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INTRODUZIONE: I'importanza dell'attivita fisica € ad oggi ampiamente accettata come
comportamento fondamentale per il mantenimento e la promozione di un buono stato di salute ed
efficace nella prevenzione primaria e secondaria di diverse malattie croniche.

Durante l'esercizio fisico e la contrazione muscolare, il muscolo scheletrico diventa una delle
principali fonti di specie reattive dell'ossigeno (ROS) le quali, entro certi limiti, svolgono un ruolo di
grande importanza nella regolazione e segnalazione cellulare, nonché nella stimolazione delle
risposte adattative messe in atto dall’organismo allo scopo di sviluppare un fenotipo resistente
all'ossidazione.

Evidenze ormai note hanno messo in luce che sostanze pro-ossidanti e antiossidanti sono
responsabili di un delicato equilibrio redox che, in condizioni particolari, pud essere perturbato a
favore delle specie ossidanti portando all’insorgenza del fenomeno definito “stress ossidativo”.

Lo stress ossidativo severo e prolungato pud condurre ad uno squilibrio dell'omeostasi
intracellulare e all‘alterazione del benessere muscolare a lungo termine.

Nei muscoli scheletrici sono diversi i meccanismi che contribuiscono alla generazione di ROS in
risposta all'esercizio intenso. Tra questi vi & I'attivazione di enzimi come la NADPH ossidasi (ed in
particolare la sua isoforma NOX2) responsabile della produzione di ROS a livello intracellulare ed
in grado di provocare uno stato redox alterato nei muscoli che puo portare a disfunzione
contrattile, affaticamento muscolare accelerato, tempi di recupero pilu lunghi e prestazioni ridotte
dell'esercizio. !

Tra i produttori cellulari di ROS, un ruolo fondamentale € svolto anche dalle piastrine attivate.
Queste ultime, spesso annoverate per il loro coinvolgimento nei processi di coagulazione e
trombosi, hanno una funzione importante in diverse condizioni associate a stati inflammatori che



possono instaurarsi anche dopo |‘esercizio fisico intenso e prolungato. Alcuni studi, inoltre, hanno
dimostrato che I'attivita fisica & in grado di influenzare la funzionalita piastrinica e di promuovere
un aumento di biomarcatori che ne segnalano disfunzioni.?

IPOTESI DEL LAVORO E OBIETTIVI: l'ipotesi di questo progetto & che l'esercizio fisico intenso puo
promuovere l'incremento dell’attivazione delle piastrine, con conseguente aumento dei livelli di
ROS, potenzialmente dannosi per la funzione muscolare.

Sono stati valutati in tre gruppi di individui appaiati per sesso ed eta e che differiscono tra loro per
le abitudini all'esercizio fisico (n=23 atleti d’elite, n=23 sportivi amatoriali, n=23 individui
sedentari):

1) lo stato ossidativo, I'attivazione piastrinica e le catecolamine circolanti, attraverso I'analisi “in
vivo” dei livelli ematici di SNOX2, di H,0; e della capacita antiossidante del siero (HBA); i livelli
ematici di PDGF-bb, vWF, sCD40L; i livelli ematici di adrenalina e dopamina (DA);

2) l'eventuale ruolo contributivo delle catecolamine all’attivazione piastrinica, mediante studi “ex-
vivo” di aggregabilita piastrinica;

3) il danno muscolare, attraverso il dosaggio ematico di creatina chinasi (CK), lattato deidrogenasi
(LDH) e mioglobina;

4) il contributo delle piastrine, presenti nei campioni ematici dei partecipanti, allo stress
ossidativo e al danno muscolare in un modello in “in vitro” di HSMM (human skeletal muscle
myoblasts).

RISULTATI: e stato messo in luce che l'esercizio fisico intenso e prolungato & in grado di indurre e
promuovere i processi di attivazione e degranulazione piastrinica.

| risultati presentati, infatti, hanno dimostrato che gli sportivi professionisti esibivano livelli ematici
significativamente piu alti di markers di attivazione e degranulazione piastrinica (sCD40L, PDGF-bb)
rispetto agli sportivi amatoriali, inclini ad allenamenti di durata ed intensita inferiore.

Tra le possibili cause che contribuivano all'laumento di attivazione piastrinica negli atleti d‘elite, e
stato preso in considerazione il ruolo delle catecolamine circolanti.

Sono state riscontrate concentrazioni ematiche di DA piu alte nel gruppo degli atleti d’elite rispetto
al gruppo degli sportivi amatoriali. Esperimenti di aggregometria effettuati in vitro hanno
confermato che tali quantita erano in grado di promuovere un aumento dell’aggregabilita
piastrinica.

| risultati statistici hanno evidenziato I'esistenza di una correlazione positiva tra i livelli circolanti di
DA rinvenuti negli atleti d’elite ed i livelli ematici del marker di attivazione piastrinica sCD40L.
Laltro aspetto messo in luce in questo studio € il ruolo dell’esercizio fisico nell’ambito della
produzione di ROS. Esplorando i livelli di H,O, e sNOX2-dp, si e visto che questi risultavano
significativamente piu alti nel gruppo degli atleti d’elite rispetto agli sportivi amatoriali.

E stata poi valutato lo stato antiossidante nei soggetti reclutati, attraverso la misura della capacita
scavenging del siero. Ne € conseguita una maggiore capacita di neutralizzazione dei ROS del siero
degli atleti d’elite rispetto al siero degli sportivi amatoriali, giustificabile dallo sviluppo e dal
corretto funzionamento dei meccanismi adattativi messi in atto dall’'organismo, volti a mantenere i
livelli di ROS entro limiti fisiologici.

Quando l'esercizio fisico produce un danno, anche transitorio, a livello muscolare si attuano
processi mirati alla rigenerazione del tessuto leso. Nel caso in cui il processo infiammatorio cosi
avviato persista, si assiste ad una massiva produzione di mediatori dell'inflammazione, sostanze
citotossiche e ROS in grado di esacerbare la sofferenza e il danno del tessuto. | ROS sono in grado
di alterare la capacita di differenziazione dei mioblasti a miotubi maturi, creando uno squilibrio



rigenerativo. Per tali motivi & risultato opportuno effettuare una valutazione dell‘entita del danno
muscolare.

Sono stati riscontrati maggiori livelli sierici di CK, LDH e mioglobina nel gruppo degli atleti d’elite
rispetto agli sportivi amatoriali.

La seconda parte dello studio, ha consentito di esplorare l'esistenza di un possibile link tra la
produzione di ROS, incrementata dall'aumento di attivazione piastrinica e il conseguente danno
muscolare.

La realizzazione di colture cellulari di HSMM ha permesso di mettere in luce una riduzione della
vitalita cellulare nei trattamenti effettuati con plasma di atleti d’elite, rispetto ai trattamenti
eseguiti con plasma prelevato da atleti amatoriali e da individui sedentari.

La valutazione dei livelli di biomarkers, nei surnatanti di tali cellule, ha sottolineato la presenza di
concentrazioni piu alte sia di markers di stress ossidativo (H.0, e sNOX2-dp), sia di markers di
danno muscolare (CK, LDH, mioglobina).

Ipotizzando che alla base di tali conseguenze vi fosse l'attivazione dell’'enzima NOX2, tutti gli
esperimenti in vitro sono stati ripetuti anche in presenza di TAT, un inibitore selettivo di tale
enzima.

Sui surnatanti di tali cellule sono stati effettuati dosaggi sia dei markers di stress ossidativo che di
danno muscolare. Si e evidenziata una riduzione statisticamente significativa di tutti gli indicatori
presi in considerazione, suggerendo che la NOX2 svolge un ruolo di primaria importanza nel danno
muscolare indotto da stress ossidativo.

Sui lisati proteici dei pellet cellulari & stata valutata mediante western-blot I'espressione di a-
actina. Tale proteina, indice di danno muscolare, risultava maggiormente espressa nei lisati proteici
di HSMM trattate con plasma di atleti professionisti, rispetto a quelli trattati con plasma di sportivi
amatoriali e individui sedentari. La presenza di TAT ha inoltre rivelato una riduzione
dell‘espressione di a-actina.

CONCLUSIONI: i risultati hanno dimostrato che l'esercizio fisico intenso e prolungato € in grado di
promuovere |'attivazione piastrinica e la produzione di ROS. Laumento dei livelli di catecolamine
circolanti & in parte responsabile di tale fenomeno. Lattivazione dell’enzima NOX2 a livello
muscolare riveste un ruolo cruciale nellambito della produzione di ROS e nel conseguente
aumento di danno muscolare riscontrato negli atleti d’elite.
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INTRODUCTION: the importance of physical activity is now widely accepted as a fundamental
behavior for the maintenance and promotion of a good state of health and it is effective in the
primary and secondary prevention of various chronic diseases.

During exercise and muscle contraction, skeletal muscle becomes a major source of reactive
oxygen species (ROS), which, within some ranges, play an important role in cell regulation and
signaling, as well as stimulation of the adaptive responses implemented by the organism to
develop an oxidation-resistant phenotype.

Known evidence proved that pro-oxidant and antioxidant substances are responsible for a delicate
redox balance which, in particular conditions, can be disrupted in favor of the oxidizing species
causing the onset of the phenomenon called "oxidative stress".

Severe and prolonged oxidative stress can lead to an imbalance of intracellular homeostasis and
long-term alteration of muscle well-being.

Several mechanisms contribute to the generation of ROS in skeletal muscles in response to
intensive exercise. Among these, the formation of ROS derived from NADPH oxidase can cause an
altered redox state in the muscles that can lead to contractile muscle dysfunction, accelerated
muscle fatigue, longer recovery times and reduced exercise performance. !

Among the cellular producers of ROS, a fundamental role is also played by activated platelets. The
latter, often counted for their involvement in coagulation and thrombosis processes, have an
important function in various conditions associated with inflammatory states that can also occur
after intense and prolonged physical exercise.



Furthermore, some studies have demonstrated that physical activity can influence platelet
function and promote an increase in biomarkers that signal dysfunctions. 2

HYPOTHESIS AND OBIJECTIVES: this project hypothesizes that intense physical exercise can
promote an increase in platelet activation, resulting in higher ROS levels, potentially harmful to
muscle function.

They were evaluated in three groups of individuals matched by sex and age and who differ from
each other in their physical exercise habits (n = 23 elite athletes, n = 23 amateur sportsmen, n = 23
sedentary individuals):

1) the oxidative state, platelet activation and circulating catecholamines, through the “in vivo”
analysis of the blood levels of SNOX2, H.0; and the antioxidant capacity of serum (HBA); blood
levels of PDGF-bb, vWF, sCD40L; blood levels of adrenaline and dopamine (DA);

2) the possible contributing role of catecholamines to platelet activation, through "ex-vivo"
platelet aggregation studies;

3) muscle damage, through the blood dosage of creatine kinase (CK), lactate dehydrogenase (LDH)
and myoglobin;

4) the contribution of platelets, present in the blood samples of the participants, to oxidative
stress and muscle damage in an “in vitro” model of HSMM (human skeletal muscle myoblasts).

RESULTS: it was highlighted that intense and prolonged physical exercise can induce and promote
the processes of platelet activation and degranulation.

The results presented showed that professional sportsmen exhibited significantly higher blood
levels of platelet activation and degranulation markers (sCD40L, PDGF-bb) than amateur
sportsmen, prone to shorter and less intense training.

Among the possible causes that contributed to the increase in platelet activation in elite athletes,
it was taken into consideration the role of circulating catecholamines.

Higher blood concentrations of dopamine were found in the elite athlete group than in the
amateur sports group. In vitro aggregometry experiments confirmed that these quantities were
able to promote an increase in platelet aggregation.

The statistical results pointed out the existence of a positive correlation between the circulating
levels of DA found in elite athletes and the blood levels of the platelet activation marker sCD40L.
The other aspect analyzed in this study is the role of physical exercise in ROS production. By
exploring the levels H,0; and sNOX2-dp, it was found that H,0, and sNOX2-dp were significantly
higher in elite athletes than in amateur athletes.

The antioxidant status in the recruited subjects was then evaluated by measuring the scavenging
capacity of the serum. This has resulted in a greater ability of the serum of elite athletes to
neutralize ROS, compared to the serum of amateur sports, justifiable by the development and
proper functioning of the adaptive mechanisms put in place by the body, aimed at maintaining
ROS levels within physiological limits.

When physical exercise produces damage, even temporarily, at the muscle level, processes are
carried out aimed at regenerating the injured tissue. If the inflammatory process thus initiated
persists, there is a massive production of inflammatory mediators, cytotoxic substances and ROS
capable of exacerbating the tissue’s suffering and damage. ROS can alter the differentiation



capacity of myoblasts to mature myotubes, creating a regenerative imbalance. For these reasons it
was appropriate to assess the extent of muscle damage. Greater serum levels of CK, LDH and
myoglobin were found in the group of elite athletes compared to amateur sportsmen.

The second part of the study allowed us to explore the existence of a link between ROS
production, enhanced by the increased platelet activation and the consequent muscle damage.
The creation of HSMM cell cultures underlined a reduction in cell viability after treatments with
plasma of elite athletes, compared to the treatments performed with plasma of amateur athletes
and sedentary individuals.

The evaluation of some biomarkers levels in these cells’ supernatants revealed the presence of
higher concentrations of both oxidative stress markers (H20, and sNOX2-dp) and muscle damage
markers (CK, LDH, myoglobin).

Assuming that the basis of these consequences was the activation of the NOX2 enzyme, all the
experiments performed in vitro, were also repeated in the presence of TAT, a selective inhibitor of
this enzyme.

On the supernatants of these cells were then performed assays of both oxidative stress markers
and muscle damage markers. It was found a statistically significant reduction of all the indicators
taken into consideration, suggesting that NOX2 plays a primary role in muscle damage and
induced oxidative stress.

Furthermore, was evaluated the expression of a-actin by western-blot on the protein lysates of
cell pellets. This protein, index of muscle damage, was more expressed in HSMM protein lysates
treated with plasma of professional athletes, compared to those treated with plasma of amateur
sportsmen and sedentary individuals. The presence of TAT also revealed a reduction in a-actin
expression.

CONCLUSIONS: The results showed that intense and prolonged physical exercise can promote
platelet activation and an increase in ROS production. The increase in the levels of circulating
catecholamines is partly responsible for this phenomenon. The activation of the NOX2 enzyme, at
the muscle level, plays a crucial role both in the production of ROS and in the consequent increase
of muscle damage found in elite athletes.
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