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Abstract.

The expression of Heat Shock Proteins (HSPs) is one of
the most defensive mechanism against cellular stress,
HSPs are an heterogeneous family of molecules highly
maintained across the species during the evolution.
Exercise training represents the most important source of
stress in the skeletal muscle and it triggers the increase of
the expression of HSPs, particularly Hsp70, into the cells,
plays the intracellular role of chaperone and stress sensor.
It has been shown that the expression of Hsp70 as cell re-
sponse to stress is directly proportional to stress intensity.
Several authors described Hsp70 trends as result of diffe-
rent training protocols in both human and animal skeletal
muscles, getting out contrasting results.

The purpose of this review is to clarify the influence
of exercise on the production of Hsp70.

Further experiments are necessary to understand better
the Hsp70 role in damage induced by physical training to
schedule an optimal workout program.

KEYWORDS: physical exercise, heat shock proteins, mus-
cle damage, stress proteins.

Riassunto.

Le cellule si difendono dallo stress attraverso una serie di
Heat Shock Proteins (HSPs), una famiglia di molecole ubi-
quitariamente presenti negli organismi e altamente conser-
vate con I'evoluzione.

L’esercizio fisico rappresenta una delle maggiori fonti di
stress per il muscolo scheletrico che in risposta aumenta la
sintesi di diverse HSPs. Tra queste, quella maggiormente
espresse € la Hsp70 che svolge un ruolo di chaperone e di
segnalatore di stress.

E stato dimostrato come la risposta della Hsp70 sia diretta-
mente proporzionale all'intensita dello stress. Molti autori
descrivono I'andamento e I'espressione di questa proteina
nel muscolo scheletrico di uomo e di animali in seguito a
diversi protocolli di allenamento ottenendo risultati contra-
stanti.

Scopo di questa review €& di chiarire [linfluenza
dell’esercizio fisico sulla produzione della Hsp70.

Ulteriori esperimenti permetteranno di comprendere meglio
il ruolo di questa proteina contro i danni indotti
dall'esercizio fisico in modo da pianificare una tipologia di
allenamento ottimale.

PAROLE CHIAVE: esercizio fisico, proteine da shock ter-
mico, danno muscolare, proteine da stress.
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Muscolo scheletrico e Hsp70

Il muscolo scheletrico € un tessuto estrema-
mente dinamico, possiede la capacita di adat-
tarsi a numerosi stimoli fisiologici o stress e-
sterni. Durante la contrazione muscolare una
grande quota dell’energia utilizzata & convertita
in energia termica provocando l'innalzamento
della temperatura muscolare (1). Lo stress ter-
mico puo indurre direttamente o indirettamente
la denaturazione proteica che funge da termo-
metro cellulare. Uno dei meccanismi di adatta-
mento allo stress cellulare di natura termica &
la produzione delle Heat Shock Proteins
(HSPs); queste rappresentano il piu antico si-
stema di difesa in tutti gli organismi viventi.
Questa molecola chaperone & presente in tutti
gli organismi ed & indispensabile per la soprav-
vivenza della cellula (2-4). Nelle cellule non
stressate, le HSPs svolgono funzioni di chape-
rone associate con nuova sintesi polipeptidica
assicurando il corretto folding, locazione e fun-
zione proteica (5,6). Un incremento delle HSPs
in seguito a stress ristabilisce 'omeostasi cellu-
lare, facilita il processo di riparazione da danno
e protegge le cellule da infortuni futuri (7-9).

Vi sono diverse HSPs che variano a seconda
delle caratteristiche biologiche e funzionali,
classificate in diversi gruppi in base al peso
molecolare. Le HSPs identificate nel muscolo
scheletrico maggiormente espresse sono la
Hsp70, Hsp60 e Hsp90 (10). In particolare la
Hsp70 funziona da indicatore cellulare di stress
e riveste un importante ruolo nella trasduzione
del segnale in quanto il suo ruolo nel muscolo
scheletrico & di segnalatore di stress (11). Inol-
tre svolge un ruolo fondamentale nel metaboli-
smo delle proteine, e recentemente €& stato rico-
nosciuto un suo ruolo nel processo di adatta-
mento muscolare, cosi come nell’'apoptosi e
nella miogenesi (12,13). Diversi lavori presenti
in letteratura mostrano come la risposta della
Hsp70 é indotta da differenti meccanismi corre-
lati con lintensita della causa stressante (14-
16). E ampiamente accettato che I'esercizio fi-
sico & uno stimolo sufficientemente stressante
per indurre la risposta della Hsp70 nel muscolo
scheletrico (17-20).

Molti fattori stressanti sono associati con
I'esercizio fisico tra cui: elevata temperatura,
stress metabolici, produzione di catecolamine,
incremento intracellulare di calcio e delle spe-
cie reattive dell’'ossigeno, deplezione di glicoge-
no e di ATP, diminuzione del pH intracellulare
(15,21,22).

Inoltre durante la fase di contrazione muscolare
I'apporto di sangue intramuscolare & interrotto
temporaneamente per poi riprendere nella fase
di rilasciamento; in questo modo il muscolo va
incontro al fenomeno della ischemia-
riperfusione (23,24). Tutti questi fattori stres-
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santi determinano un aumento della espressio-
ne delle HSPs da parte del muscolo scheletri-
o, € in particolare della Hsp70.

Variazione dei livelli sierici e tissutali di Hsp70
in seguito a diversi protocolli di allenamento
Diversi autori hanno ipotizzato che modificando
i parametri del lavoro muscolare come carico,
volume e intensita dell’allenamento, si possono
avere effetti diversi sugli adattamenti preceden-
temente descritti e quindi una diversa risposta
della Hsp70.

Gia negli anni ‘90 I'attivita fisica era considerata
come uno stimolo che induce le HSPs (25).
Molti lavori mostrano che la risposta della
Hsp70 & direttamente correlata all'intensita del-
la causa stressante (15); questo € ben docu-
mentato negli studi sugli animali, mentre sono
di meno e controversi i lavori relativi ai muscoli
scheletrici nell’'uomo.

E stato dimostrato che anche negli esseri uma-
ni la produzione della Hsp70 puo essere indotta
molto rapidamente in organi e tessuti dopo e-
sposizione a uno stimolo stressante (26-28). Ad
esempio Fehrenbach ha dimostrato come i li-
velli della Hsp70 e Hsp27 aumentano nei leu-
cociti dopo uno sforzo di tipo acuto, mantenen-
dosi elevati anche dopo 24 ore (29,30). In uno
studio condotto da Walsh alcuni soggetti effet-
tuavano una seduta di allenamento di corsa su
treadmill di 1 ora al 70% della soglia aerobica
(moderata intensita). Si osservava gia a 30 mi-
nuti un aumento di espressione della Hsp70 nel
sangue durante l'esercizio. Questo incremento
non era una diretta conseguenza del lavoro
muscolare, ma era ampiamente preceduto da
un incremento intramuscolare della Hsp70 (31).
Un'ulteriore conferma si & avuta da Febbraio et
al. (32) in uno studio condotto su soggetti in cui
€ andato a investigare il rilascio della Hsp70 nel
tessuto epatico. | soggetti venivano sottoposti
ad un allenamento di 2 ore su bike statica alla
massima capacita aerobica; veniva prelevato
contemporaneamente sangue dall'arteria bra-
chiale e delle vene femorale ed epatica princi-
pale a 30, 60 e 120 minuti dopo I'esercizio. La
concentrazione della Hsp70 aumentava solo
nel sangue epatico e non negli altri distretti
sanguigni. Questo dimostrava che I'esercizio
stimolava la produzione di questa proteina nel
fegato. Tuttavia la risposta della Hsp70 nel mu-
scolo scheletrico, sembra essere specifica in
termini di tempo. Nelluomo il tempo di risposta
nella produzione della Hsp70 ha una maggiore
latenza rispetto ai roditori (in particolare i ratti)
in cui varia dal minuto all’'ora (19).

Uno dei primi autori a studiare il tempo di rispo-
sta della Hsp70 nel muscolo scheletrico in se-
guito ad esercizio fisico € stato Puntschart (33).
Questi ha studiato l'espressione della forma
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inducibile della Hsp70 nelle cellule muscolo
scheletriche umane, dopo una singola seduta
di allenamento di tipo aerobico, su treadmill per
30 minuti, in soggetti non allenati. Si € visto che
la concentrazione dellmRNA della Hsp70 era
aumentata significativamente dopo 4 minuti dal
termine dell’esercizio e che questo valore si
manteneva elevato anche dopo 3 ore dalla fine
della seduta allenamento. Ma al contrario il li-
vello proteico della Hsp70 non cambiava nelle
3 successive all'allenamento. La conclusione
tratta € stata che un singolo esercizio non ha
effetti sul livello proteico basale, di per se ele-
vato, della Hsp70; oppure il periodo di osserva-
zione ¢ stato troppo breve per avere un incre-
mento significativo. Puntschart concluse che
I'analisi del mMRNA della Hsp70 & potenzialmen-
te utile come metodo per rilevare lo stress in
tessuti con un elevato livello basale di HSPs
(33).

Da uno studio condotto sui canottieri professio-
nisti, e quindi con un livello di allenamento ele-
vato, Liu e collaboratori sono andati a indagare
il livello proteico della Hsp70 dopo un allena-
mento di endurance (34). Dopo 4 settimane dal
termine della prova, i livelli proteici erano anco-
ra significativamente piu alti di 3 volte rispetto
al livello basale. Questo lavoro ha dimostrato
che nei canottieri professionisti aumenta il livel-
lo proteico della Hsp70 nel muscolo scheletrico,
ma non spiega se questo aumento €& dipeso
dall'intensita o dal volume dell’allenamento.
Sempre lo stesso Liu ha condotto un lavoro su
due gruppi di canottieri allenati, sottoponendoli
a un protocollo di allenamento, in cui variava
l'intensita e il volume dividendo il lavoro in tre
fasi (20). Un gruppo ha effettuato un allena-
mento ad alta intensita in una prima fase, men-
tre I'altro gruppo ha effettuato un allenamento
ad alta intensita in una seconda fase. Il volume
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gruppi nella seconda fase. Nella terza fase so-
no stati ridotti sia lintensita sia il volume
dellallenamento. Da questa sperimentazione
hanno osservato che si ha un aumento della
risposta della Hsp70 subito dopo l'aumento
dell'intensita dell’allenamento e riduzione quan-
do questa viene ridotta nella terza fase, mentre
I'espressione della Hsp70 non sembra risentire
del parametro del volume dell’allenamento (20).
Questa relazione, tra intensita e volume di alle-
namento, e risposta della Hsp70 nel muscolo
scheletrico umano, & fortemente supportata da
studi successivi sugli animali (v. tab. 1).

Tupling nel 2007 (35) ha dimostrato come inse-
guito a un allenamento di tipo acuto isometrico
I'espressione della Hsp70 a livello proteico non
cambiava immediatamente dopo [I'esercizio.
Questo aumentava del 43% dopo un giorno di
recupero e restava elevato per i 6 giorni suc-
cessivi. Questi autori ipotizzano che la discre-
panza tra i tempi di risposta a livello proteico e
a livello di mRNA potrebbe essere dovuta al
fatto che i meccanismi post trascrizionali svol-
gono un ruolo nella regolazione dei livelli di e-
spressione della Hsp70 umana nel muscolo
scheletrico, in risposta ad allenamento.

Hsp70 e muscolo scheletrico: studi sul modello
animale

Diversi lavori hanno mostrato come non vi sia
una correlazione specifica tra la risposta della
Hsp70 nel muscolo scheletrico umano e nel
muscolo scheletrico degli animali, e in partico-
lare nei ratti. Uno studio sulla risposta della
Hsp70 all’allenamento di endurance sugli ani-
mali & stato effettuato da Milne e Noble (36).
Questi hanno sottoposto due gruppi di ratti a un
protocollo di allenamento di corsa su treadmill;
un gruppo a bassa intensita, 'altro ad alta in-
tensita. Entrambi i gruppi sono stati allenati per

dellallenamento € aumentato in entrambi i 8 settimane. L’'incremento dell’espressione si &
TIPO DI DURATA NUMERO VARIAZIONE RIFERIMENTO

ALLENAMENTO SOGGETTI Hsp70 BIBLIOGRAFICO
Aerobico, alta 30 minuti 5, non allenati (33)

intensita + +

Endurance, 4 settimane 10, allenati (20)

intensita massima + +

Alta intensita e 3 settimane 6, allenati (34)

settimana di +

recupero

Bassa intensita e 3 settimane 8, allenati (34)

settimana di i

recupero

Acuto isometrico 30 minuti 10, non allenati + (35)

Tab. 1: Relazione tra intensita e volume di allenamento e risposta della Hsp70 nel muscolo sche-

letrico umano.
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avuto soltanto nel gruppo allenato ad alta inten-
sita nonostante il volume dell’'allenamento, e
quindi la distanza percorsa, fosse la stessa per
entrambi i gruppi (36).

In un altro studio, Melling (37), ha esaminato
I'attivazione del gene della Hsp70 inseguito ad
esercizio di tipo acuto, utilizzando due gruppi di
ratti; uno formato da ratti sedentari, I'altro da
ratti precedentemente allenati con un program-
ma di tipo aerobico. Non vi erano differenze si-
gnificative nell’espressione della Hsp70
nel’lmRNA subito dopo l'esercizio tra i due
gruppi di animali.

Altri esperimenti condotti sugli animali sottopo-
sti a un programma di allenamento di enduran-
ce a bassa intensita hanno mostrato, a differen-
za del tipo di risposta avuta negli esseri umani,
un incremento della HSP70 a prescindere se i
ratti avessero effettuato o meno un periodo di
adattamento all’esercizio. Diversi autori hanno
cosi ipotizzato che la risposta della HSP70 nel
muscolo scheletrico umano ¢é influenzata dallo
stato di allenamento e quindi di adattamento
all’esercizio (20,38,39).

L’espressione della Hsp70 nelle fibre muscolari
Differenti tipologie muscolari presentano carat-
teristiche biochimiche funzionali diverse tra lo-
ro, cosi com’e diversa la loro risposta
all’espressione delle HSPs. Gia nel 1991 Locke
(40) aveva dimostrato che la forma inducibile
della Hsp70 & costitutivamente espressa nei
muscoli di ratto nelle fibre di tipo | € non in quel-
le di tipo Il. Nei muscoli con fibre di tipo misto
'espressione & proporzionale alla presenza
delle fibre di tipo |.

In un lavoro sulla relazione tra I'isoforma MHC
e la risposta della Hsp70 & stato dimostrato che
durante lo sviluppo muscolare il livello basale
della Hsp70 nel muscolo soleo (fibre low-twitch)
incrementa parallelamente allaumentare delle
fibre di tipo |, evento non riscontrato nel musco-
lo plantare prevalentemente formato da fibre di
tipo Il (fast-twitch) (41).

E stato mostrato come I'espressione della
Hsp70 e la risposta all’esercizio sono in relazio-
ne con il tipo di fibra muscolare che viene sti-
molata (42). Molti dei lavori presenti in letteratu-
ra hanno utilizzato come modello il muscolo va-
sto laterale (con tipologia di fibre low-twitch)
con svariati esercizi tutti di tipo aerobico (corsa
e ciclismo). Thompson é stato il primo ad anda-
re a valutare e comparare la risposta della
Hsp70, utilizzando un altro modello muscolare,
il bicipite brachiale (con tipologia di fibre fast-
twitch) e nel vasto laterale (43). L’esperimento
€ stato condotto su soggetti non allenati; il pro-
tocollo di allenamento ha previsto un esercizio
di tipo eccentrico ad alta intensita per il bicipite
brachiale (50 ripetizioni alla massima intensita)
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€ un esercizio a bassa intensita per il vasto la-
terale (corsa su treadmill con inclinazione di
meno 10 gradi per 30 min). L’espressione della
Hsp70 & stata valuta 48 ore dopo la fine
dell’allenamento e si & avuta una risposta signi-
ficativa sia a livello proteico sia nel’mRNA solo
nel bicipite brachiale e non nel vasto laterale.
Brkic, invece, ha messo in correlazione la ri-
sposta e [l'espressione della Hsp70 con
I'esercizio e la tipologia delle fibre muscolari
stimolate (44). Quest'ultimo ha osservato la ri-
sposta della Hsp70 nel muscolo tricipite bra-
chiale (fibre veloci) ad un allenamento di forza
combinato con esercizi balistici e di stretching.
Si & avuto un incremento della Hsp70 sia a li-
vello proteico sia a livello del’'mRNA. La con-
clusione ¢ stata che in risposta all’allenamento,
la Hsp70 pud essere indotta nei muscoli del
braccio umano, e che il ruolo universale di cha-
perone molecolare Hsp70 pud avere importanti
effetti nell’'adattamento all’allenamento di forza
nei muscoli del braccio, composti prevalente-
mente da fibre muscolari veloci (44).
Recentemente Tupling (35) ha studiato la rispo-
sta della Hsp70 in fibre specifiche in risposta ad
un esercizio di tipo acuto per 30 minuti sul mu-
scolo vasto laterale. Non vi era differenza nel
contenuto basale, pre esercizio, della Hsp70
nelle fibre di tipo 1, 1A, e HIAX/IIX. Immediata-
mente dopo l'esercizio il contenuto della Hsp70
aumenta nelle fibre di tipo | di circa '87%, e ri-
mane invariata nelle fibre di tipo Il. A un giorno
di recupero, e nei 6 giorni successivi alla prova,
il contenuto aumentava in tutte le fibre rispetto
al livello basale, maggiormente nelle fibre di
tipo | dove era sempre piu alto rispetto alle al-
tre. E stato valutato che la deplezione del con-
tenuto di glicogeno subito dopo I'esercizio av-
veniva a carico soltanto delle fibre di tipo Il e
non nelle fibre di tipo I. Quindi la differente e-
spressione della Hsp70 nelle fibre non & corre-
lata con la disponibilitd di glicogeno. Questi ri-
sultati dimostrano che la risposta della Hsp70
nel muscolo scheletrico indotta dall’esercizio &
specifica a seconda del tipo di fibra.

Ruolo della Hsp70 nell’'adattamento muscolare
conseguente all’allenamento

Il primo a ipotizzare che un protocollo di allena-
mento che non crea danno muscolare possa
incrementare la risposta della Hsp70 & stato
Khassaf (45). Questi & andato a studiare
'andamento della risposta della Hsp70 con un
protocollo di allenamento sub massimale a
tempo zero a 24, 48, 72 ore e dopo 6 giorni dal-
la fine della prova, su biopsie del muscolo va-
sto laterale. In questo studio i soggetti esegui-
vano un esercizio di ciclismo con una gamba
sola per 45 minuti al 70% della loro soglia aero-
bica. Questo modello di esercizio & stato utiliz-
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zato per ridurre il piu possibile la possibilita di
trauma muscolare e quindi di infiammazione,
fattori che avrebbero potuto influenzare il risul-
tato finale in quanto promotori della risposta
della Hsp70. La media del contenuto muscolare
della Hsp70 aumenta enormemente dopo 6
giorni dal termine della prova. Il segnale re-
sponsabile per l'attivazione della risposta da
stress dopo questa forma di esercizio non &
chiaro; si € ritenuto cio potesse essere dovuto
allaumentata temperatura muscolare, alla pre-
senza di enzimi dello stress ossidativo o alla
variabilita dei soggetti.

Morton nel 2006 ha caratterizzato le modalita e
'andamento della risposta delle maggiori
HSPs, e in particolare della Hsp70, nel muscolo
scheletrico umano inseguito ad allenamento
acuto su treadmill (45 minuti a velocita corri-
spondente alla soglia aerobica dei soggetti) che
non provoca danno muscolare in soggetti che
praticano attivita fisica di tipo ricreativo (non
allenati e non sedentari) (46). In questo studio
vengono effettuate delle biopsie muscolari subi-
to dopo l'allenamento e dopo 24, 48, 72 ore e
una settimana dopo l'allenamento. Si & riscon-
trato un aumento della risposta della Hsp70 an-
che se 'andamento e la variazione della rispo-
sta era sostanzialmente bassa rispetto a prece-
denti lavori su soggetti sedentari. Si € specula-
to che la risposta dei soggetti sedentari a stimo-
li stressanti & maggiore rispetto a soggetti attivi,
o allenati, in modo tale da ripristinare, piu rapi-
damente, [I'omeostasi cellulare turbata
dall’'esercizio (46).

Recentemente Paulsen (47) ha investigato la
risposta di alcune HSPs, e in particolare della
Hsp70, nel muscolo scheletrico ad un esercizio
di tipo eccentrico massimale in soggetti non a-
bituati a questa tipologia di allenamento. Sono
state effettuate delle biopsie sul quadricipite
femorale a 30 minuti e a 4, 8, 24, 96 e 168 ore
dopo la prova. La Hsp70 aumentava in modo
significativo dopo 24 ore a livello citosolico, e
dopo 4 giorni a livello miofibrillare, mentre
'espressione dellmRNA era largamente au-
mentata gia dopo 8 ore dal termine dell'eserci-
zio. Si & ipotizzato, quindi, che I'incremento sia
a livello proteico sia a livello di mRNA indichi un
ruolo fondamentale della Hsp70 nel recupero e
nel processo di rimodellamento/adattamento
muscolare nell’'esercizio di tipo eccentrico mas-
simale.

Conclusioni

Nonostante la presenza di molteplici lavori in
bibliografia, la risposta del muscolo scheletrico
umano allo stress indotto dall’esercizio fisico
rimane non del tutto chiara e compresa.
L’interpretazione dei dati provenienti da studi
umani & spesso limitata alla risposta di una par-
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ticolare famiglia HSP (in particolare Hsp70), ed
€ complicata da variazioni dei tempi di campio-
namento dei tessuti, da soggetti con differenti
caratteristiche (ad esempio, l'eta, lo stato di al-
lenamento, il sesso, lo stato nutrizionale), e
dall'utilizzo dei protocolli di allenamento piu di-
sparati. Cid0 € particolarmente importante nel
caso in cui vi € una componente nel protocollo
di allenamento che crea danno muscolare, do-
ve il danno & definito come necrosi evidente,
accompagnato da una riduzione significativa
della capacita del muscolo di generare forza.
Le cellule fagocitarie migrano verso il sito dove
€ presente il danno e in cui i livelli di HSPs so-
no relativamente alti (48). L'uso di un protocollo
di allenamento che non crea danno muscolare,
tuttavia, fornisce un approccio metodologico pit
controllato in cui la maggiore espressione di
HSPs & probabile che si presenti all'interno del-
le cellule muscolari scheletriche, piuttosto che
nel contenuto delle cellule fagocitarie.

La risposta dose dipendente della Hsp70 allo
stress cellulare nel muscolo scheletrico ha un
importante significato fisiologico e fisiopatologi-
co in quanto un incremento del contenuto mu-
scolare della Hsp70 inseguito ad esercizio fisi-
co & pensato per ristabilire 'omeostasi cellula-
re, promuovere il rimodellamento cellulare e
provvedere a protezione cellulare contro danni
futuri (48,49). Uno dei processi di adattamento
del muscolo scheletrico in seguito ad allena-
mento & dato dalla diminuzione del danno. Poi-
ché una delle funzioni della Hsp70 & quella di
svolgere un ruolo protettivo nei confronti del
danno muscolare indotto dall’allenamento, la
sua espressione € stata messa in correlazione
al processo di adattamento muscolare, anche
se ulteriori indagini sono necessarie per confer-
mare questa ipotesi (50).

Un’ulteriore comprensione del ruolo di queste
proteine, in particolare della Hsp70, nella prote-
zione contro i danni indotti dall’esercizio nel
muscolo scheletrico, e dell'induzione della loro
produzione dopo diverse tipologie di esercizio,
potrebbe facilitare una pianificazione logica per
un allenamento ottimale, riducendo al minimo i
danni muscolari, ottenendo il massimo adatta-
mento allattivita contrattile e prevenendo
I'overtraining.
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