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Premesse

Le modificazioni che ['allenamento
produce a livello muscolare vengono
studiate ormai da numerosi anni in ma-
niera diretta.

La tecnica del prelievo agobioptico di
frammenti muscolari nell’atleta, svilup-
patasi nei paesi scandinavi (Bergstrom
'62-'75; Hermansen '75; Hultman '67;
Bjorntrop '70; Edstrom '70; Karlsson '71;
Saltin '71) fra gli anni '60 e '70 e rapi-
damente diffusasi ai paesi anglosasso-
ni (Eldridge '67; Holloszy '70; Edwards
'71-'77; Gollnick '72-'74; Costill '76, ecc.),
e dell’'est europeo (Bass '75) continua
tuttora a essere il metodo di scelta per
I'indagine muscolare poiché, come con-
clude anche Armstrong ('82), rappre-
senta il solo metodo capace di fornire
indicazioni dirette su: morfologia, fisio-
logia, biochimica e biomeccanica del
muscolo.

L'agobiopsia costituisce pertanto, a
tutt'oggi, il metodo di scelta per una va-
lida conoscenza del rapporto esistente
tra allenamento — modificazioni metabo-
liche muscolari — prestazioni atletiche.

Questa attualitd & confermata da una
copiosa letteratura internazionale (Hen-
riksson '76; Komi '77-'82; Thorstensson
'77: Saltin '77; Edwards '78-'80; Bolstad
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'78; Haggmark '79; Ingjer '79; Spryna-
rova '80; Costill '82; Eller '82; Gollnick
'82; Jacobs '82; Lortie '82; Mackova '82;
Reddanna '82; Seene '82) degli ultimi
anni e di quello in corso.

Condividendo |'orientamento enuncia-
to, il nostro Centro si interessa di ago-
biopsia muscolare e, primo in Italia, la
pratica ormai da due anni negli atleti.

Gli studi tessutali hanno ampiamente
dimostrato come le possibilita dell'atle-
ta di produrre risultati validi dipendano,
in gran parte, dalla sua capacita di as-
sumere, trasportare e cedere ossigeno
ai muscoli in attivita (Holloszy '70; Var-
nauskas et al, '70).

Vari tests fisiologici, fra i quali il piu
usato & la determinazione della VOzmas.
vengono comunemente usati come cri-
terio di valutazione della capacita atle-
tica in rapporto alla assunzione e al con-
sumo di O; (Saltin e Astrand '67; Saltin
'71-'7T3). L'associazione delle due meto-
diche (agobiopsia e determinazione della
VO:max) ha portato alla individuazione di
alcune caratteristiche fondamentali del
corridore di fondo, quali: ottima capaci-
ta aerobica (Costill '76b), prevalenza di
STF ed alta attivita ossidativa enzimati-
ca a livello di muscoli scheletrici {Co-
still '76b). Nel muscolo di ratto & stato
inoltre individuato un aumento del cito-
cromo C, correlato a variazione delle
pO. tessutali, in diretto rapporto con
I'intensita di allenamento (Benzi '75).
Varie osservazioni sono state inoltre at-
tuate nell'uomo sull'adattamento eritoci-
tario e piastrinico allo sforzo muscola-
re e sui sistemi ematici di trasporto del-
'O, (Rowell '64, Faulkner '70); purtrop-
po l'insufficienza e la contraddittorieta
dei risultati non permettono di trarre
conclusioni valide dalle stesse.

Scopo delia ricerca

Sulla scorta di queste premesse ab-
biamo istituito la presente ricerca con
la finalita di verificare:

— l'influenza dello sforzo atletico di
lunga durata sui sistemi enzimatici di
trasporto dell’Oy;

— le alterazioni, eventuali, dei siste-
mi emocoagulativi piastrinici riscontra-
bili durante I'esercizio fisico di durata:

— la correlazione fra la composizio-

210

ne muscolare in fibre e I'attivita ossida-
tiva mitocondriale, nei maratoneti in os-
servazione;

— il comportamento dei substrati del
ciclo di Krebs, come funzione delle at-
tivita enzimatiche prima e dopo lo sfor
Z0,

— le differenze qualitative e quanti-
tative della capacita ossidativa mitocon-
driale, eventualmente esistenti fra ma-
ratoneti di alto livello e soggetti nor-
mali non allenati.

L'insieme di queste finalita di ricer-
ca & teso a definire la capacita dei si-
stemi di trasporto e il metabolismo cel-
lulare dell'O,, da parte dell’atleta di du-
rata.

Soggetti e metodi

Sono stati esaminati 9 maratoneti del-
la squadra nazionale italiana, aventi et
media di 28,4 anni, altezza media di 173
cm, peso medio di 59,2 kg. La scelta
degli atleti & stata compiuta sulla base
delle prestazioni personali nelle gare di
maratona (tempi compresi fra 2h12'11"
e 2h20'14"), della regolarita di allena-
mento e delle buone condizioni gene-
rali del momento.

Dopo un periodo di acclimatazione al-
le condizioni ambientali, gli atleti sono
stati sottoposti a sforzo, consistente in
una corsa di km 30,2 a m 480 sul livel-
lo del mare.

Tutti i partecipanti allo studio hanno
rilasciato consenso scritto per la ese-
cuzione delle tecniche di ricerca.

Metodi - Due giorni prima della cor-
sa & stato registrato il peso degli atle-
ti; sono stati raccolti i campioni basali
di sangue ed urine e quelli muscolari
(mg 60); questi ultimi sono stati prele-
vati con agobiopsia praticata sul vasto
laterale, con ago UHC, secondo la tec-
nica di Edwards (Edwards, '80).

La corsa su strada (km 30,2), soste-
nuta ad una velocita compresa fra 18
e 19,2 km/h, ha avuto termine all'in-
gresso del nostro laboratorio in modo
che, entro 2-5 minuti dal termine dello
sforzo, & stato possibile raccogliere i
campioni ematici e bioptici e, subito
dopo, quello urinario. Dal campione mu-
scolare sono stati subito asportati: un
frammento per la istochimica quantita-



tiva (Round '82) e uno per la microsco-
pia elettronica. Il restante tessuto (40
mg circa) & stato usato per testare la
capacita ossidativa mitocondriale su di-
versi substrati, con il metodo spettro-
fotometrico di Gohil (Gohil '81a), vali-
do per la misurazione dei livelli di os-
sidazione e riduzione del citocromo C
aggiunto. Sempre a livello muscolare,
in estratti neutralizzati con acido perclo-
rico, sono stati dosati inoltre: lattato,
piruvato e 2-idrossibutirrato. Gli acidi
organici plasmatici sono stati dosati con
GLC (Chalmers Watts '72).

| campioni ematici sono stati frazio-
nati per le determinazioni di:

— Hb, met-Hb e corpi di Heinz, con
la metodica di Beutler ('75b);

— livelli di mioglobina, con il meto-
do di Kagen (Kagen '66);

— parametri quantitativi e qualitati-
vi inerenti agli eritrociti, con Coulter
Counter;

— 2.3difosfoglicerato (DPG), con il
metodo di Lowry (Lowry '64);

— contenuto di acido sialico, a livel-
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lo di membrana cellulare eritrocitaria,
con il metodo di Warren (Warren '60);

— livelli di glutatione, con il metodo
di Beutler (Beutler '74a);

— malonil-dialdeide (MDA) plasmati-
ca, con la metodica di Smith (Smith '78),
come indicatore del metabolismo degli
endoperossidi prostaglandinici a livelio
di membrana piastrinica.

Di tutte le variabili ottenute, prima
e dopo la corsa, abbiamo determinato
la media e l'errore standard (SEM); &
stato inoltre calcolato il t-test sul con-
fronto fra valori assoluti delle variabili,
prima e dopo lo sforzo. Le variazioni dei
parametri sono state confrontate usan-
do una matrice di correlazione standard
e considerando significative solo quelle
con p < 0.05.

Nella stesura, i dati sono riportati
depurati dall’errore medio standard.

Risultati

| risultati delle presenti ricerche so-
no riportati nelle Tabelle 1-7 e nelle Fi-
gure 1-3.
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Tabella 1 - Comportamento di: Emoglobina, Metaemoglobina, Mioglobina e Corpi di Heinz prima e

dopo lo sforzo.
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Tabella 3 - Attivazione piastrinica durante lo sforzo muscolare di durata.
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SUBJECT % TYPE | ‘FIBRES |*PYRUNATE+MALATE | *SUCCINATE

1.s1 BIOPSY 2.nd B.j OT.C REOLTIAE YT .C RDCTAE
! 75 76 0.7 1.5
2 74 77 4.5 1.8
3 100 98 3.1 3.8
4 88 85 3.0 2.4
S 91 90 1.6 2.0
6 68 64 1.20 1.6
7 81 78 2.9 1.1
8 94 96 1.4 1.3
9 78 81 2. 2.9
UNTRA INED 35 - 0.18 -
N 46 - 0.46 -
SBECTS 33 - 0.21 -
34 - 0.38 -

Tabella 4 - Composizione muscolare in
normale e nel maratoneta.
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Tabella 5 - Assetto enzimatico mitocondriale in maratoneti e in soggetti normali

*CYT.C
OXIDASE

11.8
36.3
241
20.4
14,7
20.3
19.2
20.0}
20.6

6.21
7.0
6.5
7.4

non allenati.

fibre e attivita di ossidazione dei substrati mitocondriali nel
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Tabella 6 - Metaboliti muscolari nei maratoneti prima e dopo sforzo.
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- Correlazioni fra piruvato e intermedi del ciclo di Krebs nel muscolo di maratoneta.



Discussione

[ risultati ottenuti offrono diverse pos-
sibilita di risposta ai quesiti proposti in
premessa e alcuni spunti atti a chiarire
aspetti piuttosto oscuri del quadro me-
premessa ed alcuni spunti atti a chiarire
orotratto. L'adattamento all’allenamento
implica, come & noto, degli adattamen-
ti non soltanto d'organo o apparato, ma
soprattutto cellulari e metabolici, come
¢ ampiamente testimoniato dalla lette-
ratura internazionale (Beutler '75, Costiil
'76b, Bergstrom '77).

Scopo del nostro lavoro &, come di-
chiarato, la verifica di quegli adattamen-
ti che pit da vicino interessano il tra-
sporto e il metabolismo dell'ossigeno,
nel suo « viaggio » dal carrier emoglobi-
nico alla cellula muscolare dell’atieta.
Orbene, il sistema ossiforico emoglobi-
nico non sembra essere danneggiato e
nemmeno alterato dallo sforzo atletico
di durata; infatti, le variazioni dei livelli
di met-Hb e corpi di Heinz (Tab. 1) non
depongono per la formazione di emo-
globine instabili o per la presenza di os-
sigeno attivato. L'osservazione che i cor-
pi di Heinz tendono ad aumentare dopo lo
sforzo, pud essere correlata al fatto che
questi precipitati rappresentano varie
combinazioni di globina denaturata e
proteine di membrana eritrocitaria. A ca-
rico di quest'ultima struttura appunto si
nota una significativa diminuzione di
acido sialico, dopo sforzo; diminuzione
che depone per un processo di destabi-
lizzazione elettroionica della « surface »
eritrocitaria, come testimonia la perdi-
ta delle sue cariche negative. Se la mem-
brana del GR dell'atleta viene alterata
da condizioni chimico-fisiche anormaii
del mezzo extra-cellulare, non altret-
tanto sembra avvenire a carico del me-
tabolismo glicidico dell'eritrocita stesso.
Infatti, i valori di glutatione (GSH), da
noi rilevati (Tab. 2) prima e dopo sfor-
zo, cenfermano, se pure indirettamen-
te, un adattamento metabolico tale da
mantenere in termini fisiologici la capa-
cita ossido/riduttiva dell’eritrocita, ca-
pacitd sufficiente a non permettere un
innesco glicolitico francamente anaero-
bico.

Ricerca e maratona

Giova anche ricordare che il rappor-
to GSH/GSSG, mantenuto nei limiti del-
la norma, svolge un’importante azione
protettiva a carico dei ponti di solfuro e
quindi preserva la stabile configurazio-
ne della struttura polipeptidica di mem-
brana.

Cio suggerisce che la caduta delle ca-
riche negative (acido sialico) di super-
ficie non giochi un ruolo di grande rile-
vanza nell'atleta.

Oggetto del nostro studio & stata an-
che I'attivazione emocoagulativa piastri-
nica, eventualmente legata allo sforzo
muscolare protratto; questo settore non
e correlato strettamente ai sistemi di
trasporto e di metabolizzazione dell’'os-
sigeno ma, indirettamente, anche la
membrana piastrinica pud essere in-
fluenzata da una condizione di ipossia
relativa, | valori di betaTG,PF. e adesi-
vita piastrinica (Tab. 3) mostrano, dopo
sforzo, un andamento del tutto fisiolo-
gico, se valutati nel contesto di un me-
tabolismo fortemente accelerato. Egual-
mente si comportano i livelli di malonil-
dialdeide (MDA), assunta quale parame-
tro indiretto del « turnover » fosfolipi-
dico di membrana. L'andamento della
MDA rilevato (Tab. 3) conferma che lo
sforzo muscolare protratto non attiva,
se non in maniera limitata, i meccani-
smi lipoperossidativi a radicali liberi
dell'ossigeno. Quest'ultimo dato si cor-
rela al biochimismo dell’emoglobina e
del glutatione eritrocitario.

Un incremento molto significativo, do-
po sforzo, si nota invece a carico dei
livelli mioglobinici, anche se questi non
raggiungono valori patologici ma dimo-
strano piuttosto la fondamentale funzio-
ne di fornitrice di ossigeno svolta dal-
la mioglobina.

L'insieme dei parametri esposti, ri-
guardanti elementi cellulari circolanti,
conferma che il sistema ossiforico non
pud essere considerato quale fattore li-
mitante la prestazione atletica, almeno
nel maratoneta; I'allenamento infatti
esalta, in questo atleta, tutta una serie
di adattamenti metabolici di compenso.

Pertanto, la nostra ricerca ha puntato
al chiarimento dei sistemi di utilizzazio-
ne e metabolismo cellulare dell'O., par-
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tendo dal presupposto che le caratteri-
stiche peculiari del corridore di fondo
possano essere individuate a questo li-
vello, e che tali caratteristiche vadano
studiate, corrette e adattate al soggetto,
mediante un allenamento specifico e
mirato.

E' ben nota la relazione tra attivita
enzimatica e disponibilita di substrati
nel maratoneta (Morgan '71, Costil '76b)
e anche come |I'utilizzazione di sub-
strati specifici sia legata alla specialita
atletica del soggetto (Varnauskas '70,
Sorbini '81). Sulla base di queste cono-
scenze e di personali convincimenti, ab-
biamo studiato la morfologia mitocon-
driale del maratoneta, comparandola con
qguella di soggetti normali non allenati,
valutando parallelamente i rispettivi cor-
redi enzimatici.

La risposta ottenuta con la microsco-
pia elettronica a trasmissione & visua-
lizzata nella Figura 3. Lo studio dell'at-
tivitd enzimatica mitocondriale e del me-
tabolismo dei substrati del ciclo di
Krebs, correlato all’analisi della funzio-
nalita della catena respiratoria (ETC),
dimostra come nel maratoneta sia esal-
tata la capacita ossido/riduttiva rispet-
to al soggetto normale (Tab. 5).

Cio che piu sorprende, pero, & la di-
screpanza fra capacita ossido/riduttiva
(Tab. 4 e 5) e tipo di fibre muscolari nel
maratoneta (Fig. 1 e Tab. 4}, notevolmen-
te differenziata dallo stretto rapporto
trovato da altri A.A. (Costill '76b, Gol-
Inick '82). E' da notare, inoltre, come la
esaltata capacita di utilizzazione dei sub-
strati sia legata a modificazioni quali-
tative di alcuni (Tab. 5 e 7) componenti
della via ossidativa e, precisamente, di
quelli piu strettamente connessi alla
ETC. Lo stimolo prodotto dall’allenamen-
to sembra, quindi, indurre un aumento
specifico della capacita ossidativa del
piruvato e del citocromo C, in contrasto
con quella del succinato; cid suggerisce
che gli enzimi chiave, regolatori della
via ossidativa, possono trovarsi sia al-
I'inizio sia alla fine della via ossidativa
stessa. Abbiamo osservato come la ca-
pacita di ossidare il piruvato e il citocro-
mo C sia da 3 a 6 volte piu alta nell’atle-
ta che nel normale, mentre la proporzio-
ne di fibre muscolari di | tipo & soltanto
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doppia, sempre rispetto al normale. L'a-
nalisi della capacita ossidativa dei singo-
li componenti il ciclo di Krebs e la ETC,
quando espressa come « ratio », raffor-
za il precedente riscontro, di una preva-
lenza ossidoriduttiva del piruvato, (Tab.
5, in alto a sn.) e quindi la specificita
dell’adattamento metabolico in rapporto
alla qualita dell'allenamento del corri-
dore di durata.

Allo studio della funzionalitd mitocon-
driale del maratoneta si collega I'anali-
si del comportamento dei metaboliti
plasmatici e tessutali, prodotti durante lo
sforzo muscolare (Tab. 6). Ci sembra in-
teressante indicare l'aumento (2 volte
circa) dell’idossibutirrato (Tab. 6); tale
dato sottolinea, infatti, 'importanza del
metabolismo epatico dei trigliceridi, du-
rante lo sforzo muscolare prolungato
(Karlsson '74).

La elevata capacita ossido-riduttiva
del maratoneta & confermata anche dal
modesto incremento del lattato plasma-
tico dopo sforzo. Molto alta appare, in-
vece, sempre a livello plasmatico, la
concentrazione del piruvato (oltre 6 vol-
te rispetto ai valori basali) unitamente
a quelle di malato e citrato. La interpre-
tazione corretta di questi dati non &
semplice; noi riteniamo che il compor-
tamento del piruvato plasmatico, analiz-
zato parallelamente alla gia descritta
elevazione della capacita ossido/ridut-
tiva a livello del ciclo di Krebs sugge-
risca, nel maratoneta, delle modificazio-
ni di talune vie metaboliche che appor-
tano substrati specifici ai mitocondri e
un parallelo potenziamento di corredi
enzimatici ossidativi del ciclo dell’acido
citrico.

Conclusioni

| dati ottenuti durante la ricerca e la
loro analisi interpretativa conducono, se-
condo le nostre vedute, a una ulteriore
puntualizzazione della strettissima rela-
zione intercorrente fra qualita dell’alle-
namento e specializzazione metabolica
dell'atleta.

Pertanto, pur riconoscendo utilita ai
tests indiretti di valutazione della for-
ma atletica, riteniamo che il modo piu



valido di studiare con esattezza le pos-
sibilita applicative e i limiti del training
atletico sia quello diretto, portato cioé
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