed as mean percentage change of control values (*: p < 0.05,
*: p <0.01, **: p <0.001, ****: p < 0.0001; RM-ANOVA and Dunnet’s post hoc test).

The effects of ROS can be counterbalanced by the action of NRF2, a transcription factor
that regulates the antioxidant response [3] (See Figure 2).

Its response magnitude and duration are also dependent on the oxygen dose applied
as proposed by Fratantonio et al. (Fratantonio et al., 2021) [6].

When there is an excess of oxygen in the cell, and the endogenous antioxidant system
is disrupted, oxidative stress is triggered. This can result in damage to lipids, proteins,
and DNA. Furthermore, it is known that oxidative stress, inflammation, the immune
system, and metabolism are interconnected. In this context, ROS is used as part of the
signaling cascades of certain inflammatory cytokines, contributing to the development
and/or progression of chronic inflammatory diseases [7].
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La hiperoxia se puede lograr en situaciones donde se proporciona suplementacién de oxigeno (
terapia de oxigeno) a individuos bajo condiciones normobaricas o hiperbaricas. La suplementacién de
oxigeno normobarico, administrada a través de una mascara, se utiliza como terapia para diversas
condiciones médicas. La terapia de oxigeno hiperbarico (HBOT) implica respirar altas concentraciones
de oxigeno (O ;) (~100%) dentro de una cdmara presurizada configurada por encima de la presion at-
mosférica normal (a nivel del mar, 1.0 atmdsferas absolutas o atm). Para uso clinico, la presién debe
ser al menos de 1.4 atm segun las directrices de la UHMS (Sociedad Médica Submarina e Hiperbarica),
como se indica en la 142 Edicién 2019-Indicaciones de la Terapia de Oxigeno Hiperbdrico. La hiperoxia
es el factor causal detras de los efectos beneficiosos logrados a través de estos tratamientos [4].

3. Homeostasis del Oxigeno

El oxigeno es esencial para todos los organismos aerébicos. La normoxia se define como las condi-
ciones normales de oxigenacion necesarias para la correcta ejecucion de los procesos fisiolégicos.

El nivel de oxigeno dentro de las mitocondrias [ 2 ] es muy bajo, por lo que incluso pequefias variaciones acttian
como potentes desencadenantes de la sefializacién metabdlica. Las mitocondrias juegan un papel central en la utili-
zacién del oxigeno, ya que la respiracién celular ocurre alli. El ATP, la fuente de energia de la célula, se produce a partir
de la glucosa, con el oxigeno actuando como el aceptor final de electrones en la cadena respiratoria.

Durante este proceso, se generan pequefias cantidades de especies reactivas de oxigeno (ROS), que
son moléculas capaces de reaccionar con otras moléculas.

El estado hiperéxico durante la terapia de oxigeno hiperbarico puede elevar la produccién de ROS.
Recientemente, se ha demostrado que la HBOT induce un aumento en los ROS con un perfil cinético
similar al de las especies reactivas de oxigeno plasmaticas a 1.4 ATAy 2.5 ATA. La produccién maxima
se alcanza alrededor de las 2 h y persiste por encima del nivel basal durante 48 h [ 5] (Ver Figura 1).
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Figura 1. Variaciones porcentuales en la produccién de ROS (plasma) después de 60 min de respiracién de oxi-
geno en exposicion hiperbarica leve (1.4 ATA, n = 6) o alta (2.5 ATA, n = 8). Los niveles de oxigeno se muestran
en la leyenda de la figura. Los resultados se expresan como cambio porcentual medio de los valores de control
(* p<0.05,*: p<0.01,** p<0.001, ***: p<0.0001; RM-ANOVAy prueba post hoc de Dunnet).

Los efectos de los ROS pueden ser contrarrestados por la accion de NRF2, un factor de trans-
cripcidn que regula la respuesta antioxidante [3] (Ver Figura 2).

Su magnitud y duracién de respuesta también dependen de la dosis de oxigeno aplicada,
como propone Fratantonio et al. (Fratantonio et al., 2021) [6].

Cuando hay un exceso de oxigeno en la célula y el sistema antioxidante endégeno se ve altera-
do, se desencadena el estrés oxidativo. Esto puede resultar en dafio a los lipidos, proteinas y ADN.
Ademas, se sabe que el estrés oxidativo, la inflamacidn, el sistema inmunolégico y el metabolismo
estan interconectados. En este contexto, las ROS se utilizan como parte de las cascadas de sefializa-
cién de ciertas citoquinas inflamatorias, contribuyendo al desarrollo y/o progresién de enfermedades
inflamatorias crénicas [7].
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Figure 2. HIF-1 and NRF-2 nuclear translocation following 1 h of hyperbaric hyperoxia at 1.4 ATA
hyperoxia in human subjects (N = 6) before and after the recovery to normoxic conditions. Results are
expressed as fold change (mean £ SEM) in comparison to baseline (0), which was set at 1. **p < 0.01;
for one-way ANOVA followed by Dunnett’s post hoc test (Modified from Fratantonio et al. (2021) [6].

On the contrary, in the case of persistent tissue hypoxia (oxygen deficiency), tissues can
develop hypoxemic stress, which can lead to organ dysfunction and permanent functional
impairment, as seen in conditions such as acute mountain sickness [8,9]. To prevent such
damage, hypoxia serves as a key inducer of cellular gene expression, promoting various
processes such as cellular protection and repair, angiogenesis, stem cell proliferation and
differentiation, and more. Most of the induced gene expression is guided by transcription
factors known as HIF-1 (hypoxia-inducible factors 1). Under normoxic conditions, HIF-1
levels are reduced since the reactive oxygen species (ROS) in the cell, products of cellular
metabolism, promote their degradation. In a hypoxic situation, fewer ROS are produced,
causing HIF-1 to stabilize, translocate to the nucleus, and promote the expression of approx-
imately 200 genes essential for adapting to low-oxygen conditions. These genes include
glycolytic enzymes for ATP synthesis, VEGF to induce angiogenesis, iNOS (inducible nitric
oxide synthase), and other factors to enhance tissue oxygenation. HIF-1 is also associated
with other processes such as mitochondrial biogenesis and aging through SIRT1 [2].

4. HBOT (Hyperbaric Oxygen Therapy)

In certain circumstances, hyperbaric oxygen therapy represents the primary treat-
ment modality, while in others, it serves as a complement to surgical or pharmacological
interventions [10].

Hyperbaric oxygen therapy is conducted using various types of chambers. Multiplace
chambers are employed to simultaneously treat up to approximately 20 patients. These
chambers are pressurized with compressed air, and 100% oxygen is administered via masks
covering the nose and mouth or hoods that envelop the entire head. The atmosphere is
carefully regulated and controlled concerning air and temperature. These chambers allow
for the entry of equipment from intensive care units and the presence of medical personnel.

Monoplace Chambers are the most used type. These chambers can be pressurized
with nearly 100% oxygen, and the patient directly breathes the oxygen from the chamber
environment. They can also be pressurized with compressed air while the patient breathes
oxygen (close to 100%) through masks, head hoods, or endotracheal tubes. This type of
chamber offers individual patient management (isolation, useful for infections), making
patients easy to observe. No special decompression procedures are required. More cost-
effective than multiplace chambers. Requires less space than multiplace chambers. Fewer
operators are needed. The design of monoplace chambers is ideal for caring for patients
who do not require the presence of personnel within the chamber. Most bodily functions
can be monitored externally, including the ventilator, which can be controlled from outside
the chamber.
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Figura 2. Translocacién nuclear de HIF-1 « y NRF-2 después de 1 h de hiperoxia hiperbarica a 1.4 ATA en sujetos hu-
manos (N = 6) antes y después de la recuperacién a condiciones normdxicas. Los resultados se expresan como
cambio de pliegue (media + SEM) en comparacién con la linea base (0), que se establecié en 1. **p < 0.01; para
ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc de Dunnett (Modificado de Fratantonio et al. (2021) [ 6 ].

Por el contrario, en el caso de hipoxia tisular persistente (deficiencia de oxigeno), los tejidos pueden
desarrollar estrés hipoxico, lo que puede llevar a disfuncién orgdnica y deterioro funcional permanente,
como se observa en condiciones como el mal agudo de montafia [ 8,9 ]. Para prevenir tales dafios, la
hipoxia sirve como un inductor clave de la expresién génica celular, promoviendo varios procesos
como la proteccion y reparacion celular, la angiogénesis, la proliferacién y diferenciacién de células ma-
dre, y mas. La mayoria de la expresion génica inducida esta guiada por factores de transcripcién conoci-
dos como HIF-1 (factores inducibles por hipoxia 1). En condiciones normdxicas, los niveles de HIF-1 se
reducen ya que las especies reactivas de oxigeno (ROS) en la célula, productos del metabolismo celular,
promueven su degradacién. En una situacién hipdxica, se producen menos ROS, lo que provoca que
HIF-1 se estabilice, se transloque al ndcleo y promueva la expresién de aproximadamente 200 genes
esenciales para la adaptacion a condiciones de bajo oxigeno. Estos genes incluyen enzimas glucoliticas
para la sintesis de ATP, VEGF para inducir la angiogénesis, iNOS (6xido nitrico sintasa inducible) y otros
factores para mejorar la oxigenacién tisular. HIF-1 también estd asociado con otros procesos como la
biogénesis mitocondrial y el envejecimiento a través de SIRT1 [2].

4. TOHB (Terapia de Oxigeno Hiperbarico)

En ciertas circunstancias, la terapia de oxigeno hiperbdrico representa la modalidad de trata-
miento principal, mientras que en otras, sirve como complemento a intervenciones quirdrgicas o
farmacolégicas [10].

La terapia de oxigeno hiperbarico se realiza utilizando varios tipos de cdmaras. Las camaras
multiplaza se emplean para tratar simultdaneamente hasta aproximadamente 20 pacientes. Estas
camaras se presurizan con aire comprimido, y se administra oxigeno al 100% a través de mascaras
que cubren la nariz y la boca o capuchas que envuelven toda la cabeza. La atmodsfera se regula'y
controla cuidadosamente en cuanto al aire y la temperatura. Estas cdAmaras permiten la entrada
de equipos de unidades de cuidados intensivos y la presencia de personal médico.

Las cdmaras monoplaza son el tipo mas utilizado. Estas cAmaras pueden ser presurizadas
con casi un 100% de oxigeno, y el paciente respira directamente el oxigeno del ambiente de la ca-
mara. También pueden ser presurizadas con aire comprimido mientras el paciente respira oxigeno
(casi al 100%) a través de mascaras, capuchas para la cabeza o tubos endotraqueales. Este tipo de
camara ofrece manejo individual del paciente (aislamiento, util para infecciones), lo que facilita la
observacion de los pacientes. No se requieren procedimientos especiales de descompresion. Mas
rentable que las cdmaras multiplaza. Requiere menos espacio que las cdmaras multiplaza. Se ne-
cesitan menos operadores. El disefio de las cAmaras monoplaza es ideal para el cuidado de pa-
cientes que no requieren la presencia de personal dentro de la cdmara. La mayoria de las funciones
corporales pueden ser monitoreadas externamente, incluido el ventilador, que puede ser contro-
lado desde fuera de la cdmara.
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4.1. Fundamentals of Hyperoxic Treatment

The primary physiological effect of HBOT is the generation of hyperoxia, which
allows for greater oxygen dilution in the blood plasma, and this process is independent of
hemoglobin [11]. The oxygen supply chain begins in the lungs, where it is delivered through
convection in the respiratory passages and blood vessels. It then diffuses through the
capillary wall to the interstitium, with its ultimate destination being the mitochondria [2].

In the blood, oxygen is transported in two forms: a fraction bound to hemoglobin and
a free fraction dissolved in the plasma. The amount of dissolved oxygen is proportional
to the partial pressure of oxygen at a specific temperature, according to Henry’s Law [12].
Therefore, at a higher partial gas pressure, it tends to shift from a gaseous to a liquid state,
with the reverse occurring when the pressure of the gas dissolved in the plasma decreases.

Furthermore, we should consider that the air we normally breathe is composed of 78%
nitrogen, 21% oxygen, and the rest is made up of trace gases. According to Dalton’s Law,
the total pressure exerted by a mixture of gases is equal to the sum of the partial pressures
of the gases. This means that at sea level, 1 ATA (absolute pressure), the partial pressure of
oxygen in the atmosphere is 159.6 mmHg. Exposure to pure oxygen at 1.5 ATA (absolute
atmospheres) entails an oxygen pressure of 1140 mmHg. An increase in inspired oxygen
pressure leads to an increase in alveolar oxygen pressure, which reaches 1053 mmHg when
breathing 100% oxygen in a hyperbaric chamber at 1.5 ATA, compared to 102 mmHg when
breathing air at 1 ATA, meaning it increases by a factor of 10.

At normal atmospheric pressures, only a limited portion of inspired oxygen is dis-
solved in the blood, but at higher pressures, as used in HBOT, it becomes possible to
dissolve enough oxygen to meet the body’s usual needs. In line with this, Jain et al. de-
scribed that arterial oxygen pressure increases with pressure, such that ideally, breathing
100% oxygen at 1.5 ATA results in a 10-fold increase in arterial oxygen compared to arterial
oxygen under normal conditions (breathing air at 1 ATA), demonstrating the hyperoxia
generated in HBOT at 1.5 ATA [13]. Ishihara et al. also reported an increase in dissolved
oxygen using mid-pressure HBOT [14].

Breathing 100% oxygen in a high-pressure environment increases tissue oxygen ten-
sion. The diffusion of dissolved oxygen into tissues follows the mathematical model
described by Krogh [15]. Using the Krogh model, the existence of radial and longitudinal
pressure gradients (PpO;) is explained, based on the capillary radius and the arterial and
venous endpoints, respectively. Combining these variables, the model allows the prediction
of PpO; in tissues. By administering O, at close to 100% concentration in an environment
at 1.45 atm, the oxygen penetration radius from capillaries to tissues is approximately
~75 pum, enabling the attainment of an arteriolar PpO; of about 950 mmHg. This pressure is
more than sufficient to ensure adequate oxygen supply to all tissues in the body through
the diffusion and penetration of oxygen from plasma to all cells. Therefore, at 1.5 ATA,
the minimum required PpO, (20 mmHg) is achieved and considerably exceeded to cover
the minimum average penetration radius needed to support cellular functions (~40 um).
Holbach et al. demonstrated that HBOT al 1.5 ATA increased arterial PO, and cerebrospinal
fluid oxygen pressure [16].

The increase in tissue oxygen levels after subjecting a patient to HBOT treatment
has been widely demonstrated [17,18]. This increase persists even after the vasoconstric-
tion generated by HBOT, as it does not impede the elevation of tissue partial oxygen
pressure [18].

In addition, tissue hyperoxia has been demonstrated in the brains of rats exposed to
hyperbaric therapy at 1.5 ATA [19]. These results were confirmed in clinical studies by
Rockwold and colleagues, showing a significant increase in tissue oxygenation induced
by HBOT at 1.5 ATA in the brains of patients [20]. These findings were also replicated in a
phase II clinical trial, demonstrating hyperoxia generated at that pressure [21]. Moreover,
the increase in tissue oxygenation achieved by HBOT at 1.5 ATA is capable of elevating
ATP and NAD+ levels in brain tissue following a brain injury, meaning that hyperbaric
oxygen supply can restore mitochondrial function after one hour of treatment. These effects
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4.1. Fundamentos del Tratamiento Hiperdxico

El efecto fisioldgico primario de la HBOT es la generacidn de hiperoxia, lo que permite una
mayor dilucién de oxigeno en el plasma sanguineo, y este proceso es independiente de la hemo-
globina [ 11 ]. La cadena de suministro de oxigeno comienza en los pulmones, donde se entrega a
través de la conveccion en las vias respiratorias y los vasos sanguineos. Luego se difunde a través
de la pared capilar hacia el intersticio, con su destino final siendo las mitocondrias [2].

En la sangre, el oxigeno se transporta de dos formas: una fracciéon unida a la hemoglobina 'y
una fraccién libre disuelta en el plasma. La cantidad de oxigeno disuelto es proporcional a la pre-
sién parcial de oxigeno a una temperatura especifica, segun la Ley de Henry [ 12 ].

Por lo tanto, a una mayor presién parcial de gas, tiende a pasar de un estado gaseoso a un estado
liquido, ocurriendo lo contrario cuando disminuye la presién del gas disuelto en el plasma.

Ademas, debemos considerar que el aire que respiramos normalmente estd compuesto por
un 78% de nitrégeno, un 21% de oxigeno y el resto estd compuesto por gases traza. Segun la Ley
de Dalton, la presion total ejercida por una mezcla de gases es igual a la suma de las presiones
parciales de los gases. Esto significa que al nivel del mar, 1 ATA (presién absoluta), la presidn parcial
de oxigeno en la atmodsfera es de 159.6 mmHg. La exposicidn a oxigeno puro a 1.5 ATA (atmésferas
absolutas) implica una presién de oxigeno de 1140 mmHg. Un aumento en la presién del oxigeno
inspirado lleva a un aumento en la presion del oxigeno alveolar, que alcanza los 1053 mmHg al res-
pirar oxigeno al 100% en una camara hiperbarica a 1.5 ATA, en comparacién con 102 mmHg al res-
pirar aire a 1 ATA, lo que significa que aumenta por un factor de 10.

A presiones atmosféricas normales, solo una porcion limitada del oxigeno inspirado se disuel-
ve en la sangre, pero a presiones mas altas, como las utilizadas en la OHB, es posible disolver sufi-
ciente oxigeno para satisfacer las necesidades habituales del cuerpo. En linea con esto, Jain et al.
describieron que la presion del oxigeno arterial aumenta con la presion, de tal manera que ideal-
mente, respirar oxigeno al 100% a 1.5 ATA resulta en un aumento de 10 veces en el oxigeno arterial
en comparacion con el oxigeno arterial en condiciones normales (respirando aire a 1 ATA), demos-
trando la hiperoxia generada en la OHB a 1.5 ATA [ 13 ]. Ishihara et al. también informaron un au-
mento en el oxigeno disuelto utilizando OHB a presién media [14].

Respirar oxigeno al 100% en un entorno de alta presién aumenta la tensién de oxigeno en los
tejidos. La difusién de oxigeno disuelto en los tejidos sigue el modelo matematico descrito por Krogh
[ 15 ]. Usando el modelo de Krogh, se explica la existencia de gradientes de presion radiales y longi-
tudinales (PpO , ), basados en el radio capilar y los puntos finales arteriales y venosos, respectiva-
mente. Combinando estas variables, el modelo permite la predicciéon de PpO ; en los tejidos. Admi-
nistrando O , cerca de una concentracién del 100% en un entorno a 1.45 atm, el radio de penetracién
del oxigeno desde los capilares a los tejidos es de aproximadamente ~75 p m, permitiendo alcanzar
un PpO ; arteriolar de alrededor de 950 mmHg. Esta presion es mas que suficiente para asegurar un
suministro adecuado de oxigeno a todos los tejidos del cuerpo a través de la difusién y penetracién
del oxigeno desde el plasma a todas las células. Por lo tanto, a 1.5 ATA, se alcanza y se supera consi-
derablemente la PpO , minima requerida (20 mmHg) para cubrir el radio de penetraciéon promedio
minimo necesario para apoyar las funciones celulares (~40 pm).

Holbach et al. demostraron que la HBOT a 1.5 ATA aumenté la PO ; arterial y la presion de oxigeno
en el liquido cefalorraquideo [16].

El aumento en los niveles de oxigeno en los tejidos después de someter a un paciente a tra-
tamiento con HBOT ha sido ampliamente demostrado [ 17, 18 ]. Este aumento persiste incluso des-
pués de la vasoconstriccion generada por la HBOT, ya que no impide la elevacidn de la presion
parcial de oxigeno en los tejidos [18].

Ademas, se ha demostrado hiperoxia tisular en los cerebros de ratas expuestas a terapia hiper-
barica a 1.5 ATA [ 19 ]. Estos resultados fueron confirmados en estudios clinicos por Rockwold y colegas
, mostrando un aumento significativo en la oxigenacién tisular inducida por la HBOT a 1.5 ATA en los
cerebros de los pacientes [ 20 ]. Estos hallazgos también se replicaron en un ensayo clinico de fase II,
demostrando la hiperoxia generada a esa presion [ 21 ]. Ademas, el aumento en la oxigenacion tisular
logrado por la HBOT a 1.5 ATA es capaz de elevar los niveles de ATP y NAD+ en el tejido cerebral des-
pués de una lesién cerebral, lo que significa que el suministro de oxigeno hiperbdarico puede restaurar
la funcién mitocondrial después de una hora de tratamiento. Estos efectos
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were accompanied by a reduced loss of neuronal cells in the hippocampus, contributing to
improved cognitive recovery [19].

Niza et al. observed that exposure to HBOT increases blood flow in peripheral tissue
capillaries through parasympathetic activation induced by hyperoxia at 1.4 ATA [22].

It has been demonstrated that the increase in tissue oxygen induced by HBOT at
1.5 ATA using a monoplace chamber generates cellular responses, as described by Fratan-
tonio et al. They reported that hyperoxia induced in healthy individuals at 1.5 ATA led
to an increase in the expression of transcription factors that regulate cellular responses
related to oxygen fluctuations. Additionally, an increase in glutathione and MMP9 (metal-
loproteinase 9) was observed, indicating that the treatment induces oxidative stress. These
observations highlight a cellular response mediated by transcription factors induced by
hyperoxia generated at 1.5 ATA [6].

Leveque et al. described the kinetics of ROS in healthy patients after 1 h of exposure
to hyperbaric oxygen at 1.5 ATA and 2.5 ATA, up to 48 h following the treatment. The work
demonstrated a significant increase in ROS due to hyperoxia generated at 1.5 ATA and
the activation of antioxidant mechanisms. Both the ROS kinetics and the levels reached
were comparable to the group that received HBOT at 2.5 ATA. Similarly, it was observed
that the kinetics and levels of antioxidants were comparable at both pressures, while the
immunomodulatory effects varied depending on the dosage [5].

The increase in ROS and antioxidants after HBOT was also described in the study by
Bosco et al. They observed that these parameters remained elevated during the 20 daily
sessions of HBOT conducted at the same pressures. At 1.5 ATA, ROS levels remained
comparable between the two pressures until day 7 and returned to normal after completing
the 20 sessions, while they continued to be elevated at 2.5 ATA. This was accompanied by
an increase in antioxidant compounds with the same kinetics at both pressures, even up to
one month after completing the treatment, indicating a shift in the redox balance toward the
reduced state [23]. This allows us to conclude that at 1.5 ATA, there is a clear antioxidant
effect that predominates over oxidative stress, which remains elevated one month after
completing the 20 sessions tested. Furthermore, an anti-inflammatory effect was observed,
evidenced by a decrease in IL-6 and miRNA expression, consistent with findings from other
studies showing a decrease in proinflammatory cytokines and an increase in hemoglobin.
These results demonstrate that intermittent hyperoxia generated at 1.5 ATA leads to an
increase in ROS due to increased tissue oxygen, as well as cellular responses that contribute
to an antioxidant, anti-inflammatory, and hemoglobin-increasing effect in a safer context
without renal damage [24,25].

The effects of intermittent hyperoxia on processes such as inflammation, oxidative
stress, and others can be explained through the phenomenon known as the “normobaric
oxygen paradox” or “hypoxia-hyperoxia paradox” [2,26] depending on the pressure used.
However, it is important to consider that both normobaric and hyperbaric intermittent
exposures generate the same reactions. This paradox was proposed in 2006 when the
authors observed that intermittent hyperoxia/normoxia exposure induced the synthesis
of EPO (Erythropoietin). Essentially in a hyperoxic environment, there is more dissolved
oxygen, leading to an increase in ROS. The adaptive response induces an increase in
antioxidant proteins (scavengers) to counteract the increased ROS, preventing reactive
species from causing damage to DNA and other cellular processes. When returning to
normoxia, oxygen and ROS levels normalize, but the scavenger activity remains high for an
extended period. When the hyperoxic exposure is repeated, the ROS/scavenger ratio is low
because the half-life of scavengers is longer than that of ROS. This results in fewer ROS and,
consequently, less degradation of HIF (Hypoxia-Inducible Factor) in the proteasome and
more active HIF entering the nucleus to promote the transcription of EPO, VEGEF, sirtuins,
among others, leading to effects like hypoxia (angiogenesis, cell regeneration, etc.). In other
words, the cell perceives intermittent hyperoxia as a state of hypoxia, promoting cellular
processes induced by HIF but under normoxic conditions.
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fueron acompafiados por una reduccion en la pérdida de células neuronales en el hipocampo,
contribuyendo a una mejor recuperacién cognitiva [19].

Niza et al. observaron que la exposicién a la HBOT aumenta el flujo sanguineo en los capilares del
tejido periférico a través de la activacién parasimpatica inducida por la hiperoxia a 1.4 ATA [22].

Se ha demostrado que el aumento en el oxigeno tisular inducido por la HBOT a 1.5 ATA utili-
zando una camara monoplace genera respuestas celulares, como lo describen Fratantonio et al.
Informaron que la hiperoxia inducida en individuos sanos a 1.5 ATA llevé a un aumento en la ex-
presién de factores de transcripcién que regulan las respuestas celulares relacionadas con las
fluctuaciones de oxigeno. Ademas, se observé un aumento en el glutatién y MMP9 (metaloprotei-
nasa 9), lo que indica que el tratamiento induce estrés oxidativo. Estas observaciones destacan
una respuesta celular mediada por factores de transcripcién inducidos por la hiperoxia generada
a15ATA[6]

Leveque et al. describieron la cinética de ROS en pacientes sanos después de 1 h de exposicion
a oxigeno hiperbarico a 1,5 ATAy 2,5 ATA, hasta 48 h después del tratamiento. El trabajo demostré
un aumento significativo en ROS debido a la hiperoxia generada a 1,5 ATA y la activacion de meca-
nismos antioxidantes. Tanto la cinética de ROS como los niveles alcanzados fueron comparables
al grupo que recibié HBOT a 2,5 ATA. De manera similar, se observé que la cinética y los niveles
de antioxidantes eran comparables en ambas presiones, mientras que los efectos inmunomodula-
dores variaban segun la dosis [5].

El aumento de ROS y antioxidantes después de la TOHB también fue descrito en el estudio de
Bosco et al. Observaron que estos parametros se mantuvieron elevados durante las 20 sesiones dia-
rias de TOHB realizadas a las mismas presiones. A 1,5 ATA, los niveles de ROS se mantuvieron com-
parables entre las dos presiones hasta el dia 7 y volvieron a la normalidad después de completar las
20 sesiones, mientras que continuaron elevados a 2,5 ATA. Esto fue acompafiado por un aumento en
los compuestos antioxidantes con la misma cinética en ambas presiones, incluso hasta un mes des-
pués de completar el tratamiento, lo que indica un cambio en el equilibrio redox hacia el estado re-
ducido [ 23 ]. Esto nos permite concluir que a 1,5 ATA, hay un claro efecto antioxidante que predomina
sobre el estrés oxidativo, que se mantiene elevado un mes después de completar las 20 sesiones
probadas. Ademas, se observé un efecto antiinflamatorio, evidenciado por una disminucién en la ex-
presion de IL-6 y miARN, consistente con hallazgos de otros estudios que muestran una disminucion
en las citoquinas proinflamatorias y un aumento en la hemoglobina.

Estos resultados demuestran que la hiperoxia intermitente generada a 1.5 ATA conduce a un au-
mento de ROS debido al incremento del oxigeno tisular, asi como a respuestas celulares que con-
tribuyen a un efecto antioxidante, antiinflamatorio y de aumento de hemoglobina en un contexto
mas seguro sin dafio renal [24,25].

Los efectos de la hiperoxia intermitente en procesos como la inflamacién, el estrés oxidativo
y otros pueden explicarse a través del fenédmeno conocido como la “paradoja del oxigeno normo-
barico” o “paradoja hipoxia-hiperoxia” [ 2, 26 ] dependiendo de la presién utilizada.

Sin embargo, es importante considerar que tanto las exposiciones intermitentes normobadricas
como hiperbdricas generan las mismas reacciones. Esta paradoja fue propuesta en 2006 cuando
los autores observaron que la exposicién intermitente a hiperoxia/normoxia inducia la sintesis de
EPO (Eritropoyetina). Esencialmente, en un ambiente hiperdxico, hay mas oxigeno disuelto, lo
que lleva a un aumento de ROS. La respuesta adaptativa induce un aumento de proteinas antioxi-
dantes (depuradoras) para contrarrestar el aumento de ROS, evitando que las especies reactivas
causen dafio al ADN y otros procesos celulares. Al volver a la normoxia, los niveles de oxigenoy
ROS se normalizan, pero la actividad de los eliminadores permanece alta durante un periodo pro-
longado. Cuando la exposicidn hiperdxica se repite, la relacion ROS/eliminador es baja porque la
vida media de los eliminadores es mas larga que la de los ROS. Esto resulta en menos ROS y, en
consecuencia, menos degradacion de HIF (Factor Inducible por Hipoxia) en el proteasoma y mas
HIF activo entrando al nlcleo para promover la transcripcién de EPO, VEGF, sirtuinas, entre otros,
llevando a efectos similares a la hipoxia (angiogénesis, regeneracion celular, etc.). En otras palabras
, la célula percibe la hiperoxia intermitente como un estado de hipoxia, promoviendo procesos ce-
lulares inducidos por HIF pero bajo condiciones norméxicas.
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The effect of hyperbaric oxygen at 1.5 ATA on the immune system has been addressed
by various authors who observed an increase in blood flow in capillaries [22]. As previously
mentioned, U Nisa and colleagues recently demonstrated that IL-6 does not change, nor
does IL-12, suggesting that the treatment would have an anti-inflammatory effect on
healthy women exposed to HBOT at half-pressure. The authors also reported an increase in
parasympathetic activity and an increase in natural killer cells (NKC), indicating an increase
in the mobilization and proliferation of these cells involved in early immunity [27]. In other
words, hyperoxia generated at 1.5 ATA in healthy women has an anti-inflammatory effect.

4.2. Physiological Effects of Hyperoxia Generated by HBOT
4.2.1. Reversal of Hypoxia

Hyperbaric oxygen restores mitochondrial functionality and cellular respiration. Hy-
peroxia maintains the mitochondrial membrane potential and increases ATP produc-
tion [28,29]. HBOT provides tissue perfusion exchange capability due to the increased
instance of oxygen diffusion, distinguishing it from all other oxygen therapy methods. In
this regard, HBOT treatments at 1.4-2.0 ATA for hypoxemia in critical COVID-19 patients
continue to be a promising avenue [30]. Cannellotto et al. demonstrate that hyperbaric
oxygen therapy at 1.45 atmospheres of pressure among patients with COVID-19 resulted in
significantly faster resolution of hypoxia in those who received HBOT compared to control
patients [31].

4.2.2. Non-Hypoxemic Vasoconstriction

The increased oxygen available generated by HBOT induces vasoconstriction in small
arteries and capillaries in healthy tissues, without impairing oxygenation, favoring the
redistribution of blood flow to underperfused areas. The vasoconstriction produced is
called “non-hypoxemic” because it does not counteract the effect of hyperoxia or deepen
hypoxia in ischemic or poorly perfused tissues. Vasoconstriction, mediated by the central
nervous system through «-adrenergic receptors, reduces blood flow by up to 20% without
altering venous return, resulting in benefits for edema reduction at any level and a reduction
in the inflammatory response. Additionally, HBOT can increase vascular tone, raising blood
pressure and reducing heart rate [32,33].

4.2.3. Angiogenesis

Hyperoxia stimulates neo-vascularization or the formation of new blood vessels
through two processes: angiogenesis and vasculogenesis [1]. Numerous growth factors,
transcription factors, hormones, and chemical mediators are involved in these mechanisms,
including Hypoxia-Inducible Factor 1 (HIF-1), Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF),
Epidermal Growth Factor (EGF), Platelet-Derived Growth Factor (PDGF), interleukins
(IL) [34]. Particularly, the pro-angiogenic effect triggered by HBOT is mediated by an
increase in VEGF production, promoting the formation of new blood vessels after several
sessions [35]. In bone marrow, HBOT affects the activity of medullary nitric oxide synthase
(NOS) enzyme, which synthesizes nitric oxide (NO) and plays a role in the mobilization of
stem cells, promoting neovascularization and healing [36].

4.2 .4. Proliferation and Stimulation of Stem Cells

HBOT generates the hyperoxia necessary for oxidative stress via nitric oxide synthase
to release pluripotent stem cells from the bone marrow stroma [37]. The mobilization of
progenitor stem cells (SPCs) due to has been demonstrated in healthy individuals and in
patients receiving treatment for radionecrosis. Hyperbaric oxygen mobilizes endothelial
progenitor cells (EPCs), which have been associated with endothelial cell generation and
demonstrated vasculogenesis [38]. It also promotes the differentiation of neural stem cells
into neurons and oligodendrocytes, and reduces the number of astrocytes in vitro, possibly
by regulating the Wnt3 protein signaling pathway, beta-catenin, and bone morphogenetic
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El efecto del oxigeno hiperbarico a 1.5 ATA sobre el sistema inmunolégico ha sido abordado por
varios autores que observaron un aumento en el flujo sanguineo en los capilares [ 22 ]. Como se men-
cioné anteriormente, U Nisa y colegas demostraron recientemente que la IL-6 no cambia, ni tampoco
laIL-12, lo que sugiere que el tratamiento tendria un efecto antiinflamatorio en mujeres sanas ex-
puestas a HBOT a media presién. Los autores también informaron un aumento en la actividad para-
simpdtica y un aumento en las células asesinas naturales (NKC), lo que indica un aumento en la movili-
zacion y proliferacidn de estas células involucradas en la inmunidad temprana [ 27 ]. En otras palabras,
la hiperoxia generada a 1.5 ATA en mujeres sanas tiene un efecto antiinflamatorio.

4.2. Efectos Fisioldgicos de la Hiperoxia Generada por HBOT
4.2.1. Reversion de la Hipoxia

El oxigeno hiperbarico restaura la funcionalidad mitocondrial y la respiracion celular. La hi-
peroxia mantiene el potencial de membrana mitocondrial y aumenta la produccién de ATP [ 28, 29
]. HBOT proporciona capacidad de intercambio de perfusion tisular debido al aumento de la difu-
sién de oxigeno, lo que la distingue de todos los demas métodos de terapia de oxigeno. En este
sentido, los tratamientos de HBOT a 1.4-2.0 ATA para la hipoxemia en pacientes criticos con COVID
-19 contintian siendo una via prometedora [ 30 ]. Cannellotto et al. demuestran que la terapia de
oxigeno hiperbarico a 1.45 atmdsferas de presion entre pacientes con COVID-19 resulté en una re-
solucion significativamente mas rapida de la hipoxia en aquellos que recibieron HBOT en compa-
racién con los pacientes de control [31].

4.2.2. Vasoconstriccién No Hipoxémica

El aumento de oxigeno disponible generado por HBOT induce vasoconstriccién en pequefias
arterias y capilares en tejidos sanos, sin afectar la oxigenacién, favoreciendo la redistribucién del
flujo sanguineo a areas con baja perfusion. La vasoconstriccién producida se llama “no hipoxémica”
porque no contrarresta el efecto de la hiperoxia ni profundiza la hipoxia en tejidos isquémicos o
con mala perfusién. La vasoconstricciéon, mediada por el sistema nervioso central a través de los
receptores « -adrenérgicos, reduce el flujo sanguineo hasta en un 20% sin alterar el retorno ve-
noso, resultando en beneficios para la reduccién del edema a cualquier nivel y una disminucion
de la respuesta inflamatoria. Ademas, la OHB puede aumentar el tono vascular, elevando la pre-
sién arterial y reduciendo la frecuencia cardiaca [32,33].

4.2.3. Angiogénesis

La hiperoxia estimula la neo-vascularizacién o la formacién de nuevos vasos sanguineos a través
de dos procesos: angiogénesis y vasculogénesis [ 1 ]. Numerosos factores de crecimiento, factores de
transcripcién, hormonas y mediadores quimicos estan involucrados en estos mecanismos, incluyendo
el Factor Inducible por Hipoxia 1 (HIF-1), el Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF), el Factor
de Crecimiento Epidérmico (EGF), el Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF), interleucinas
(IL) [ 34 ]. Particularmente, el efecto pro-angiogénico desencadenado por la TOHB estd mediado por
un aumento en la produccion de VEGF, promoviendo la formacion de nuevos vasos sanguineos des-
pués de varias sesiones [ 35 ]. En la médula ésea, la TOHB afecta la actividad de la enzima 6xido nitrico
sintasa (NOS) medular, que sintetiza éxido nitrico (NO) y juega un papel en la movilizacién de células
madre, promoviendo la neovascularizacién y la cicatrizacién [36].

4.2.4. Proliferacion y Estimulacion de Células Madre

La TOHB genera la hiperoxia necesaria para el estrés oxidativo a través de la éxido nitrico
sintasa para liberar células madre pluripotentes del estroma de la médula ésea [ 37 ]. La moviliza-
cién de células madre progenitoras (SPCs) se ha demostrado en individuos sanos y en pacientes
que reciben tratamiento para radionecrosis. El oxigeno hiperbarico moviliza células progenitoras
endoteliales (EPCs), que se han asociado con la generacidn de células endoteliales y han demos-
trado vasculogénesis [ 38 ]. También promueve la diferenciacién de células madre neurales en
neuronas y oligodendrocitos, y reduce el nUmero de astrocitos in vitro, posiblemente regulando
la via de sefializacion de la proteina Wnt3, beta-catenina y la morfogenética 6sea
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protein 2 (BMP2). An up-regulation of neural cell proliferation is also observed within
neurogenic niches in the adult brain [39].

4.2.5. Collagen Synthesis

HBOT has been shown to increase the expression of type I pro-collagen genes in tendon
and ligament healing and inhibits the expression of metalloproteinases [40]. Hyperoxia
induced by HBOT activates the expression of growth factors for fibroblast activation,
resulting in a significant increase in type I and type III collagen synthesis related to local
nitric oxide production at the wound site during healing. Oxygen is not only important in
collagen maturation, necessary for stable collagen formation, but it also increases collagen
precursor synthesis, favoring the synthesis and repair of various types of tissues [41].

4.2.6. Osteogenesis

Hyperbaric oxygenation increases oxygen perfusion even in inflamed or infected bone,
promoting angiogenesis that nourishes bone tissue and subsequently osteogenesis. Hyper-
oxia also promotes bone tissue differentiation. In this regard, it has been demonstrated that
HBOT at 1.5 ATA and 2.4 ATA HBO treatments stimulates early osteogenic differentiation
increasing the number of osteoblasts, calcium deposition, alkaline phosphatase activity and
bone nodule [42]. Osteogenesis is accelerated compared to osteoblasts that did not receive
hyperbaric oxygen [43]. Increased oxidative stress triggers the bone resorption process
associated with aging and osteoporosis [44].

4.2.7. Antimicrobial Effect

Hyperoxia generated by HBOT reverses tissue hypoxia, which is a conducive environ-
ment for the development and proliferation of anaerobic and microaerophilic bacteria. It
enhances the bactericidal effectiveness of antimicrobials against biofilm-producing bacte-
ria, such as Pseudomonas aeruginosa, demonstrating a synergistic bactericidal action with
antimicrobials in biofilm-producing bacteria [45]. It increases the concentration of reactive
oxygen species (which have intrinsic bactericidal activity against bacteria), promotes innate
and adaptive immune responses, enhances the phagocytosis of bacteria like Staphylococcus
aureus, supports mitochondrial function, reverses mitochondrial damage, and provides
oxygen for metabolism and reactive oxygen species production. This provides the necessary
elements to promote cellular immunity and increase defenses against various pathogens. It
inhibits the action of bacterial toxins that are important in infectious diseases [46].

4.2.8. Neural Function and Neuroprotection

Hyperoxia generated by HBOT increases Hypoxia-Inducible Factor 1 alpha (HIF-
lalpha) and the subsequent synthesis of the cytokine erythropoietin (EPO), resulting
in significant neuroprotective effects [47,48]. Hyperbaric oxygen, as a preconditioning
method, also confers hypoxia tolerance by providing neuroprotection in the cerebral cor-
tex, hippocampus, and spinal cord. It promotes the inhibition of neuronal apoptosis,
reduces Caspase-3 expression, preventing DNA fragmentation and preserving cellular
integrity [49].

4.2.9. Mitochondrial Function, Oxidative Stress, and Inflammatory Response

HBOT induces the production of reactive oxygen species (ROS), which can act as
signals measuring physiological responses in mitochondria. Hyperbaric oxygen preserves
mitochondrial integrity by maintaining the mitochondrial membrane potential and reduc-
ing the mitochondrial apoptosis pathway. It restores cellular respiration in cases of poison-
ing [50]. Additionally, hyperbaric oxygen treatment induces mitophagy [51]. Mitophagy
activation is associated with a significant decrease in neuropathic pain [52]. Increased
dissolved oxygen leads to a significant reduction in neuropathic pain. Hyperoxia can
simultaneously stimulate an increase in ROS levels and antioxidant species, both enzymatic
and non-enzymatic [53]. It can induce protection against oxidative stimuli in endothe-
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proteina 2 (BMP2). También se observa una regulacién al alza de la proliferaciéon de células neurales
dentro de nichos neurogénicos en el cerebro adulto [39].

4.2.5. Sintesis de Colageno

Se ha demostrado que la HBOT aumenta la expresion de genes de pro-colageno tipo I en la curacion
de tendones y ligamentos e inhibe la expresiéon de metaloproteinasas [ 40 ]. La hiperoxia inducida por la
HBOT activa la expresion de factores de crecimiento para la activacién de fibroblastos, resultando en un au-
mento significativo en la sintesis de colageno tipo I y tipo III relacionado con la produccién local de 6xido
nitrico en el sitio de la herida durante la curacién. El oxigeno no solo es importante en la maduracién del
coldgeno, necesario para la formacién de coldgeno estable, sino que también aumenta la sintesis de pre-
cursores de colageno, favoreciendo la sintesis y reparacién de varios tipos de tejidos [41].

4.2.6. Osteogénesis

La oxigenacion hiperbarica aumenta la perfusién de oxigeno incluso en huesos inflamados o
infectados, promoviendo la angiogénesis que nutre el tejido dseo y, posteriormente, la osteogénesis
. La hiperoxia también promueve la diferenciacién del tejido dseo. En este sentido, se ha demostrado
que los tratamientos de OHB a 1.5 ATAy 2.4 ATA estimulan la diferenciacidn osteogénica temprana,
aumentando el nimero de osteoblastos, la deposicidn de calcio, la actividad de la fosfatasa alcalina
y el nédulo 6seo [ 42 ]. La osteogénesis se acelera en comparacién con los osteoblastos que no reci-
bieron oxigeno hiperbarico [ 43 ]. El aumento del estrés oxidativo desencadena el proceso de resor-
cién 6sea asociado con el envejecimiento y la osteoporosis [44].

4.2.7. Efecto Antimicrobiano

La hiperoxia generada por la OHB revierte la hipoxia tisular, que es un entorno propicio para
el desarrollo y proliferacién de bacterias anaerobias y microaerdfilas. Mejora la efectividad bacteri-
cida de los antimicrobianos contra bacterias productoras de biopeliculas, como Pseudomonas aerugi
nosa , demostrando una accién bactericida sinérgica con antimicrobianos en bacterias productoras
de biopeliculas [ 45 ]. Aumenta la concentracién de especies reactivas de oxigeno (que tienen activi-
dad bactericida intrinseca contra bacterias), promueve las respuestas inmunitarias innata y adapta-
tiva, mejora la fagocitosis de bacterias como Staphylococcus aureus , apoya la funcién mitocondrial,
revierte el dafio mitocondrial y proporciona oxigeno para el metabolismo y la produccién de espe-
cies reactivas de oxigeno. Esto proporciona los elementos necesarios para promover la inmunidad
celular y aumentar las defensas contra varios patégenos. Inhibe la accién de las toxinas bacterianas
que son importantes en enfermedades infecciosas [46].

4.2.8. Funcién Neural y Neuroproteccion

La hiperoxia generada por la HBOT aumenta el Factor Inducible por Hipoxia 1 alfa (HIF-1alpha)
y la subsiguiente sintesis de la citocina eritropoyetina (EPO), resultando en efectos neuroprotectores
significativos [ 47, 48 ]. El oxigeno hiperbarico, como método de preacondicionamiento, también
confiere tolerancia a la hipoxia proporcionando neuroproteccién en la corteza cerebral, el hipocam-
po y la médula espinal. Promueve la inhibicién de la apoptosis neuronal, reduce la expresion de
Caspasa-3, previniendo la fragmentacion del ADN y preservando la integridad celular [49].

4.2.9. Funcion Mitocondrial, Estrés Oxidativo y Respuesta Inflamatoria La OHB induce la produc-

cién de especies reactivas de oxigeno (ERO), que pueden actuar como sefiales que miden las
respuestas fisioldgicas en las mitocondrias. El oxigeno hiperbarico preserva la integridad mitocon-
drial manteniendo el potencial de membrana mitocondrial y reduciendo la via de apoptosis mito-
condrial. Restaura la respiracién celular en casos de envenenamiento [ 50 ]. Ademas, el tratamiento
con oxigeno hiperbarico induce mitofagia [ 51 ]. La activacidn de la mitofagia esta asociada con una
disminucién significativa del dolor neuropatico [ 52 ]. El aumento del oxigeno disuelto conduce a
una reduccion significativa del dolor neuropatico. La hiperoxia puede estimular simultdneamente
un aumento en los niveles de ROS y especies antioxidantes, tanto enzimaticas como no enzimaticas
[ 53 ]. Puede inducir proteccién contra estimulos oxidativos en el endote-
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lial cells by overexpressing antioxidant genes following multiple hyperbaric oxygenation
sessions in some tissues [23]. The short-term effect of HBOT generates stress and causes
mitochondria to decrease their activity, partially reducing ROS production. However,
in the long term, antioxidant activity increases, helping mitochondria function without
altering the redox balance and even improving their activity [54]. The anti-inflammatory
action mediated by HBOT leads to vasoconstriction, reducing edema and the inflammatory
response. It also reduces the production and release of pro-inflammatory cytokines by
neutrophils and monocytes [1,55]. HBOT has effects on cytokine production, reducing
interleukin 1 (IL-1), interleukin 6 (IL-6), and tumor necrosis factor alpha (TNF-alpha),
which are pro-inflammatory. VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), TGF-betal
(Transforming Growth Factor Beta 1), and PDGF-beta (Platelet-Derived Growth Factor)
exhibit biphasic release patterns. This means that they are released under both hypoxic
and hyperoxic conditions. However, hyperoxia-stimulated release is greater, facilitating the
healing process [56].

4.2.10. Regeneration

Studies have reported that hyperoxia generated by HBOT promotes regeneration
mechanisms in various tissues, including the brain, spinal cord, bone, cartilage, cardio-
vascular tissue, and muscle. The observed regeneration can be explained by the effects
of HBOT on the following processes: apoptosis, stem cell mobilization, oxidative stress
response, inflammation, tissue remodeling, angiogenesis, cell-cell adhesion mechanisms,
tissue regeneration, differentiation, and proliferation [57]. HBOT promotes axon regenera-
tion, as hyperoxia-induced accumulation of anti-inflammatory cytokines and macrophage
accumulation.

5. Safety

Hyperbaric oxygen therapy is an important complementary treatment for various
pathologies, as mentioned earlier, and is currently a safe and available therapy with some
reported adverse effects primarily at high pressures. The incidence of adverse events
associated with HBOT is rare and generally not severe, encompassing conditions such as
otic/sinus barotrauma, confinement anxiety, hypoglycemia, oxygen toxicity, ocular side
effects, pneumothorax, seizure, and shortness of breath [58]. Absolute contraindications
have been defined, such as untreated pneumothorax, and relative contraindications include
the use of certain medications, asthma, pregnancy, claustrophobia, Chronic Obstructive
Pulmonary Disease (COPD), insulin-dependent diabetes mellitus, or acute hypoglycemia,
among others [59]. It is imperative to systematically assess the risk and benefit profiles at
various treatment pressures and durations to standardize treatment protocols and enhance
patient care.

Monge et al. demonstrated that HBOT at 1.45 atm using a portable chamber increases
blood oxygen saturation, demonstrating hyperoxia, and was safer than other reported
chambers, as adverse effects were milder, and no barotrauma was reported [60]. Similarly,
Jaim and colleagues did not report adverse effects [13].

Other studies have shown the safety of treatment at 1.5 atm. Ilni and colleagues
reported in healthy volunteers that at half-pressure, there were no observed changes in
lung capacity [61]. Furthermore, there was no increase in IL6 and IL-8 in bronchoalveolar
lavage, and no pulmonary or cerebral oxygen toxicity was observed [62]. Laboratory
parameters studied in healthy individuals receiving HBOT at 1.45 atm showed no changes
in hematological or hemostatic parameters, as well as in markers of inflammation and acute
phase [63].

6. Methods

A literature search was performed in Pubmed to identify studies, conducted in the las
20 years that explore the use of HBOT at pressure above 1.45-1.5 ATA. The following search
string was used: (“hyperbaric oxygenation” AND “hyperoxia” AND; “mild pressure”)
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lio de las células al sobreexpresar genes antioxidantes tras multiples sesiones de oxigenacién
hiperbarica en algunos tejidos [ 23 ]. El efecto a corto plazo de la HBOT genera estrés y hace
que las mitocondrias disminuyan su actividad, reduciendo parcialmente la produccién de ROS.
Sin embargo, a largo plazo, la actividad antioxidante aumenta, ayudando a las mitocondrias a
funcionar sin alterar el equilibrio redox e incluso mejorando su actividad [ 54 ]. La accién antiin-
flamatoria mediada por la HBOT conduce a la vasoconstriccién, reduciendo el edema y la res-
puesta inflamatoria. También reduce la produccién y liberacién de citocinas proinflamatorias
por neutrofilos y monocitos [ 1, 55 ]. La TOHB tiene efectos sobre la produccion de citocinas,
reduciendo la interleucina 1 (IL-1), la interleucina 6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF
-alfa), que son proinflamatorios. El VEGF (Factor de Crecimiento Endotelial Vascular), el TGF-beta
1 (Factor de Crecimiento Transformante Beta 1) y el PDGF-beta (Factor de Crecimiento Derivado
de Plaquetas) exhiben patrones de liberacién bifasicos. Esto significa que se liberan tanto en
condiciones hipdxicas como hiperdxicas. Sin embargo, la liberacion estimulada por hiperoxia
es mayor, facilitando el proceso de curacién [56].

4.2.10. Regeneracién

Los estudios han informado que la hiperoxia generada por la TOHB promueve mecanis-
mos de regeneracién en varios tejidos, incluyendo el cerebro, la médula espinal, el hueso, el
cartilago, el tejido cardiovascular y el musculo. La regeneracion observada puede explicarse
por los efectos de la TOHB en los siguientes procesos: apoptosis, movilizaciéon de células madre
, respuesta al estrés oxidativo, inflamacién, remodelacién tisular, angiogénesis, mecanismos
de adhesion célula-célula, regeneracion tisular, diferenciacidn y proliferaciéon [ 57 ]. La TOHB
promueve la regeneracién axonal, ya que la hiperoxia induce la acumulacién de citoquinas an-
tiinflamatorias y la acumulacién de macréfagos.

5. Seguridad

La terapia de oxigeno hiperbarico es un tratamiento complementario importante para di-
versas patologias, como se menciond anteriormente, y actualmente es una terapia sequray
disponible con algunos efectos adversos reportados principalmente a altas presiones. La inci-
dencia de eventos adversos asociados con la TOHB es rara y generalmente no es grave, abar-
cando condiciones como barotrauma 6tico/sinus, ansiedad por confinamiento, hipoglucemia,
toxicidad por oxigeno, efectos secundarios oculares, neumotérax, convulsiones y dificultad
para respirar [ 58 ]. Se han definido contraindicaciones absolutas, como el neumotdrax no trata-
do, y las contraindicaciones relativas incluyen el uso de ciertos medicamentos, asma, embarazo
, claustrofobia, Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC), diabetes mellitus insulinode-
pendiente o hipoglucemia aguda, entre otros [ 59 ]. Es imperativo evaluar sistematicamente los
perfiles de riesgo y beneficio a diversas presiones y duraciones del tratamiento para estandari-
zar los protocolos de tratamiento y mejorar la atencién al paciente.

Monge et al. demostraron que la HBOT a 1.45 atm utilizando una cdmara portatil aumenta
la saturacién de oxigeno en sangre, demostrando hiperoxia, y fue mas segura que otras ca-
maras reportadas, ya que los efectos adversos fueron mas leves y no se reporté barotrauma [ 6
0 ]. De manera similar, Jaim y colegas no reportaron efectos adversos [13].

Otros estudios han demostrado la seguridad del tratamiento a 1.5 atm. Ilni y colegas in-
formaron en voluntarios sanos que a media presion, no se observaron cambios en la capacidad
pulmonar [ 61 ]. Ademas, no hubo aumento en IL6 e IL-8 en el lavado broncoalveolar, y no se
observo toxicidad por oxigeno pulmonar o cerebral [ 62 ]. Los pardmetros de laboratorio estu-
diados en individuos sanos que recibieron HBOT a 1.45 atm no mostraron cambios en los para-
metros hematoldgicos o hemostaticos, asi como en los marcadores de inflamacion y fase aguda
[63].

6. Métodos

Se realizé una busqueda bibliografica en Pubmed para identificar estudios, realizados en los
ultimos 20 afios, que exploren el uso de HBOT a una presién superior a 1.45-1.5 ATA. Se utiliz6 la si-
guiente cadena de busqueda: (“oxigenacién hiperbarica” Y “hiperoxia” Y; “presion suave”)



Int. J. Mol. Sci. 2024, 25,777

9of 12

OR (“Hyperbaric Oxygen Therapy effects” AND “oxidative stress and HBOT” AND “1.5
ATA”). The review was focus on clinical approach in adult healthy subject or subjects with
any pathology to whom tissue oxygen levels were measured. The search was restricted to
articles published in English in peer-reviewed journals. No restriction on study design was
imposed. Abstract presentations and conference proceedings were excluded.

Studies were manually selected based on the title and abstract. (See Table 1). Selected
studies were read thoroughly to identify those suitable for inclusion in this review. We
extracted the demographic and experimental data from the selected studies. For each study;,
the following relevant information was extracted and summarized: characteristics of the
investigated population; oxygen administration protocols the experimental and/or clinical
settings of application; and the main results of the studies in terms of level of oxygen
and/or level of ROS enhancing effect on HIF-1oc pathway.

Table 1. A summary of the main human studies demonstrating hyperoxia with hyperbaric oxygen
treatment at mild pressure.

Author Type of Study Sample Size Intervention Main Results
In plasmatic samples: Increase in
Randomized ROS levels until day 14, followed
Bosco et al. atient-blinded 100% O,, HBOT by a decrease at the end of the
(2021) p o trial 22 healthy humans. 1.5 ATA, 60 min. treatment. Increase in total
(23] (Cﬁré{g 4??664%%) 20 treatments antioxidant capacity. Increase in
glutathione and reduced cysteine.
Decrease in IL-6 and IL-10.
Increase of plasmatic ROS
47 healthy 100% O,, HBOT production similar kinetic respect

Leveque et al.
(2023) [5]

Human experimental
study

non-smoking
Caucasian subjects

1.4 ATA, 60 min.
1 treatment.

2.5 ATA. Increase in
cysteinylglycine. Plasmatic Nitric
oxide metabolites decrease after
2 h and return normal level al 24 h

Fratantorio et al.

Human experimental

1 h exposure to
normobaric oxygen
FiO, 0.3 vs. normobaric

Increase in NRF2 nuclear level and
not significative changes in HIF
after the first session in peripheral

20 healthy humans oxygen FiO; 1.0 vs. blood mononuclear cells. Increase
(2021) [6] study hyperbaric oxygen glutathione and matrix
1.4 bar metalloproteinase (MMPs)
FiO; 1.4 in plasma.
14 AT?’ with Parasympathetic activity
35.0-39.5% oxygen ; .
.. . . (Electrocardiography Analysis)
Ni tal Clinical Trial (crossover concentration and 18 L ionificantly i 4. NK
(Zégg)e[zaﬂ randomized 16 healthy women of oxygen per minute wasumgm 1cantly 1ncclriea§eh.
experimental study) injected into the g T8 L ETE T 12070 protein
hyperbaric chamber for % Is in blood P 1 P
70 min. evels in blood samples.
100% FiO, (fraction of
inspired oxygen)
. .. delivered for 60 min at Mean brain tissue PO, levels were
ROE;S%())I[%S]t al. Randorr?rzii? clinical 24 patients 1.5 ATA. The NBH significantly increased after HBO,
treatment consisted of therapy.
100% FiO, given for 3 h
at 1.0 ATA
Brain tissue PO, in both the
noninjured and pericontusional
Prospective 100% FiO, delivered brain rose during the treatment

Rockswold et al.

(2013) [21]

randomized Phase II
clinical trial
(NCT00170352)

45 patients treated
for severe TBI

for 60 min at 1.5 ATA
followed by 3 h at
1.0 ATA

sessions to approximately 600% of

the control group value. Decrease
of microdialysate lactate in the
pericontusional brain without
change in the noninjured brain.
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O (“Efectos de la Terapia de Oxigeno Hiperbdrico” Y “estrés oxidativo y HBOT" Y “1.5 ATA"). La revi-
sién se centro en el enfoque clinico en sujetos adultos sanos o sujetos con alguna patologia a quie-
nes se les midieron los niveles de oxigeno tisular. La busqueda se restringi6 a articulos publicados
en inglés en revistas revisadas por pares. No se impuso ninguna restriccién en el disefio del estudio
. Se excluyeron las presentaciones de resimenes y las actas de conferencias.

Los estudios fueron seleccionados manualmente basandose en el titulo y el resumen. (Ver Ta-
bla 1). Los estudios seleccionados se leyeron minuciosamente para identificar aquellos adecuados
para su inclusién en esta revision. Se extrajeron los datos demograficos y experimentales de los es-
tudios seleccionados. Para cada estudio, se extrajo y resumio la siguiente informacion relevante:
caracteristicas de la poblacidn investigada; protocolos de administracién de oxigeno, los entornos
experimentales y/o clinicos de aplicacién; y los principales resultados de los estudios en términos
de nivel de oxigeno y/o nivel de efecto potenciador de ROS en la via HIF-1 « .

Tabla 1. Un resumen de los principales estudios en humanos que demuestran hiperoxia con tratamiento de

oxigeno hiperbdrico a presion suave.

Autor Tipo de Estudio Tamaiio de la Muestra Intervencion Resultados Principales
En muestras plasmaticas: Aumento en
. ado al los niveles de ROS hasta el dia 14, sequi-
Bosco et al. :isz?éoocfg::nam:’s:aer:fo' 100% O,, HBOT do de una disminucion al final del tra-
(2021) ] t de pacientes 22 humanos sanos. 1.5 ATA, 60 min. tamiento. Aumento de la capacidad
[23] miento de pacientes 20 tratamientos antioxidante total. Aumento en gluta-

NCT04366427)

tién y cisteina reducida.
Disminucién de IL-6 e IL-10.

Leveque et al.
(2023) [5]

47 sujetos
caucasicos
no fumadores y saludables

Estudio experimental
humano

100% O,, HBOT
1.4 ATA, 60 min.
1 tratamiento.

Aumento de la produccién plasmética
de ROS con una cinética similar respecto a
2.5 ATA. Aumento de cisteinilglicina.
Los metabolitos del 6xido nitrico plasmatico
disminuyen después de 2 h y vuelven al
nivel normal a las 24 h.

Fratantorio et al.

Estudio experimental
P 20 humanos saludables

1 h de exposicién a
oxigeno normobérico
FiO ; 0.3 vs. oxigeno normo-

Aumento del nivel nuclear de NRF2 y
cambios no significativos en HIF

después de la primera sesién en células

bérico FiO 5 1.0 vs. oxi- mononucleares de sangre periférica.
(2021) [6] humano geno hiperbérico 1.4 Aumento de glutatién y metalo-
bar FiO proteinasas de matriz (MMPs)
, 1.4 en plasma.
1.4 ATA, con - L .
35.0-39.5% de concen- - La actividad para5|mpl)at|ca (Ana'
- - . lisis de electrocardiografia) aumenté
. Ensayo clinico (crossover tracién de oxigenoy 18 L
Niza et al.

(2023) [27]

aleatorizado
estudio experimental)

16 mujeres sanas

de oxigeno por minuto
inyectados en la ca-
mara hiperbdrica durante 7
0 min.

significativamente. Las células NK au-
mentaron sin cambios en los nive-
les de proteinas IL-6 e IL-12p70 en mues-
tras de sangre.

Rockswold et al.

(2010) [20]

Ensayo clinico

) 24 pacientes
aleatorizado

100% FiO, (fraccion de
oxigeno inspirado)
administrado durante 60
min a 1.5 ATA. El trata-
miento NBH consistié en 1
00% FiO , administrado du-

rante 3 h a 1.0 ATA

Los niveles medios de PO ; en el tejido ce-
rebral aumentaron significativamente
después de la terapia HBO ;,

Rockswold et al.

(2013) [21]

Ensayo clinico pros-
pectivo aleatorizado de
Fase II (NCT0017035
2)

45 pacientes tratados
por TCE grave

100% FiO, administrado
durante 60 min a 1.5 ATA
seguidode3hal.0
ATA

El PO , del tejido cerebral tanto en el
cerebro no lesionado como en el pericon-
tusional aument6 durante las sesiones

de tratamiento aproximadamente al 600%
del valor del grupo de control. Disminucién
del lactato en el microdidlisis del cerebro
pericontusional sin cambios en el ce-
rebro no lesionado.
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7. Conclusions

Hyperbaric oxygen treatment at 1.5 ATA increases dissolved oxygen levels, generat-
ing tissue hyperoxia and counteracting the effects of hypoxia by supplying the necessary
oxygen to restore cellular respiration and mitochondrial function. The effect of HBOT also
involves cellular responses that counteract oxidative stress effects by activating antioxidant
mechanisms, and it acts on multiple processes such as angiogenesis and inflammation,
among others, producing beneficial effects on various pathologies. These beneficial effects
have been reported in a wide range of protocols, including various pressures, exposure
times, and session numbers. Therefore, it will be necessary to conduct rigorous studies
to adjust these variables for HBO therapy, whether as an independent or adjuvant treat-
ment, in the numerous pathologies in which it may yield benefits, potentially leading to
transformative therapeutic advancements in the future.
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7. Conclusiones

El tratamiento con oxigeno hiperbarico a 1.5 ATA aumenta los niveles de oxigeno disuelto,
generando hiperoxia tisular y contrarrestando los efectos de la hipoxia al suministrar el oxigeno
necesario para restaurar la respiracién celular y la funcién mitocondrial. El efecto del HBOT tam-
bién implica respuestas celulares que contrarrestan los efectos del estrés oxidativo al activar me-
canismos antioxidantes, y actia sobre multiples procesos como la angiogénesis y la inflamacion,
entre otros, produciendo efectos beneficiosos en varias patologias. Estos efectos beneficiosos
se han reportado en una amplia gama de protocolos, incluyendo diversas presiones, tiempos de
exposicién y numero de sesiones. Por lo tanto, sera necesario realizar estudios rigurosos para
ajustar estas variables para la terapia HBO, ya sea como tratamiento independiente o adyuvante,
en las numerosas patologias en las que puede proporcionar beneficios, lo que potencialmente
podria llevar a avances terapéuticos transformadores en el futuro.
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