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Attivita dello squalene durante |’ autossidazione
di acidi grass poliinsaturi

M. ASSUNTA DESSI (*), MONICA DEIANA (**), CRISTINA ARRAS (**), ANTONELLA ROSA (**),
SEBASTIANO BANNI (**), FRANCESCO P. CORONGIU (**), (***)

Abstract. In this paper we have investigated the activity of squalene during the
autoxidation of four different polyunsaturated fatty acids: linoleic, linolenic, arachi-
donic and docosahexaenoic acids. Our results show that squalene exerts a weak but
significant antioxidant activity, and that squal ene hydroperoxide, the product derived
from squal ene oxidation, does not possess prooxidant activity. The protection exerted
by squalene is higher versus linolenic, arachidonic and docosahexaenoic acids than
linoleic acid. Squaleneantioxidant activity isrelated to itsdouble bond systemsinceits
saturated form, squalane, does not exert any inhibitory activity. Therefore, in our
experimental conditions, squalene does not act as a hydrogen atoms donor such as a-
tocopherol.
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INTRODUZIONE

Lo squalene € un composto isoprenoide a 30 atomi di carbonio contenente 6 doppi
legami. E statoisolato per laprimavoltadall’ olio di fegato di squalo[1] maélargamente
diffusoin naturasianei tessuti vegetali che animali. Nei tessuti animali € un intermedio
chiave nella biosintesi del colesterolo. Nell’uomo lo squalene € ubiquitario e viene
prontamente trasformato in colesterolo; sulla cute degli individui adulti si accumula
invece cometale, fino acostituire circail 10% dei lipidi totali del sebo [2]. Lo squalene
totale secreto dallapelle umanavariadaun soggetto all’ atro in quantitache oscillano tra
i 125 ei 475 mg/die [3].
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Lasuperficie cutanearappresentaun’ interfacciabiol ogicacon |’ ambiente esterno ed
epercio particolarmentesensibileagli stressossidativi ambientali, trai quali €preminente
quello derivante dalla radiazione ultravioletta. Questa € in grado di promuovere la
perossidazione dei lipidi cutanei, che puo essere iniziata dall’ ossigeno singoletto [4].
L’ ossigeno singoletto pud reagire direttamente con il doppio legame C=C e generare
perossidi [5]. Tuttavia, lamaggior partedellereazioni radicalichecheavvengonoalivello
della superficie cutanea sono reazioni di autossidazione.

Eriportatoinletteraturachelo squal eneattivo nei confronti di diversespeciereattive
dell’ ossigeno [6] ed e in particolare «quencher» di ossigeno singoletto [7]. Altri studi
suggeriscono che o squalene rappresentail primo lipide, alivello della cute, bersaglio
dello stress ossidativo [8].

Lo scopo del nostro lavoro e stato quello di studiare la capacita dello squalene di
proteggeregli acidi grassi poliinsaturi dall’ autossi dazione, agendo come «scavenger» di
radicali lipoperossilici. E stato utilizzato un semplicesistemachimico[9] nel qualeal cuni
acidi grassi poliinsaturi, comel’ acidolinolei co, linol enico, arachi doni co edocosaesaenoi co
sono stati ossidati a 37° C, asecco. Questametodica ha consentito di operare in assenza
di solventi nell’ambiente di reazione, condizione che imita quella ricorrente sulla
superficie cutanea. L’andamento dell’ ossidazione & stato seguito misurando diversi
parametri: il consumo degli acidi grassi e dello squalene e la formazione dei loro
principali prodotti di ossidazione. Inoltre, quantificando la formazione degli isomeri
geometrici dell’ acido linolei co idroperossido e stato possibilericavare utili informazioni
riguardo a meccanismo coinvolto nell’ attivita dello squalene.

MATERIALI E METODI
Reagenti e sostanze chimiche

Lo squalene, lo sgqualano egli acidi grassi utilizzati, ad un grado di purezza del 98%,
sono stati acquistati dallaSigmaChemicals(St. Louis,MO,USA). L’ acido 13-idroperossi-
9-11-cis,trans-ottadecadienoico (13-c,t-HPODE), | acido 9-idroperossi-10-12-cis,trans-
ottadecadienoico (9-c,t-HPODE), I'acido 9-11-cis,trans-ottadecadien-13-one (13-c,t-
0x0-ODE) e I'acido 10-12-cis,trans-ottadecadien-9-one (9-c,t-oxo-ODE) sono stati
acquistati dallaCascade Biochem. LTD (London, UK). Tutti i solventi utilizzati, agrado
di purezza RS per HPLC, sono stati acquistati presso la Carlo Erba (Milano).

Autossidazione degli acidi grassi

L' andamento dell’ autossidazione degli acidi grassi € stato seguito monitorando il
consumo dell’ acido grasso e laformazione dei suoi idroperossidi [9]. Dove possibile, &
stata anche misurata la formazione dei chetoni, principali prodotti della degradazione
degli idroperossidi [10,11]. Brevemente, 3,6 umoli di ciascun acido grasso puro, dauna
soluzione 3,6 UM in n-esano, sono state portate a secco e incubate in un bagno
termostaticoa37° C. Lareazionedi ossidazioneestatafermataquandoil 70-80%di acido
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grasso si era consumato. L’acido linoleico é stato cosi ossidato per 24 ore, |’acido
linolenico per 14 ore, I’ acido arachidonico per 10 oreel’ acido docosaesaenoico per 5ore.
L’ andamento dell’ ossidazione & stato seguito analizzando il valoredei vari parametri ad
intervalli di un’orao di mezz' ora. Durantel’ autossidazionei campioni sono stati esposti
alaluce artificiale, sebbene non sia stata notata al cuna differenza frai campioni tenuti
a buioequelli esposti alaluce. Allafinedel periododi incubazione, i campioni sono stati
raffreddati in ghiaccio e risospesi in 1 ml di acetonitrile acidificato con acido acetico
(0,14%) per laletturaal’HPLC.

Nei campioni dove gli acidi grassi sono stati ossidati in presenza di squalene, il
composto estato aggiunto alle 3,6 umoli di ciascun acido grasso adiverse concentrazioni
(20,40, 80, 160, 240, 320, 400, 480 nmoli) come soluzionein n-esano. | campioni, portati
asecco, sono stati incubati inun bagno termostaticoa37° C per 24, 14, 10e5 orenel caso
rispettivamente dell’ acido linoleico, linolenico, arachidonico e docosaesaenoico. A fini
comparativi, le stesse prove sperimentali sono state condotte in presenzadi squalano, la
forma satura dello squalene.

Analisi cromatografica degli acidi grassi e dello squalene

L'analisi degli acidi grassi e dello squalene e stata effettuata mediante un sistema
HPLC 1050 con rivelatore spettrofotometrico a serie di diodi 1040 Hewlett-Packard
(PaloAlto, CA, USA), equipaggiato con un programmadi el aborazione dati Phoenix 3D
HP Chemstation.

Gli acidi grassi sono stati separati con unacolonna C ; Adsordosphere Alltech (Eke,
Belgium) afaseinversa (25 cm x 4,6 mm1.D, 5 um) e con unafase mobile di CH,CN/
H,O/CH,COOH (70/30/0,12 v/viv), ad unflussodi 1,5 ml/min. Gli acidi grassi sono stati
rilevati a200 nm, gli acidi grassi idroperossidi a234 nm ei chetoni 2280 nm. Lo squalene
e stato eluito con una colonna C,  Hewlett-Packard afaseinversa (10 cm x 2,1 mmI.D,
5um), conmetanoloal 100% ad unflussodi 0,2 ml/min, ed éstatorilevatoa203 nm. Ogni
1,28 sec é stato registrato |o spettro completo dell’ eluato (da 195 a 315 nm) ed € stata
eseguitaun’ analisi computerizzatadegli spettri in derivataseconda[12]. Come ulteriore
conferma dell’identificazione dei picchi cromatografici, sono stati aggiunti, quando
disponibili, dei composti standard ai campioni.

Caratterizzazione dei prodotti di ossidazione dello squalene

La caratterizzazione dei principali prodotti di ossidazione dello squalene é stata
effettuata combinando I’ analisi spettrofotometrica all’HPLC con uno spettrometro di
massa APl | Perkin Elmer/Sciex (Toronto, Ontario, Canada) equipaggiato con una
sorgente aionizzazione atmosferica e unainterfacciaionspray. | prodotti di ossidazione
dello squalene sono stati eluiti secondo le condizioni soprariportate per lo squalene; in
queste analisi, e stato addizionato NH,0,CCH, (2 mM) allafase mobile, per assicurare
laionizzazionedegli andliti. L’ interfacciaestatatenutaa5kV eil voltaggio dell’ orifizio
a70V.Comegasnebulizzanteéstatautilizzataariapuraad unapressionedi 40 psi, mentre
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comegas curtain é stato utilizzato azoto puro, scaldato a55°C, ad un flusso di 0,6 L/min.
Gli analiti presenti nella fase mobile uscita dall’HPLC, dopo passaggio nel rivelatore
spettrofotometrico a serie di diodi, sono stati direttamente introdotti nella fonte di
ionizzazione. Lo spettrometro di massa e stato impostato per analizzare nel range di m/z
da 280 a 600, con unarisoluzione di m/z di 0,1 e unavelocitadi scansione di 8,67 sec.

Analisi statistiche

Per calcolare lamedia e ladeviazione standard dei dati ottenuti dallatriplice analisi
di ogni campione nelle medesime condizioni sperimentali € stato utilizzato un program-
malNSTAT GraphPad software(San Diego, CA, USA). Per evidenziarelasignificativita
fralemediedei diversi gruppi, formati dacampioni uguali di distinti esperimenti, & stata
effettuatal’ analisi «one-way ANOV A», che si basa sul metodo di Bonferroni.

RISULTATI
Autossidazione degli acidi grassi

Gli acidi grassi utilizzati sono stati ossidati per diversi intervalli di tempo, inmodo da
ottenere una ossidazione al’incirca equivalente, come si osservanellaTab. 1. L'anda-
mento dell’ autossidazione dell’ acido linoleico e mostrato in Fig. 1 ed élo stesso per tutti
gli acidi grassi esaminati, in accordo con quanto riportato in letteratura[10]. In partico-
lare, si notacome lamaggiore concentrazionedi idroperossidi formati si hasempreinun
determinato momento del processo ossidativo, a limite fralafase di propagazione ela
fase di termine [10], quando circail 40-50% dell’ acido grasso si € consumato. Questo
punto eraggiunto ad un diverso tempo di incubazione per ogni acido grasso, e diminuisce
esponenzialmente conil cresceredei doppi legami, come mostratoin Fig. 2. Laquantita
massimadi idroperossidi formati €inoltre molto pit altaper I’ acido linoleico (circa 700
nmoli) che per gli altri acidi grassi poliinsaturi (PUFA) (circa 400 nmoli) (Tab. 1).

Autossidazione dell’acido linoleico in presenza di squalene

L’acido linoleico € stato ossidato a 37° C per 24 ore in presenza di crescenti
concentrazioni di squalene(da20a480nmoli). LaTab. 2mostrai valori di acidolinoleico
residuo edei suoi idroperossidi e chetoni isomeri, misurati nel corso dell’ autossidazione.
Si pud notare come la quantita di acido grasso residuo, in presenza di squalene, €
significativa, rispetto ai campioni ossidati di controllo, apartireda80 nmoli. Lo squalene
mostra unacerta attivita antiossidante, che diventa evidente alla pit alta concentrazione
utilizzata (480 nmoli). Infatti, atale concentrazione I’ acido linoleico viene protetto per
circail 25% (Fig. 3). Laprotezione percentual e esercitatadallo squalene é statacal colata
comparando i valori di acido grasso residuo e di idroperossidi formati in presenza di
squalene, incubato a massimo tempo di ossidazione (24 ore), con quelli ottenuti durante
I" autossidazione del solo acido grasso. L o squalene non hamostrato attivitaproossidante
a nessuna delle concentrazioni utilizzate. Inoltre, a crescere della sua concentrazione
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Figura 1. Andamento dell’ autossidazione dell’acido linoleico a 37°C per 24 ore. Nel
graficosonoriportatiivalori di acidograssoresiduoediidroperossidi formati, misurati
adiversi intervalli di tempo. La significativita dei campioni € stata calcolata rispetto ai
valori iniziali (tempo 0). * = p < 0,05; *** = p < 0,001 (HPODE, acido idroperossi-
ottadecadienoico; c,t cis, trans; t,t trans,trans).
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Figura 2. Correlazionefrail numero di doppi legami presenti nell’acido grasso eil tempo
necessario araggiunger e lamassima produzionedi idroperossidi durantel’ ossidazione a
37°C.
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Figura3. Protezioneper centualeeser citatadavarieconcentrazioni di squalenedurante
I"autossidazione a 37°C degli acidi grassi linoleico, linolenico, arachidonico e
docosaesaenoico.

nella miscela di incubazione, determina un aumento degli idroperossidi e dei chetoni
isomeri in rapporto pressoché equimolare (Tab. 2).

Autossidazione degli acidi grassi in presenza di squalene

Alla piu ata concentrazione utilizzata (480 nmoli), lo squalene ha rallentato
I" autossidazione degli acidi linolenico, arachidoni co e docosaesaenoico pit chedell’ aci-
do linoleico. Infatti, mentre nel caso dell’ acido linoleico la protezione e stata di circail
25%, nel caso degli altri acidi grassi é statadi circail 50% (Fig. 3).

Le stesse prove sperimentali sono state effettuate sostituendo allo squalene 1o
squalano, la sua forma satura, main nessun caso si € evidenziata protezione (dati non
mostrati).

Prodotti di ossidazione dello squalene

Durante I'autossidazione in presenza di acidi grassi poliinsaturi 1o squalene si
consumaoriginando, come principali prodotti di ossidazione, 10 squalene idroperossido
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Figura 4. Cromatogramma dello squalene e dei suoi principali prodotti di ossidazione
registrato a 203 nm.
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N
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[ 24 ore di ossidazione con acido linoleico [ 14 ore di ossidazione con I'acido linolenico

010 ore di ossidazione con I'acido arachidonico  [J 5 ore di ossidazione con I'acido docosaesaenoico

Figura5. Consumo di squalene, incubato per diverseorecon acidolinoleico, linolenico,
arachidonico e docosaesaenoico, durante I’ autossidazione a 37°C.
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Figura 6. Squalene idroperossido formato al termine dell’ossidazione dell’acido
docosaesaenoico(A) per 5ore,dell’acidolinolenico(B) per 14 ore,dell’ acidoar achidonico
(C) per 10 oreedell’acido linoleico (D) per 24 ore, in relazione alla quantita iniziale di
squalene presente nella miscela di reazione.

elosgualeneidrossido. Questi prodotti sonostati evidenziati conl’ analisi spettrof otometrica
al’HPLC, come mostrato nel cromatogramma in Fig. 4, e identificati mediante
spettrometria di massa. Laquantitadi squalene consumato &€ maggiore quando questo &
incubatoin presenzadi acido linoleico che quando €incubato in presenzadegli altri acidi
grassi pitinsaturi (Fig. 5). Inoltre, laquantitadi squaleneidroperossido formato sembra
variare in relazione a grado di insaturazione dell’ acido grasso in esame, sia quando si
analizzano i dati presi ala fine del periodo di incubazione (Fig. 6), che quando si
comparano quelli presi ad uno stesso tempo di incubazione per tutti gli acidi grassi (Fig.
7).

DISCUSSIONE

L' attivitadello squalene verso radicali lipoperossilici € stata studiatain un semplice
sistemachimico[9], durantel’ autossidazionedi un acido grasso insaturo. Lo squalene ha
dimostrato di possedere una significativa attivita antiossidante; al’ aumentare della sua
concentrazione nellamiscela di reazione aumentala protezione, e, alla piu alta concen-
trazioneutilizzata, cioeinunrapportodi 7:1 (acido grasso:squalene) s haunrallentamen-
to dell’ autossidazione dell’ acido linoleico di circail 25%, e di quella degli altri acidi
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grassi pitiinsaturi di circail 50%. Lo squal enesembraquindi essere un buon «scavenger »
di radicali perossilici, e non sembrapossedere, in queste condizioni sperimentali, alcuna
attivita proossidante. La maggior protezione esercitata dallo squalene verso gli acidi
grass piu insaturi potrebbe essere spiegata tenendo presente che gli idroperossidi
dell’acido linoleico sono pit stabili rispetto a quelli degli altri PUFA, come dimostrato
dallenostre prove sperimentali. Abbiamoinfatti osservato chelamassimaproduzionedi
idroperossidi, raggiuntaquando circail 40% dell’ acido grasso si € consumato, e di circa
700 nmoli per I'acido linoleico e di circa400 nmoli per gli altri PUFA. Sembra, inoltre,
che dalla frammentazione degli idroperossidi degli acidi grassi contenenti piu di due
doppi legami abbiano origine prodotti che non sono facilmente convertibili in radicali
capaci di propagarelareazione[10]. Cosl, lo squal ene presente nellamisceladi reazione
epitalungo esposto al’ effetto proossidante degli idroperossidi dell’ acido linoleico che
di quelli degli altri PUFA e questo risultain un maggior consumo del composto ein una
suaminore attivitaprotettiva. Si osservainfatti cheil consumo di squaleneémaggiorein
presenzadi acido linoleico. Anchei prodotti di ossidazione dello squalene, o squalene
idrossido e lo sgualene idroperossido, s ritrovano in minore concentrazione ala fine

80 +

Squaleneidroperossido
(nmoli)

Tempo di incubazione (ore)

Figura 7. Squalene idroperossido formato a determinati intervalli di tempo durante
I"autossidazione dell’ acido docosaesaenoico (A), dell’ acido ar achidonico (B), dell’ acido
linolenico (C), edell’acido linoleico (D) a partire da 480 nmoali iniziali di squalene.



12 M.A. DESSI, M. DEIANA, C. ARRAS, A. ROSA, S. BANNI, F.P. CORONGIU

dell’ autossidazione in presenza di acido linoleico e sembrano dunque subire 10 stesso
attacco degli idroperossidi con il procedere dell’incubazione. Tali prodotti derivano
esclusivamente dalla reazione con radicali perossilici, poiché non vengono determinati
guando lo squalene € ossidato in assenzadi PUFA. Nelle nostre condizioni sperimentali
non hanno mai mostrato di possedere alcun effetto proossidante, probabilmente
perchéi radicali intermedi sono stabilizzati dallarisonanzanelle unitaisopreniche della
molecola. Al carbonio quaternario dell’ unitaisoprenica sembralegata la capacita dello
squalene di agire come «quencher» di ossigeno singoletto [7]. Anche nelle nostre
condizioni sperimentali la presenza dell’ unita isoprenica sembra indispensabile per
|" attivitaantiossidantedel lamol ecol a, poichélo squalano, laformasaturadello squal ene,
non hamostrato al cunaattivita. Riguardo al meccanismo di reazione dello squalene con
i radicali perossilici risultachiaro chel o squalenenonsi comportacomedonatoredi atomi
di idrogeno, come I’ a-tocoferolo, poiché la produzione degli idroperossidi e chetoni
isomeri, ottenuti nel corso dell’ autossidazione dell’ acido linoleico, € semprein rapporto
pressoché equimolare. La presenza dell’ a-tocoferolo nellamiscela di reazione, invece,
spostalaformazionedegli idroperossidi edei chetoni isomeri versolaformacis,trans[9].

L"accumulo di squalene non avviene nella maggior parte dei tessuti interni, ma é
caratteristico dellacute[2]. Laragionedel perchélo squalenesiapresentenel sebointali
concentrazioni non e stata ancora completamente chiarita.

Nel nostro sistema sperimentale 1o squalene, nello stesso rapporto di 7:1 (acido
grasso:squal ene) chesi trovasullasuperficiecutanea, hamostrato di possedere unabuona
attivita antiossidante, agendo da «scavenger» di radicali lipoperossilici, e di non essere
proossidante. Inletteraturaériportato chelo squalene possiedeattivitadi «quencher nei
confronti dell’ ossigeno singoletto [7] e rappresentail primo lipide, alivello della cute,
bersaglio dello stress ossidativo, generando come principal e prodotto di ossidazione lo
sgualene idroperossido. Quest’ ultimo sembra possedere importanti attivita biologiche,
poichéin sistemi «invitro» stimolalaproduzionedi melaninadaparte dei melanociti [8].
Si potrebbe quindi pensare cheil ruolo dello squalene nel sebo siaanche legato allasua
azione protettiva nei confronti dei lipidi cutanei, suscettibili di processi perossidativi
indotti principalmente dallaluce ultravioletta.
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