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RESUMEN

El escualeno es un compuesto hidrocarbonado intermediario en la biosintesis de fitosteroles y terpenos en
plantas y del colesterol en animales con una larga tradicion de investigacion que se inicio en 1916. La reciente
investigacion de sus efectos bioldgicos ha evidenciado propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antia-
terosclerdticas. Es un compuesto que se acumula en el higado de los animales que lo consumen sin que este
higado graso repercuta en la longevidad de dichas especies. Este acimulo de escualeno modula redes de
expresion génica y regula los niveles postranscripcionales de diversas profeinas. La combinacion del escualeno Escualeno
con ofras sustancias bioactivas es un campo ilimitado de exploracion que puede conducir a la formulacion Adyuvante
de nuevos alimentos funcionales para controlar enfermedades asociadas al estrés oxidativo y el envejecimiento Higado graso
en humanos y en medicina veferinaria. Aterosclerosis
Sus miltiples usos en dermofarmacia o como adyuvante de vacunas lo convierten en una molécula codiciada.
Aungque tradicionalmente se ha obtenido de los tiburones, el impacto de su captura con este fin es de tal
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magnitud que resulta imperante la bisqueda de alternativas. Esta bisqueda de nuevas fuentes para poder
cwbrir su demanda plantea nuevos retos tecnoldgicos.
Squalene
Adjuvant

ABSTRACT )
Squalene is a hydrocarbon intermediary involved in the biosynthesis of phytosterols and terpenes in plants | Foffy ver

and of cholesterol in animals. Its discovery backs to 1916. Recent researc[ on biological eﬁgds has shown Atherosclerosis
this compound to display antioxidant, anti-inflammatory and anti-atherosclerotic properties. When animals
accumulate in the liver, this fatty liver does not influence their longevity, but influences both gene expression
networks and post-transcriptional protein levels. Combination ofzqua lene with other biological compounds
is a(rlr open aspect to develop functional food to control oxidative stress and aging in human and veferinary
medicine.

Its current use in cosmetics or as vaccine adjuvant makes of it a coveted molecule. Traditionally, sharps have
been its source. However, the impact of their capture for this purpose is unsustainable and the search for
n/f v;/sources is highly required. The quest for those in order to reach the demand poses new technological
challenges.

El escualeno, una molécula palpitante a pesar de los ciento cinco
aiios de su descubrimiento
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1. INTRODUCCION

Estructura del escualeno

El escualeno es un hidrocarburo cuya formula corresponde
al CoHsy, posee seis metilos y seis dobles enlaces y su nombre oficial
aprobado por la IUPAC es (6E,10E, 14E,18E)-2,6,10,15,19,23-hexa-
metil tetracosa- 2,6,10,14,18,22- hexaeno (1). Su biosintesis en
plantas y animales utiliza elementos de carbono de 5 unidades de-
nominados isoprenos y al ser un compuesto que utiliza un mdltiplo
de seis unidades del mismo, se le considera un isoprenoide, concre-
tamente un triterpeno lineal.

Descubrimiento

Fue en 1916 cuando el quimico japonés Mitsumaru Tsuji-
moto aislo y caracterizd este compuesto. Puso de manifiesto su
abundancia en el aceite de higado de tiburdn y formuld que podria
utilizarse para identificar aceites y grasas (2). En los afios siguientes,
prosiguio con sus investigaciones y confirmo el hallazgo en varias
especies de fiburones y a raiz de esto, lo denomind escualeno (3).

Destino metabélico

Desde entonces, numerosos trabajos han permitido esta-
blecer que el escualeno es un intermediario en la biosintesis de co-
lesterol. Utilizando la unidad de 5 carbonos de isopreno, antes
mencionada y en diversas etapas metabdlicas se forma el escualeno,
a partir del cual mediante ciclacion se originard el colesterol (4).

En plantas, el origen del escualeno es compartido con ani-
males, pero su destino metabdlico cambia y origina los fitosteroles
y una gama amplisima de terpenos. Solo en el fruto del olivo se
han encontrado alcoholes como el uvaol y el eritrodiol y compuestos
terpénicos dcidos como el mdslinico, el oleandlico y el ursélico (5).

2. NUESTRO INTERES

Nuestro grupo de investigacion viene trabajando en el es-
tudio de las propiedades antiaterogénicas del aceite de oliva virgen.
Este es el zumo oleoso del fruto de la Olea europea separado de
los demds componentes del fruto. Esto permite que ciertos compo-
nentes presentes en el fruto puedan pasar al aceite en tanto que
estdn ausentes en los procedentes de semillas, que siempre requie-
ren una extraccion con disolventes.

Los constituyentes del aceite de oliva virgen pueden cla-
sificarse en dos grandes grupos: uno mayoritario, la fraccion sapo-
nificable, y otro presente en menor proporcion, los componentes
minoritarios o fraccion insaponificable.

La fraccion saponificable representa el 99 %, la mayor
parte de la cual son friglicéridos y en menor medida dcidos grasos
libres, mono o diglicéridos, fostdtidos, ceras y ésteres de esteroles.
El dcido graso mds abundante es el dcido oleico (monoinsaturado),
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con cantidades moderadas de los dcidos palmitico y linoleico y un
bajo porcentaje de dcidos estedrico y linolénico, tal como se ilustra
enlatabla 1.

Tabla 1. Porcentaje de los diferentes dcidos grasos presentes en el
aceite de oliva.

Nombre comdn (Simbolo) Porcentaje
Miristico (14:0) 0,0-0,05
Palmitico (16:0) 75-20,0

Palmitoleico (16:1n7) 03-35
Margdrico (17:0) 00-03
Heptadecenoico (17:1) 00-03
Estedrico (18:0) 05-50
Oleico (18:1n9) 55,0-83,0
Linoleico (18:2n6) 35-21,0
a-Linolénico (18:3n3) 00-09
Araquidico (20:0) 00-06
Eicosenoico (20:1n9) 00-04
Behénico (22:0) 0,0-02
Lignocérico (24:0) 00-02
Adaptada de (30)

La fraccion insaponificable, también denominada com-
ponentes minoritarios del aceite de oliva virgen, contiene una gran
variedad de compuestos. En la tabla 2, se recogen los principales
grupos quimicos junto con su rango de concentraciones. Como se
aprecia en la misma, los hidrocarburos son los mds abundantes y
entre ellos destaca el escualeno y en menor cantidad los carotenos
(la luteina y el B-caroteno) (6).

El contenido total de compuestos terpénicos supone una
de las fracciones mds abundantes y pueden ser de estructura tetra-
ciclica o pentaciclica. De entre estos Gltimos, destacan dos alcoholes,
el uvaol y el eritrodiol, y sus correspondientes dcidos, oleandlico y
maslinico.

Los esteroles vegetales mds abundantes en el aceite de
oliva virgen: son el B-sitosterol, el A°-avenasterol y el campesterol

(7).
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Tabla 2. Componentes minoritarios del aceite de oliva virgen.

Componentes minoritarios Concentracion (mg/ kg)
Hidrocarburos 1500-8000
Escualeno 1250-8000
Carotenos 0,5-5
Luteina 3-15
Compuestos terpénicos 1000-3000
Esteroles 800-2600
Compuestos fendlicos 20-900
Alcoholes alifdticos 100-200
Tocoferoles 50-300
Clorofilas Ay B 0,2-5
Feofitinas Ay B 0,2-20
Adaptada de (30)

Los compuestos fendlicos forman los constituyentes hidro-
solubles y afectan a la estabilidad y sabor del aceite de oliva. El mds
abundante es el hidroxitirosol (8).

Los alcoholes alifdticos saturados de cadena lineal con nd-
mero par de dtomos de carbono comprendido entre 18 y 28 Gtomos
de carbono, los focoferoles, clorofilas y feofitinas completan la com-
posicion (7).

Tal como hemos comentado el escualeno aparece en una
elevada concentracion en la fraccion insaponificable del aceite de
oliva (60-75%). Puede constituir hasta el 90% de los hidrocarburos
en el aceite de oliva virgen. El rango de contenido en los aceites de
oliva virgen muestra una gran variabilidad desde 1,5 hasta 13 g/
kg en la que influyen diversos factores como variedades vegetales
y procedimientos tanto agrondmicos como de obtencion de los acei-
tes (5). Esta molécula es estable en el aceite de oliva virgen calen-
tado a 180 °C durante 36 h, ademds se absorbe y permanece en el
organismo. Por estas razones se ha pensado que puede jugar un
importante papel en la accion del aceite de oliva virgen (9).

®

3. EXPLORACION DEL PAPEL BIOLOGICO

Nuestros estudios predlinicos con ratones humanizados se
han encaminado a estudiar el efecto del papel del aceite de oliva
virgen y sus componentes en el desarrollo de la ateroesclerosis y los
mecanismos implicados.

Para ello hemos utilizado el ratdn carente de la apolipo-
proteina E. La ausencia de la misma impide que las particulas re-
manentes de los quilomicrones y las VLDL puedan eliminarse por
el higado, por lo que se acumulan en el plasma y finalmente se de-
positan en el espacio subendotelial de las paredes arteriales. Por
ello, este raton alimentado con la dieta normal desarrolla una ex-
tensa aterosclerosis fibroproliferativa espontdnea (10), que presenta
la misma secuencia de formacion de la lesion establecida en otros
modelos animales y en humanos. La complejidad de las lesiones y
su facilidad de generacion de forma espontdnea en un corto periodo
de tiempo, junto con la semejanza del modelo con la enfermedad
humana lo convierten en un sistema atractivo para estudiar los fac-
tores predisponentes de la aterosclerosis, tanto ambientales como
genéticos. Entre los factores ambientales, hay que destacar la dieta
como uno de los mds importantes (11). En este campo, el empleo
de este raton nos ha permitido explorar el papel bioldgico de aceite
de oliva virgen y sus componentes sobre el desarrollo de la ateros-
clerosis.

Utilizamos estos ratones alimentados con dietas con un
10 % (p/p) de dicho aceite y sin colesterol, en un intento de repro-
ducir la cdsica dieta mediterrdnea donde la principal fuente de
grasa era ese aceite y el consumo de productos de origen animal
con colesterol era muy limitado. Este porcentaie se eligio teniendo
en cuenta que un raton consume unos 3 g/ dia de pienso y con el
10 % (p/p) de aceite, nuestros ratones estarian ingiriendo 0,3 g de
aceite. Dado que cada animal pesa unos 30 g, la dosis consumida
seria de 10 g de aceite/ kg de peso del animal. Extrapolando al
peso medio humano (70 kg), los ratones que pesasen como un hu-
mano estarian consumiendo 700 g de aceite por dia. Si se tiene en
cwenta que el tono metabolico en el ratdn es 10 veces mds elevado
(12), esa cantidad ya ajustada equivaldria a 70 g de aceite por dia
en humanos. Si lo valoramos en términos energéticos, este consumo
de 70 g de aceite/ dia a razon de 9 keal/g de grasa supone una in-
gestion de 630 keal que representan el 25 % de una dieta de 2.500
keal para una persona media, cifra inferior a la ingesta de aceite
de oliva en la dieta mediterrdnea cldsica donde el 35 % de las ca-
lorias totales provenia de dicho aceite (13).

Estas dietas con un 10 % (p/p) de aceite de oliva virgen
extra 0 30% de las calorias y sin colesterol se administraron a los
ratones durante 12 semanas y al cabo de dicho periodo, los anima-
les se sacrificaron y se cuantifico el grado de lesion aterosclerdtica

El escualeno, una molécula palpitante a pesar de los ciento cinco
aiios de su descubrimiento
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Figura 1. Efecto de la administracion de escualeno sobre el grado de esteatosis hepdtica en ratones macho carentes de Apoe alimentados con dieta pobre en grasa. El
andlisis estadistico se llevd a cabo mediante la U de Mann-Whitney: **, P< 0.001 vs control. Adaptado de Ramirez-Torres et al. J Proteomics 77: 2739, Copyright

(2012), con permiso de Elsevier

presente. En dicho estudio, la administracion de este porcentaje de
aceite de oliva en la dieta retrasaba el desarrollo de la aterosclerosis
(14).

En este mismo estudio, se incluyo un grupo de animales
alimentado con un porcentaje similar de aceite de girasol de alto
contenido en dcido oleico, lo que hacia que estos animales recibiesen
el mismo porcentaje de dcido oleico que los animales alimentados
con el aceite de oliva virgen extra. A pesar del similar contenido de
este dcido graso en las dietas, los animales que consumieron la
dieta de girasol con alto contenido de oleico no presentaron el des-
censo en la aterosclerosis. Esta observacion permitio concluir que
los triglicéridos con dcido oleico constituyentes del aceite de oliva
virgen extra no eran los Gnicos responsables de su accion.

Para comprobar la implicacion de los componentes mino-
ritarios del aceite de oliva, se diseid el siguiente experimento: Se
prepararon aceites del mismo olivar con dos procedimientos dife-
rentes: uno obtenido por prensado y ofro por centrifugacion. Ambos
tipos de aceites se refinaron para eliminar el componente hidroso-
luble. El procedimiento de centrifugado generd un aceite enrique-
cido en compuestos insolubles en agua de la fraccion insaponificable
tales como: fitosteroles, tocoferoles, triterpenos y ceras. Los dos tipos
de aceites se administraron al 10% a los ratones. El aceite obtenido
por prensado y refinado aumentd la lesion aterosclerdtica, en tanto
que el aceite de centrifugacion, enriquecido en los componentes mi-
noritarios e insolubles en agua y carente de compuestos hidrosolu-
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bles, indujo una disminucion de la aterosclerosis e indica que los com-
puestos liposolubles juegan un papel importante en el retraso del des-
arrollo de la lesion aterosclerdtica (15).

Dado que el escualeno es el compuesto liposoluble mds

abundante como se menciond anteriormente, se estudio su efecto. En
este sentido, la administracion de una dosis farmacoldgica de 1 g/ kg
raton/dia de escualeno al raton alimentado con la dieta pobre en grasa
redujo el desarrollo de la aterosclerosis. En conclusion, este compuesto
posee accion ateroprotectora y su administracion es segura a dosis
altas (16). De todos los pardmetros estudiados para explicar este ha-
llazgo, se observo que los cambios en grasa hepdtica estaban impli-
cados y que el escualeno los disminuia (Figura 1) (17).
El papel de un correcto funcionamiento hepdtico y las repercusiones
en la ateroesclerosis cuando acumula grasa es un nuevo aspecto de
investigacion el cual nos ha sorprendido en los Gltimos afios y es motivo
de debate en la comunidad cientifica.

Para explicar dichos hallazgos, se efectud un andlisis prote-
omico y se observaron las caracteristicas de las gotas lipidicas intrace-
lulares.

El' andlisis proteomico reveld que proteinas implicadas en
el metabolismo lipidico y lipoproteico, estrés oxidativo y ritmos circa-
dianos estdn influenciados por la administracion de escualeno (18).

Se abordo la distribucion del escualeno en los orgdnulos sub-
celulares y se vio que se acumulaba en las gotas lipidicas fundamen-
talmente (19). Estas gotas lipidicas fueron diferentes entre los dos
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Figura 2. Representacion esquemdtica de los efectos de la administracion de escualeno en ratones macho carentes de Apoe alimentados con dieta rica en grasa. Adaptado
de Gabas-Rivera et al. Mol Nutr Food Res 64: ¢2000354, Copyright (2020), con permiso de Wiley

sexos. En las hembras son mds pequefias ya que presentan menor
expresion de la proteina que permite su crecimiento (20).

La administracion de una dosis farmacologica de 1 g/ kg
raton/ dia de escualeno al raton alimentado con la dieta rica en
grasa redujo el contenido hepdtico de triglicéridos y favorecio su
acumulé (21). El acdmulo de escualeno también se tradujo en un
descenso del estrés oxidativo (Figura 2). Curiosamente, los animales
que lo acumulan en el higado como los tiburones del drtico viven
al menos 272 afios (22). Estos experimentos nos indican que las es-
teatosis hepdticas no son todas iguales y que la producida por el
aporte de escualeno no ocasionaria el desarrollo de las complica-
ciones de esta patologia como son la estatohepatitis, la cirrosis y el
hepatoma.

4. OTROS USOS ACTUALES

A parte de este potencial uso como suplemento nutricional,
el escualeno es ampliamente usado como adyuvante de vacunas,
en cosmética y en usos no bioldgicos como lubricante.

Como adyuvante para potenciar la respuesta inmune estd
presente en las vacunas de la gripe, rabia, camidias, coronavirus
(SARS-CoV'y MERS-CoV) (23) y en las recientemente desarrolladas
frente al coronavirus implicado en la COVID-19 (24).

El escualeno es el tercer componente mds importante de
la secrecion grasa de la piel humana donde supone el 13% por de-

trds de triglicéridos y ceras (25). Al no taponar la gldndula sebdcea
es un compuesto presente en preparados hidratantes para la piel
ya sean cremas o ldpices de labios. También se incluye en formula-
ciones con funciones emolientes y destoxificantes de este drgano ya
que contribuye a reparar su dafio oxidativo (25).

5. PERSPECTIVAS FUTURAS

En resumen, las necesidades del escualeno para cubrir
todas estas aplicaciones suponen un importante reto. Segun la or-
ganizacion no gubernamental Sharkallies, para obtener una fone-
lada del compuesto se han de sacrificar entre 2500 y 3000 tiburones
(26). Este mismo organismo estima que para vacunar a toda la po-
blacion del planeta frente al SARS-CoV2 se precisardn sacrificar al-
rededor de 500.000 tiburones.

Esta ingente necesidad mundial de escualeno precisa nue-
vos abordaijes que acaben con el sacrificio de los tiburones para ob-
tenerlo de su reservorio hepdtico. Por ello, son muchas las iniciativas
que van surgiendo, ya sea para aislarlo de plantas o protistas, pro-
ducirlo por ingenieria bioquimica o por biologia sintética en nuevos
organismos convenientemente modificados.

* Algunas de las plantas que proporcionan gran cantidad de escualeno
son el olivo (5) y Artocarpus lakoocha (27). Son varias las compaiiias
que lo preparan a partir del olivo: EKIZ Olive 0il & Soap, EFP Biotech,
Jedwards International, Inc. o Wilshire Tech (aceite de oliva) (26).

El escualeno, una molécula palpitante a pesar de los ciento cinco
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* Otra segunda fuente natural son los profistas del género Au-
rantiochytrivm sp. 18W-13a que acumulan un 13% de su peso
como escualeno (28).

* Nuevos desarrollos tecnoldgicos a partir de cafia de azicar
como el que ha desarrollado la empresa Amyris Biotecnologia,
(Emeryville, CA, USA) o la generacion de nuevas levaduras por
biologia sintética que lo acumulen (29) y que ya explota la em-
presa Enepret Inc (Lexington, KY, USA) muestran la importancia
de producir este compuesto de la mdxima pureza, bajo coste y
con el menor impacto ambiental.

. CONCLUSIONES

* El escualeno es mds que un intermediario metabolico en la
biosintesis de colesterol, fitosteroles y terpenos.

* Posee una amplia gama acciones importantes en varios siste-
mas bioldgicos.

* Su amplio uso industrial en cosmética y adyuvante de vacunas
plantea importantes retos medioambientales.

* Son esos desatios los que actdan como un motor de desarrollo
biotecnoldgico para una produccion mds sostenible de este com-
puesto.
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