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Lattivita fisica regolare previene
lo stress nitrosativo indotto
dall’invecchiamento in atleti anziani

Riassunto

Linvecchiamento € associato a una maggiore suscettibilita al danno tissutale mediato da radicali liberi. Una delle piu importanti
classi di radicali generati nei sistemi viventi € rappresentata dai radicali liberi dell’azoto (RNS), responsabili del danno cellulare
definito come stress nitrosativo. E stato dimostrato che Iattivita fisica regolare migliori i sistemi antiossidanti dell'organismo,
contribuendo a prevenire e contrastare lo stress ossidativo. L'obiettivo del presente studio € quello di valutare se I'attivita fisica
sia in grado di contrastare lo stress nitrosativo indotto dall'invecchiamento. A tale scopo sono stati reclutati 30 atleti master
di sesso maschile (eta media 70,8 + 6,1 anni, VO,max 59,07 + 8,5 ml/kg/min) e 30 soggetti di controllo (eta media 71,5 + 4,3
anni, VO,max 25,6 + 8,2 ml/kg/min) sani, ma con stile di vita sedentario. La capacita antiossidante plasmatica nei confronti del
perossinitrito, uno dei principali RNS, € stata valutata mediante tecnica gascromatografica Total Oxyradical Scavenging Capa-
city Assay (TOSCA). | risultati ottenuti dimostrano che gli atleti anziani presentano una piu alta attivita scavenger plasmatica nei
confronti del perossinitrito rispetto ai soggetti di controllo (22,94 + 1,85 vs 15,41 + 1,24 units/ml, p < 0,001). Negli atleti € stata
inoltre osservata una correlazione diretta tra la capacita scavenger del plasma e il VO,max (r = 0,44, p < 0,05). Tali risultati con-
fermano che I'attivita fisica regolare condotta per molti anni € in grado di determinare una miglior risposta allo stress nitrosativo
indotto dal perossinitrito.
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Abstract

Ageing is associated with an increased susceptibility to free radical-induced tissue damage. One of the most important class of
free radicals generated in living systems is represented by reactive nitrogen species (RNS), responsible for the so-called nitrosa-
tive stress. It has been shown that physical activity is able to induce up-regulation of antioxidant systems contributing to prevent
oxidative stress. Aim of the present study was to assess whether regular physical activity is able to counteract age-induced
nitrosative stress. Thirty male endurance athletes (age 70.8 + 6.1 years, VO,max 59.07 + 8.5 mil/kg/min) and thirty age-sex-
matched sedentary controls (age 71.5 + 4.3 years, VO, max 25.6 + 8.2 ml/kg/min) were studied. Plasma free radicals antioxidant
capacity against peroxynitrite, one of the most important RNS, was evaluated as Total Oxyradical Scavenging Capacity (TOSC)
units. Results. Plasma TOSC values against peroxynitrite was higher in athletes than in sedentary controls (22,94 + 1,85 vs
15,41 + 1,24 units/ml, p < 0.001). In the athletes group, TOSC values were related to VO,max (r = 0.44, p < 0.05). In conclusion,
these results suggest that regular physical activity is associated with increased antioxidant defences in elderly athletes.

Key words: physical activity - oxidative stress - free radicals - peroxynitrite

Introduzione perdita delle naturali capacita antiossidanti con conse-
L'invecchiamento € uno dei fattori di rischio indipendenti  guente aumento dello stress ossidativo .

piu importanti per le patologie cardiovascolari. Esso € | radicali liberi sono molecole instabili e altamente reatti-
associato a una maggiore suscettibilita al danno tissuta-  ve prodotte nei sistemi organici dalla fosforilazione ossi-
le mediato da radicali liberi causata da una progressiva  dativa o come risposta agli stati infiammatori. Sebbene



esista una moltitudine di radicali liberi, quelli derivanti
dall’ossigeno o dall’azoto, definiti complessivamente
RONS (Reactive Oxygen and Nitrogen Species), rap-
presentano la piu grande classe di radicali generati nei
sistemi viventi 2.

Normalmente esiste un delicato equilibrio tra la produ-
zione di fattori ossidanti, rappresentati dai radicali liberi
dell’'ossigeno (ROS), € la loro eliminazione attraverso un
elaborato sistema di difese antiossidanti, composto sia
da enzimi deputati alla conversione dei radicali liberi sia
da molecole antiossidanti in grado di neutralizzarli, gl
scavenger. Quando questo equilibrio viene alterato in
favore dell’espressione dei radicali liberi, si instaura una
condizione denominata stress ossidativo che, alterando
la struttura e la funzionalita di proteine, lipidi e acidi nu-
cleici, induce danno cellulare 34. Allo stesso modo anche
i radicali liberi dell’azoto (RNS) sono in equilibrio con un
sistema tampone formato da scavenger e come per i
ROS quando questo equilibrio viene meno si instaura
una condizione di danno cellulare che, proprio in rela-
zione al tipo di specie coinvolte, & descritto come stress
nitrosativo. In vivo I'alterazione dell’equilibrio RNS/sca-
venger & stata associata a processi infiammatori, neu-
rotossicita e ischemia. Inoltre, frequentemente lo stress
nitrosativo coesiste con lo stress ossidativo e le due
condizioni si sovrappongono 5. Tra gli RNS il radicale
maggiormente associato alle patologie neurodegenera-
tive e cardiovascolari € stato individuato nel perossini-
trito (ONOQ") 88,

E stato dimostrato che I'attivita fisica, sebbene da un
lato determini un aumento della produzione di RONS,
soprattutto attraverso l'incremento dei processi
ossidativi mitocondriali, dall’altro stimola fenome-
ni adattativi di up-regulation dei sistemi antiossidanti
dell’organismo. Tale fenomeno concorre nel mantenere
I’equilibrio tra produzione di RONS e sistemi scavenger
contribuendo a prevenire e contrastare lo stress ossi-
dativo °'°. La capacita dell’attivita fisica di migliorare la
risposta scavenger dell’organismo umano nei confronti
dello stress ossidativo & stata evidenziata in un prece-
dente lavoro nei confronti di due specie di ROS: i radicali
perossilici (ROO") e idrossilici (OH") .

L’obiettivo del presente studio & stato quello di valutare
come lattivita fisica sia in grado di contrastare lo stress
nitrosativo indotto dall’invecchiamento, confrontando
I’attivita antiossidante plasmatica rispetto al perossini-
trito in un gruppo di anziani sportivi amatoriali e un grup-
po di controllo composto da sedentari della stessa eta.

Materiali e metodi

Soggetti

Trenta podisti master (maschi, eta media di 70,8+6,1
anni) appartenenti al Marathon Club di Pisa e praticanti
attivita di endurance da molti anni (media 28,4+10,5 anni)
sono stati arruolati nello studio. Essi praticavano almeno
5 sedute settimanali di allenamento per un totale di circa
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7 ore alla settimana, oltre a una maratona o mezza mara-
tona competitiva almeno una domenica al mese.

Trenta volontari sani (eta media 71,5+4,3 anni) con stile
di vita sedentario sono stati selezionati dall’ambulatorio
cardiologico del Dipartimento di Medicina Clinica e Spe-
rimentale dell’Universita di Pisa per formare il gruppo di
controllo.

Tutti i soggetti erano sani ed esenti dai principali fatto-
ri di rischio cardiovascolare sulla base di un’accurata
anamnesi, una visita clinica completa e un ECG basale
e da sforzo. Nessuno era fumatore o assumeva farmaci
0 qualsiasi tipo di supplementazione vitaminica.

Gli atleti e i controlli presentavano un massimo consu-
mo di ossigeno (VO,max), valutato mediante test er-
gospirometrico (QUARK PFT ERGO, Cosmed, ITALIA)
rispettivamente maggiore di 50 ml/kg/min e inferiore a
35 ml/kg/min.

Lo studio ¢ stato approvato dal Comitato Etico di Area
Vasta Nord Ovest (CEAVNO) per la Sperimentazione
clinica e tutti i soggetti hanno firmato consenso scritto
all’esecuzione dello studio.

Disegno sperimentale

Dopo incannulamento della vena antecubitale, i sog-
getti sono stati sottoposti a un prelievo ematico (50
ml) in condizioni ambientali controllate (temperatura di
22-24°C) a distanza di almeno 48h dall’ultimo impegno
sportivo. |l campione ottenuto e raccolto in provette
contenenti acido dipotassio-etilendiaminotetracetico
(EDTA, 10 pl/CC) & stato immediatamente centrifugato
a 3.000 g per 10 min per ricavare campioni di plasma
suddivisi in aliquote da 500 pl e conservati in Eppen-
dorf a -80°C per le successive analisi. La valutazione
della capacita antiossidante plasmatica & stata esegui-
ta mediante saggio TOSCA (Total Oxyradical Scaven-
ging Capacity Assay) .

In breve, il saggio si basa sulla genesi artificiale di deriva-
ti del perossinitrito a 35°C a partire dalla decomposizione
del SIN-1 (3-morpholinosydnonimine N-ethylcarbamide)
in un tampone fosfato di potassio 100 mM (pH 7,4) con
0,1 mM di DTPA (diethylene-triamine-pentaacetic acid) 8.
Le reazioni con KMBA (a-cheto-y(methyithiol)butyric
acid) 0,2 mM sono state effettuate in vials da 10 ml si-
gillate con valvole a tenuta di gas Mininert® (Supelco,
Bellefonte, PA) in un volume finale di 1 ml ', Il plasma
analizzato é stato diluito 1/100 in tampone fosfato di po-
tassio 100 mM (pH 7.4) in un volume finale di 1 ml (10 pl
plasma + 990 ul tampone fosfato di potassio). La produ-
zione di etilene e stata misurata tramite analisi gascro-
matografica di un’aliquota di 200 pl presa dallo spazio di
testa dei vials a intervalli di tempo regolari durante tutta
la durata della corsa. L’analisi € stata effettuata con un
gascromatografo Hewlett-Packard (HP 7820A Series,
Andoven, MA) equipaggiato con una colonna capillare
Supelco DB-1 (30 x 0,32x 0,25 mm) e un detector ioniz-
zatore di fiamma (FID). Le temperature del forno, dell’i-
niettore e del FID erano rispettivamente 35, 160 e 220
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°C. Come gas carrier € stato usato I'idrogeno (a un flusso
di 1 ml/min). | valori TOSCA sono stati calcolati dall’e-
quazione: TOSCA = 100 - (JSA/[CA x 100), dove [SA e
JCA rappresentano gli integrali delle aree per il campione
e la reazione di controllo, rispettivamente. | risultati sono
stati espressi in unita TOSCA per ml di plasma. Un valore
TOSCA di 0 corrisponde a un campione senza capacita
scavenger (nessuna inibizione della formazione di etilene
rispetto alla reazione di controllo, [SA/[CA = 1), mentre
un valore TOSCA di 100 corrisponde alla massima effi-
cienza del campione analizzato.

La linearita della curva dose-risposta tra il plasma (in
ml) e la risposta antiossidante (valore TOSCA) ¢ stata
testata e sono stati ottenuti buoni coefficienti di correla-
zione (generalmente superiore a 0,9) per le diverse dosi
di plasma utilizzate per testare la validita dei nostri espe-
rimenti. Ogni esperimento € stato eseguito due volte. Il
coefficiente di variazione (CV) del metodo € < al 5%.

Analisi statistica

| risultati sono stati espressi come media + deviazione
standard. Le differenze tra le due popolazioni sono sta-
te valutate con il test t di Student. Le differenze sono
state considerate statisticamente significative quando
p < 0,05. Per valutare eventuali correlazioni tra le va-
riabili & stata utilizzata la regressione lineare con analisi
univariata e multivariata.

Risultati

| due gruppi studiati sono risultati sovrapponibili per eta,
peso, altezza, BMI, pressione sistolica e diastolica, glice-
mia, colesterolo totale e colesterolo LDL (Tab. I). Come
atteso, gli atleti presentavano una frequenza cardiaca
significativamente piu bassa (63,9 + 5,2 vs 65,3 + 9,2,
p < 0,001) e un VO,max significativamente piu elevato

(59,07 = 8,5 vs 25,6 + 8,2, p < 0,001) rispetto ai controlli
sedentari. Inoltre, € stato rilevato che il gruppo degli atleti
presentava una concentrazione plasmatica di colesterolo
HDL significativamente piu elevata rispetto al gruppo di
controllo (59,7 + 11,3 vs 43,4 + 8,7, p < 0,01) (Tab. I).
Come riportato in Figura 1 nel gruppo degli atleti & sta-
ta rilevata una capacita antiossidante per il perossinitrito
significativamente maggiore rispetto al gruppo di control-
lo (TOSCA value: 22,94 + 1,85 vs 15,41 + 1,24 units/ml,
p < 0,001).

L'analisi di correlazione tra le variabili ha inoltre eviden-
ziato una correlazione diretta nell’intera popolazione
studiata tra la capacita antiossidante verso il perossi-
nitrito e il VO,max (r = 0,44, p < 0,05) (Fig. 2). Nessuna
correlazione e stata trovata tra le altre variabili misurate.

Discussione

Il nostro gruppo ha precedentemente dimostrato che
I’attivita fisica & in grado di migliorare la risposta dell’or-
ganismo umano nei confronti dello stress ossidativo
indotto dai ROS, in particolare dai radicali perossilici
(ROO") e idrossilici (OH™) . Tuttavia, per nostra cono-
scenza, non ci sono dati sull’efficacia dell’esercizio fisico
nel miglioramento delle capacita dell’organismo umano
di contrastare lo stress nitrosativo. Il presente lavoro do-
cumenta che I'attivita fisica regolare € efficace anche nel
ridurre lo stress nitrosativo indotto dall’invecchiamento.
Il perossinitrito € stato correlato a varie patologie a cari-
co dell’apparato cardiovascolare e del sistema nervoso
centrale ®%. Nell’organismo umano esso & prevalente-
mente generato attraverso un processo di diffusione
controllata tra I'ossido nitrico (NO) e il superossido (O, ")
secondo la seguente reazione:

0, +NO ——> ONOO-

Tabella |. Caratteristiche cliniche della popolazione di studio (media = SD).

Atleti Controlli
Eta (anni) 70,8 + 6,1 715+43
Altezza (cm) 172,1 5,8 173,5+6,2
Peso (kg) 759 +54 77,2+6,9
BMI (kg/m?) 23,8 £2,1 25+1,6
FC (bpm) 53,9 + 5,2* 65,3 +9,2
PAS (mmHg) 126,3 + 4,2 128,2 + 5,4
PAD (mmHg) 782 +52 79,7+58
Glicemia (mg/dL) 93,0+9,1 92,2 +10,0
Colesterolemia totale (mg/dL) 185,9 + 21,3 187,4 +17,0
Colesterolemia HDL (mg/dL) 59,7 + 11,3 43,4 8,7
Colesterolemia LDL (mg/dL) 111,8 £12,8 117,5+10,2
VO,max (ml/kg/min) 59,07 = 8,5 25,6 + 8,2

*p<0,001;"p<0,01 vssedentari.
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Figura 1. Attivita antiossidante plasmatica verso perossinitrite
nel gruppo degli atleti e dei controlli sedentari. * p < 0,001.
]

Tale reazione & una delle piu rapide conosciute in chi-
mica, tanto da superare la dismutazione catalizzata
dall’enzima superossido dismutasi, uno degli antiossi-
danti endogeni piu rappresentati 3.

[l perossinitrito, in relazione alle sue proprieta chimi-
che, & considerato un importante ossidante biologico
e un mediatore centrale di molti processi patologici sia
a carico dell’apparato cardiovascolare che del sistema
nervoso centrale ™. Infatti, data la sua natura radicalica,
puo interagire con tutte le componenti cellulari, com-
preso il DNA, alterandone la struttura e conseguente-
mente la funzione. A livello cellulare una delle maggiori
sedi di produzione del perossinitrito € rappresentata dal
mitocondrio % il quale costituisce la principale fonte di
O, ~ che si combina con NO in relazione alla facile diffu-
sione di quest’ultimo dal citosol verso questa sede ° .
La successiva reazione del perossinitrito con le compo-

r=0.44; p<0.05

TOSCA vs. ONOO™ (Units/ml)

10 T T T T T T )
10 20 30 40 50 60 70 80
VO, max (ml/Kg/min)

Figura 2. Analisi di correlazione tra massimo consumo di 0ssi-
geno e attivita antiossidante plasmatica verso perossinitrite nell’in-
tera popolazione di studio.
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nenti mitocondriali altera irreversibilmente I'attivita dei
complessi | e Il della catena di trasporto degli elettroni e
dell’ATPasi modificando di conseguenza la bioenergeti-
ca mitocondriale e I'omeostasi del calcio, promuovendo
in definitiva I'ulteriore formazione di O, = 6177,

| dati raccolti in questo studio hanno evidenziato, per la
prima volta, che I'attivita antiossidante plasmatica per i
derivati del perossinitrito € significativamente superiore
in un gruppo di anziani che svolgono da molti anni at-
tivita podistica amatoriale ad alto livello rispetto a sog-
getti di controllo sedentari. Dai risultati ottenuti si pud
quindi presumere che I’esercizio fisico sia in grado di
contrastare gli effetti dannosi indotti dallo stress nitro-
sativo associato all’invecchiamento. Questa evidenza &
supportata dalla correlazione diretta tra la capacita di
scavenger del plasma verso i perossinitriti e il VO,max,
mostrando come lo stato di forma fisica e di allenamen-
to e quindi il grado di fitness siano il principale correlato
della miglior risposta allo stress nitrosativo.

Del resto Pattivita fisica viene universalmente ricono-
sciuta come un importante fattore di prevenzione pri-
maria e secondaria. Lesercizio fisico regolarmente
eseguito, infatti, non solo & un fondamentale fattore di
riduzione del rischio di insorgenza e progressione dell’i-
pertensione arteriosa, delle dislipidemie, del diabete e
dei disordini metabolici in genere, ma si é rivelata anche
essere estremamente importante per I'impatto diretto
sulla mortalita 923,

Tuttavia si suppone che questi effetti possano essere
ottenuti pienamente soltanto quando i RONS siano pro-
dotti in quantita fisiologica o di poco superiore 4. L'ec-
cessiva produzione di RONS pud essere il risultato di
una grande varieta di stressors che vanno dall’esposi-
zione a sostanze inquinanti all’esagerato o inappropria-
to apporto di nutrienti 2.

Piu in generale, ogni situazione nella quale si riscontri
un aumento del consumo di ossigeno pud condurre a
uno stato acuto di stress ossidativo. Tale condizione si
puo quindi manifestare anche durante un esercizio fisico
intenso e/o prolungato 26. Quindi, da un lato I'esercizio
fisico determina un aumento della produzione di RONS,
soprattutto attraverso I'incremento dei processi ossida-
tivi mitocondriali, ma dall’altro esso stimola fenomeni
adattativi rispetto agli insulti ossidativi proprio grazie
all’incrementata produzione delle specie reattive. Una
ripetuta esposizione dei sistemi cellulari a un’incremen-
tata produzione di RONS derivante dall’esercizio fisico
conduce, infatti, a una upregulation dei sistemi antiossi-
danti dell’organismo ¢°. E proprio I'alterazione dell’equi-
librio ossidoriduttivo associata a un ambiente piu ridotto
che sembrerebbe comportare un adattamento protetti-
vo verso i RONS durante le sessioni di allenamento se-
quenziali, cosi come in caso di esposizione a condizioni
non associate all’esercizio fisico.

| risultati ottenuti con il presente lavoro sono quindi
a favore dell’ipotesi secondo cui I'esercizio fisico re-
golare migliori la capacita antiossidante plasmatica e
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riduca lo stress ossidativo e nitrosativo indotto dall’in-
vecchiamento. Presumibilmente I'incremento dell’atti-
vita antiossidante in seguito a un allenamento fisico &
frutto di un processo di adattamento secondo i principi
dell’ormesi: in risposta a una ripetuta esposizione a
tossine o stressors di varia origine in quantita limitata
I’organismo va incontro a un adattamento favorevole
che risulta in un miglioramento della performance fisica
e dello stato di salute generale #” 28, || livello interme-
dio di RONS prodotti, che risulta percio ottimale, con-
duce apparentemente a una condizione di equilibrio
e di vantaggio per la salute generale, laddove invece
una produzione troppo bassa o troppo elevata porta a
un’alterazione delle capacita di difesa dell’organismo o
a un esteso danno ossidativo e inflammazione.
Sebbene I'esatta comprensione del rapporto esistente
tra RONS ed esercizio fisico rimanga ancora aperta a in-
terpretazioni e approfondimenti, € ormai evidente che sia
I’esercizio fisico aerobico ?° che quello anaerobico *° pos-
sono potenzialmente determinare uno stress ossidativo e
nitrosativo acuto mediante meccanismi biochimici di va-
rio tipo. Differenti protocolli di esercizio possono indurre
diversi livelli di produzione di RONS in quanto il danno os-
sidativo da essi indotto ha dimostrato essere dipenden-
te da intensita e durata dell’esercizio stesso *'. Si deve
comunque tener conto che anche altri fattori tra i quali
I'eta ®, il grado di allenamento '° e la dieta 3 rivestono un
ruolo determinante nell’eventuale alterazione dell’equili-
brio tra difese antiossidanti ed elementi pro-ossidanti.
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