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RESUMEN:

Phaeodactylum tricornutum es una microalga productora de omega-3 (EPA) y carotenoides (fucoxantina), asociados con
efectos benéficos a la salud. Se evalud la produccion de carotenoides y EPA bajo diferentes condiciones de cultivo, tales como
mixotrofia y autotrofia, asi como el potencial de interaccion de EPA y fucoxantinol para estimar su efecto combinado en la
ocupacion del receptor activado por proliferadores de peroxisomas (PPAR o) mediante herramientas in silico. El acoplamiento
molecular reveldé que ambos compuestos presentan afinidad hacia PPARa., con valores de la constante de disociacion en el
rango micromolar (6.35 uM para EPA y 1.63 uM para fucoxantinol). Se desarrollé un modelo de superficie de respuesta que
integrd la concentracion y afinidad de ambos compuestos mediante la funcién de ocupacion del receptor. El modelo permitid
identificar una combinacion 6ptima de 1385 mg/dia de EPA y 32 mg/dia de fucoxantinol, que maximiza la ocupacion tedrica
de PPARa dentro del rango evaluado, evidenciando un comportamiento no lineal con efecto de saturacion. Estos resultados
constituyen una prediccion matematica derivada del modelo computacional y proporcionan una base para futuros estudios
experimentales destinados a evaluar la activacion funcional de PPARa y sus posibles implicaciones en la regulacion del
metabolismo lipidico.

PALABRAS CLAVE: omega-3, microalga, fucoxantina, autotrofia, mixotrofia

ABSTRACT:

Phaeodactylum tricornutum is a microalga known for producing omega-3 fatty acids (EPA) and carotenoids (fucoxanthin),
which have been associated with beneficial health effects. In this study, pigment and EPA production were evaluated under
different cultivation conditions, such as mixotrophy and autotrophy, along with the potential interaction of EPA and
fucoxanthinol to estimate their combined effect on the interaction with the peroxisome proliferator-activated receptor (PPARa)
using in silico approaches. Molecular docking analysis revealed that both compounds exhibit affinity toward PPARa, with
dissociation constant (Kd) values in the micromolar range (6.35 uM for EPA and 1.63 uM for fucoxanthinol). A response
surface model was developed to integrate the concentration and affinity of both compounds through a receptor occupancy
function (ftotal). The model identified a combination of 1385 mg/day of EPA and 32 mg/day of fucoxanthinol that maximized
the theoretical occupancy of PPARa within the evaluated range, exhibiting a nonlinear behavior with a saturation effect. These
findings represent a mathematical prediction derived from the computational model and provide a basis for future experimental
studies aimed at evaluating the functional activation of PPARa and its potential role in the regulation of lipid metabolism.
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INTRODUCCION

P. tricornutum es una diatomea unicelular diploide del fitoplancton (Sprecher et al., 2023) que puede crecer
mediante diferentes modos de nutricion, como el autotréfico, el heterotrofico y el mixotrofico. En modo autotrofico,
utiliza la luz como fuente de energia y fija el CO, mediante la fotosintesis, generando ATP y NADPH en los
tilacoides del plastidio y sintetizando carbohidratos mediante el ciclo de Calvin. En condiciones heterotroficas,
cuando no hay luz, P. tricornutum obtiene energia a partir de compuestos organicos mediante la glucdlisis, el ciclo
de Krebs y la cadena de transporte de electrones. Bajo condiciones mixotréficas, combina ambos mecanismos,
utilizando simultaneamente la fotosintesis y la captacion de carbono orgéanico (Abreu et al., 2022). Estas diferencias
metabolicas se reflejan en el tiempo de duplicacion (TD), definido como el periodo necesario para que una poblacion
duplique su nimero de células. En este sentido, cuanto mas corto sea el TD, méas rapido crecera el cultivo. Por
ejemplo, Kim et al. (2016) reportaron valores de TD de 13.9 h en autotrofia, 21 h en heterotrofia y apenas 6.9 h en
mixotrofia.

P. tricornutum sintetiza acidos grasos omega-3 como parte de su metabolismo. Los omega-3 desempeian funciones
esenciales tanto en la fisiologia de las microalgas como en la salud humana. En P. tricornutum, los omega-3 son un
componente estructural de las membranas celulares, especialmente de los tilacoides del plastidio, donde contribuyen
a mantener su fluidez e integridad (Zakaria et al., 2025). En humanos, los acidos grasos omega-3 confieren multiples
beneficios para la salud. Se ha demostrado que contribuyen a reducir los niveles de triglicéridos plasmaticos,
favorecen el control de la presion arterial y disminuyen la agregacion plaquetaria, efectos que, en conjunto, se
asocian con una menor incidencia de enfermedades cardiovasculares (Alagawany et al., 2022; Patted et al., 2024).
En particular, un tipo de omega-3, el acido eicosapentaenoico (EPA), aumenta la expresion del transportador de
glucosa GLUT4 en el tejido muscular, lo que facilita la captacion de glucosa (Farsi et al., 2014). Asimismo, estimula
la secrecion de adiponectina, una hormona producida por los adipocitos que mejora la sensibilidad a la insulina y
ejerce efectos antiinflamatorios (Kapoor et al., 2021).

De manera complementaria, P. tricornutum sintetiza fucoxantina, un carotenoide que actia como pigmento
accesorio al absorber luz en torno a 450 nm y en el rango de 470 a 540 nm. Esta caracteristica le permite captar la
luz azul-verde que las clorofilas no absorben de manera eficiente, ampliando el espectro de radiacion disponible
para la fotosintesis y favoreciendo el crecimiento de la microalga (Abdoul-Latif et al., 2024). En investigaciones
recientes, la fucoxantina ha sido ampliamente descrita como un carotenoide con potente actividad antioxidante y
antiinflamatoria, capaz de eliminar especies reactivas de oxigeno y modular vias clave de sefializacion celular, como
NF-kB y las vias de sefalizacion de MAPK (Guan et al., 2022).

El receptor activado por proliferadores de peroxisomas alfa (PPARa) es un factor de transcripcion que regula el
metabolismo lipidico en humanos. PPARa se activa por ligandos especificos, como el EPA, forma un heterodimero
con el receptor X de retinoides (RXR) y se une a elementos de respuesta especificos en el ADN, promoviendo la
expresion de genes involucrados en la captacion, el transporte y la B-oxidacion de acidos grasos, al tiempo que
reduce la sintesis de triglicéridos y la inflamacién (Ahmadi et al., 2023; Kapoor et al., 2021). Aunque la fucoxantina
(Fx) y su principal metabolito, el fucoxantinol (FXOH), no actian como agonistas directos de PPARa, se ha
propuesto que sus efectos metabodlicos se derivan de la modulacion de vias de sefializacion dependientes de este
receptor (Sayuti et al., 2023).

Para este proyecto se plante6 la hipotesis de que la coexistencia natural de EPA y fucoxantina en P. tricornutum
podria generar un efecto complementario o sinérgico en vias metabdlicas dependientes de PPARa, contribuyendo
a los beneficios metabolicos atribuidos a los componentes de P. tricornutum. En este contexto, las herramientas in
silico representan una aproximacion Util para explorar de manera preliminar las posibles interacciones entre
compuestos bioactivos y sus blancos moleculares, asi como para generar hipotesis que orienten estudios
experimentales posteriores. Por ello, el objetivo de este trabajo es evaluar el efecto del modo de cultivo sobre la
produccion de compuestos bioactivos (pigmentos y EPA) en Phaeodactylum tricornutum, asi como analizar su
potencial interaccion con el receptor PPARa mediante acoplamiento molecular y modelado de superficie de
respuesta, con el fin de estimar su efecto combinado en la ocupacion del receptor.
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MATERIALES Y METODOS

1. Materiales

La cepa de Phaeodactylum tricornutum se obtuvo del cepario del Centro de Investigacion Cientifica y de Educacion
Superior de Ensenada (CICESE, Baja California, México). El medio de cultivo F/2 de Guillard se prepar6 con agua
de mar PANAKos® filtrada (México) suplementada con soluciones estériles de nitrato de sodio (NaNOs3), fosfato
monobasico de sodio monohidratado (NaH,PO4-H>O), metasilicato de sodio nonahidratado (Na»SiOs3-9H,0),
solucion de elementos traza y solucién vitaminica. Para la preparacion de la solucion de elementos traza se
emplearon cloruro férrico hexahidratado (FeCl;-6H>O), EDTA disodico dihidratado (Na;EDTA-2H,0), sulfato
cuprico pentahidratado (CuSOs4-5H,0), molibdato de sodio dihidratado (Na:MoOa4'2H>0), sulfato de zinc
heptahidratado (ZnSO4:7H>0), cloruro de cobalto hexahidratado (CoCl,-6H20) y cloruro de manganeso
tetrahidratado (MnCl,-4H,0). La solucion vitaminica estuvo compuesta por tiamina (vitamina B;), biotina
(vitamina H) y cianocobalamina (vitamina B)). Para establecer las condiciones mixotroficas, se utilizo glicerol
esterilizado en autoclave (>99 % de pureza, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) como fuente de carbono organico,
a una concentracion final de 0.1 M.

2. Preparacion del medio F/2

Se preparé el medio F/2 con las concentraciones indicadas en los Cuadros 1, 2 y 3. El medio se ajust6 inicialmente
apH 7 (alo largo del experimento no se volvio a ajustar el pH), se esterilizo en autoclave a 121 °C durante 15 min.
Dicho procedimiento se obtuvo del Centro Nacional para Algas Marinas y Microbiota (National Center for Marine
Algae and Microbiota; Guillard, 1975; Guillard & Ryther, 1962).

Cuadro 1. Composicion del medio de cultivo F/2

Componente Solucion madre Cantidad adicionada Concentracion molar final
NaNOs 75 g/L en agua destilada 1.0 mL 8.82 x 10*M
NaH2PO+-H20 5 g/L en agua destilada 1.0 mL 3.62x10°M
Na.SiOs-9H-0 30 g/L en agua destilada 1.0 mL 1.06 x 10* M

Solucion de elementos traza Ver Cuadro 2 1.0 mL -

Solucioén vitaminica Ver Cuadro 3 0.5mL -

Agua de mar Panakos Aforadoa 1L

Cuadro 2. Composicion de la solucion de elementos traza

Componente Solucion madre Cantidad Concentracion molar final en el medio

FeCls-6H.0 — 3.15¢ 117 x 10° M
Na:EDTA-2H.0 — 436 ¢ 1.17 x10°M
CuS0a4-5H20 9.8 g/l 1.0 mL 3.93 x10%M
Na:MoOs:2H.0 6.3 g/L 1.0 mL 2.60 x 108 M
ZnSO04-7H-0 22 g/L 1.0 mL 7.65x10%M
CoClz'6H20 10 g/L 1.0 mL 420x10°%M
MnClz-4H20 180 g/LL 1.0 mL 9.10x 107 M
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Cuadro 3. Composicion de la solucion vitaminica

Componente Solucion madre Cantidad Concentracion molar final en el medio
Clorhidrato de tiamina (Vitamina B:) — 200 mg 2.96 x 10" M
Biotina (Vitamina H) 0.1g/L 10.0 mL 2.05x10°M
Cianocobalamina (Vitamina Biz) 1.0 g/L 1.0 mL 3.69 x 1071 M

3. Crecimiento de P. tricornutum

P. tricornutum se cultivo en medio F/2 de Guillard bajo condiciones autotroficas y mixotroficas. Los cultivos fueron
inoculados al 10% v/v utilizando una suspension de P. tricornutum obtenida de un cultivo previo en fase logaritmica
media, con una densidad optica a 750 nm de 0.8. En los tratamientos mixotroficos, el medio se suplement6 con
glicerol 0.1 M (esterilizado por autoclave junto con los demas ingredientes del medio de cultivo) como fuente de
carbono orgénico, mientras que los tratamientos autotréficos se cultivaron unicamente en medio F/2. Los cultivos
se incubaron a 20 = 1 °C en una cava de vinos termoeléctrica (Gutstark, modelo mkz.cavae32boneg, Coyoacan,
CDMX, México), bajo iluminacion continua (24:0 h:h luz:oscuridad) proporcionada por una lampara de luz blanca
de 40 W con una intensidad aproximada de 100 umol fotones m2 s!. Los cultivos se realizaron en matraz
Erlenmeyer de 500 mL con cultivo de trabajo de 250 mL, sin aireacioén, aunque los cultivos se homogeneizaron
mediante agitacion manual cada 8 h, con el fin de evitar la sedimentacion celular y favorecer una distribucion
uniforme de las células y los nutrientes en el medio. El crecimiento se monitore6 mediante la determinacion de la
densidad optica a 750 nm (OD7s0) utilizando una cubeta con una longitud de trayectoria optica de 1 cm. Las
mediciones se realizaron al dia 10 tras la inoculacion.

4. Cuantificacion de carotenoides

Para la cuantificacion de carotenoides (como aproximacion de la fucoxantina), se tomd 1 mL de cultivo, que se
centrifug6 a 5300 x g durante 10 min, se afadié 1 mL de DMSO al pellet y se incub6 en la oscuridad a 6+2 °C
durante 48 h. Posteriormente, se centrifugé nuevamente y se midi6 la absorbancia del sobrenadante a 480, 630, 649
y 665 nm. La cuantificacion de carotenoides se realizo mediante la ecuacion 1 (Ritchie et al., 2022):

. 1000(A450)—1.29(Chl @)—53.78(25.06Ag40—6.5A
Carotenoides totales (fn—‘gl) = (A4g0) 125 )220 ( == ses) (1)

5. Determinacion de la biomasa y lipidos

La biomasa se determino al final del cultivo mediante el peso seco (n=3). Un volumen conocido del cultivo se
centrifugo; la biomasa recuperada se lavo con agua destilada, se seco a 40 °C hasta peso constante y los resultados
se expresaron en g/L de cultivo.

Los lipidos totales se extrajeron de la biomasa de P. tricornutum mediante el método de Bligh y Dyer modificado
(n=3) (Breil et al., 2017). La fraccion lipidica se recupero tras la separacion de fases con KCl al 0.58 % y se
cuantificd gravimétricamente tras la evaporacion del disolvente.

6. Cuantificacion de EPA

Los acidos grasos se esterificaron con grupos metilo y se analizaron mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG-MS), segun el procedimiento descrito por Soares et al. (2019), en duplicado. Para
cada pico, se integro el area bajo la curva correspondiente. El EPA se calculé mediante la ecuacion 2. La
concentracion de EPA (mg/L) se calculéo multiplicando el % de EPA por la concentracion de lipidos totales.

Area de EPA
Sumatoria de areas

EPA (%) = )
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7. Preparacion del receptor para el acoplamiento molecular y de los ligandos

Se selecciono al receptor activado por proliferadores de peroxisomas alfa (PPAR), porque es el principal receptor
implicado en la regulacion de la B-oxidacion de acidos grasos y una de las principales dianas moleculares a través
de las cuales el EPA ejerce sus efectos antiinflamatorios. La estructura se obtuvo del Protein Data Bank (PDB, ID:
27ZNN) y corresponde a una estructura resuelta por difraccion de rayos X y cristalizada en complejo con el agonista
sintético TIPP703. La seleccion de esta estructura se debid a que representa el dominio de unioén funcional de
PPARa y contiene un agonista cocristalizado que permite identificar con precision el bolsillo de unién del receptor.
La estructura se preparé en UCSF Chimera. Inicialmente, se inspecciono la proteina para identificar el ligando
cocristalizado (TIPP703) y verificar la localizacion del sitio activo. Posteriormente, se eliminaron el ligando, las
moléculas de agua y otros heteroatomos no esenciales para obtener una estructura limpia del receptor destinada al
acoplamiento molecular. El centro geométrico del sitio de unidon se determind a partir de la posicion del ligando
cocristalizado y se utilizd como referencia para corroborar la cavidad de unién identificada durante el proceso de
docking.

Los ligandos evaluados fueron el 4cido eicosapentaenoico (EPA) y el fucoxantinol, principal metabolito de la
fucoxantina. Las estructuras quimicas de ambos compuestos se obtuvieron de la base de datos publica PubChem
(ID 5282847 para EPA ¢ ID 11273547 para fucoxantinol) en formato SDF (Structure Data File).

8. Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular se realizé con CB-Dock?2, una plataforma web que identifica automaticamente cavidades
potenciales de union mediante un procedimiento de blind docking y calcula la afinidad ligando-receptor con el
motor de busqueda AutoDock Vina.

La estructura preparada del receptor PPARa se utilizé como macromolécula de entrada, mientras que las estructuras
tridimensionales de EPA y fucoxantinol, obtenidas de PubChem, se emplearon como ligandos independientes. Para
cada compuesto, CB-Dock?2 detectd automaticamente las cavidades potenciales de union presentes en el receptor,
energias de union (AG) y aminoacidos involucrados en la union. La constante de disociacion (Kd) se obtuvo a partir
de la ecuacion 3.

Kd = ¢26/0.5929 (3)

Se realizé un disefio factorial con EPA (dosis diaria de 100-2000 mg/dia) y fucoxantinol (dosis diaria de 2-40
mg/dia). Para cada mezcla, se calculd la ocupacion de receptor (f total) usando la ecuaciéon 4 y se modeld mediante
una superficie de respuesta, inicamente como herramienta estadistica para describir el comportamiento de f total
en los rangos de dosis evaluados. El modelado se realiz6 en R.

Cepa | CFx
_ _Kdpps Kdpx
ftotal = T Cora, Crx 4)
Kdgpy Kdpy

Donde Cgp,= concentracion equivalente de EPA calculada a partir de la dosis; Cr,= concentracion equivalente
de fucoxantinol calculada a partir de la dosis; K gps= Kd estimado de EPA; K;; ¢,= Kd estimado de fucoxantinol

9. Analisis estadistico
Todos los experimentos se realizaron por triplicado biologico (n = 3) y Unicamente la cromatografia de gases se

realizé por duplicado (n=2). Los resultados se expresaron como media + desviacion estandar y, para determinar si
existia una diferencia significativa, se utilizo la prueba de Tukey (p < 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION
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Phaeodactylum tricornutum se cultivé en condiciones estandar a 20 + 1 °C, bajo luz continua, manteniendo
constante el glicerol (0,1 M), sin suministro de CO», en medio F/2. Se midi6 la densidad optica a 750 nm, una
medida indirecta del crecimiento de microalgas. Al dia 10, se obtuvo A7so = 0.35 £ 0.03 para el cultivo autotrofico
y A7zs0 =0.90 = 0.05 para el cultivo mixotréfico. Kim et al. (2016) obtuvieron mayor tiempo de duplicacion para el
cultivo autotréfico (13.9 h) comparado con el mixotréfico (6.9 h).

Asimismo, al dia 10 se midieron los carotenoides (como una estimacion de fucoxantina), obteniéndose 7.66 + 0.80
pg/ml en el cultivo autotrofico y 4.40 + 0.39 pug/ml en el cultivo mixotréfico. Al no depender de una fuente de
carbono, la fotosintesis resulta primordial para el crecimiento de la microalga (Abreu et al., 2022). Los pigmentos
de P. tricornutum se encuentran en el complejo fucoxantina-clorofila de las membranas tilacoidales. La fucoxantina
act@ia como pigmento antena, ayudando a captar la luz y a transferir la energia a la clorofila a (Songaila et al., 2013).
En cambio, bajo condiciones de mixotrofia, la microalga puede recurrir a la glucolisis, al ciclo de Krebs y al
transporte de electrones, asi como a la fotosintesis (Abreu et al., 2022). Por ello, en cultivos autotroficos la
concentracion de fucoxantina es mayor, como se observa a simple vista en la Figura 1, a pesar de presentar una
menor densidad optica a 750 nm (indicativa de la biomasa celular).

Figura 1. Imagen representativa de las fermentaciones; cultivo autotréfico (a la izquierda) y cultivo mixotrofico (a
la derecha).

Posteriormente, se cuantificaron la biomasa y los lipidos por gravimetria, los cuales se muestran en el Cuadro 4.
Ademas, se corrieron las muestras en cromatografo de gases (Figura 2). En ambas muestras se observaron diversos
acidos grasos mayoritarios, entre ellos metil tetradecanoato (12 min), metil palmitato (C16:0; 14-15 min) y metil
oleato (C18:1; 18 min), como se muestra en la Figura 2. También se observé un pico a los 29 min que corresponde
a EPA. En el caso del cultivo mixotréfico, se obtuvo 31.22 + 3.67 mg EPA L' de cultivo, mientras que el cultivo
autotrofico presentd 8.31+ 0.08 mg EPA L' de cultivo (Cuadro 4). Esto puede deberse a que el glicerol, ademas
de estimular el crecimiento, en exceso puede redirigir el metabolismo hacia la produccion de acidos grasos (Ceron-
Garcia et al., 2013). Rehmanji et al. (2022) demostraron que, en condiciones mixotréficas, el glicerol aumenta la
produccion de EPA hasta 27 mg/L. Asimismo, Ceron Garcia et al. (2005) observaron que la adicion de glicerol (0.1
M) aument6 la productividad de EPA de 3.35 mg L' dia™ a 8.56 mg L' dia™'. Por lo tanto, para producir un
suplemento, se podria proponer extraer fucoxantina en condiciones autotroficas, mientras que el EPA se podria
obtener en condiciones mixotroficas.
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Cuadro 4. Comparacion de la biomasa, contenido lipidico y produccion de EPA de P. tricornutum en cultivos
autotréficos y mixotroficos.

Parametro Autotrofia Mixotrofia

Biomasa (g L) 0.94 £ 0.05b 1.55+0.11a
Lipidos (g L") 0.44 +0.04b 0.59 +0.04a

EPA (mg L") 8.31+0.08b31.22+3.67a

Los resultados se presentan como media + desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas
de acuerdo a Tukey (p < 0.05).
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Figura 2. Cromatogramas del perfil lipidico de P. tricornutum. A) cultivo autotrofico, B) cultivo mixotrofico.

Se realiz6 un andlisis de acoplamiento molecular (Figura 3) utilizando como proteina blanco el receptor activado
por proliferadores de peroxisomas (PPARa). Se evalud la interaccion entre dos compuestos derivados de P.
tricornutum: EPA y fucoxantinol. En ambos casos, los ligandos se localizaron en el sitio de union al receptor, lo
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que sugiere una afinidad potencial por el receptor PPARa. Cabe destacar que no se incluyd un agonista de referencia
como control positivo, ya que el estudio no tuvo como finalidad validar el protocolo de docking, sino estimar
comparativamente la afinidad de unién y la ocupacion teorica del receptor.

En comparacién con el EPA, el fucoxantinol interacttia con un conjunto mas diverso de aminoacidos, lo que sugiere
una union mas especifica y potencialmente mas estable en el sitio activo de PPARGa, lo cual se refleja en un Kd de
6.3 uM para el EPA y de 1.6 uM para el fucoxantinol. El Kd representa la afinidad del ligando por la proteina,
donde valores mas bajos indican una mayor estabilidad del complejo proteina-ligando. A pesar de la diferencia entre
ambos compuestos, ambos muestran afinidad en el rango micromolar.
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Cys275, Cys276, GIn277, Cys278, Thr279, Ser280, Val240, Ile241, His242, Thr246, Leu247, Ala250,
Thr283, Glu286, Tyr314, Ala316, Ile317, Phe318, Met320, Glu251, Leu254, Val255, 1le272, His274, Cys275,
Leu321, Ser323, Val324, Met330, Leu331, Val332, Cys276, Cys278, Thr279, Ser322, Ser323, Val324,
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His440, Val444, Leu456, Leud60, Tyrd64 Tyr334, Gly335, Asn336, Phe338, Ile339, Thr340,

Ala362, Met363, Asn366, Ala367, Glu369

Figura 3. Interaccion molecular entre el receptor PPARa y los ligandos A) EPA y B) fucoxantinol (derecha)
obtenida mediante docking molecular. Los residuos aminoacidicos con los que interactian se muestran en la parte
inferior de la figura.

Se realiz6 un disefio experimental de dos factores utilizando Minitab®, considerando como variables independientes
la dosis diaria de EPA (100-2000 mg/dia) y la dosis diaria de fucoxantinol (2-40 mg/dia). Se incluyeron multiples
niveles intermedios de ambas variables para evaluar su efecto combinado sobre la interaccion con el receptor
PPARa mediante un modelo de superficie de respuesta. A partir de las constantes de disociacion (Kd) obtenidas
mediante docking molecular, se estimo la fraccion de ocupacion del receptor PPARa considerando la contribucion
conjunta de EPA y fucoxantinol en funcion de sus concentraciones y sus respectivos valores de Kd (Figura 4). Cabe
destacar que el presente estudio evalu6 tinicamente la afinidad de unién y la ocupacion teorica del sitio de union de
PPARa mediante acoplamiento molecular. En consecuencia, los resultados no permiten determinar si EPA y
fucoxantinol actlian como agonistas completos, parciales o0 moduladores del receptor, ni establecer los cambios
conformacionales en el dominio de PPARa. Para determinar dichos mecanismos, se requieren estudios adicionales
que quedan fuera del alcance de este trabajo.

Se obtuvo el siguiente modelo matematico
frotar = 1.0 + 1.6 x 107°(4) + 6.9 X 107°(B) —4 X 1078(A x B) — 5.2 X 1072(A)? — 1.7 X 1077 (B)?
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Donde A corresponde a EPA y B a fucoxantinol. Se obtuvo una R? de 82%

Es importante aclarar que, el modelo matematico describe el comportamiento tinicamente dentro de los intervalos
de dosis evaluados y constituye la base para la construccion de la superficie de respuesta mostrada en la Figura 4.
En consecuencia, la ecuacion no debe extrapolarse fuera de dichos rangos.

Tomando en cuenta la aclaracion anterior y considerando unicamente los rangos evaluados, el punto maximo se
obtuvo con 1385 mg/dia de EPA y 32 mg/dia de fucoxantinol, que maximiza la ocupacion tedrica del receptor
PPARa. Sin embargo, se observa un comportamiento de saturacion, en el que incrementos adicionales de la
concentracion de los compuestos producen cambios cada vez menores en la respuesta.
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,(\(/ \ 0 000 'b:b
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Figura 4. Superficie de respuesta (RSM) que muestra el efecto combinado de EPA y fucoxantinol sobre la
funcién de ocupacion del receptor PPARa (f total).

Es importante sefnalar que el modelo propuesto se fundamenta en parametros obtenidos mediante acoplamiento
molecular y en una estimacion basada en la ocupacion tedrica del receptor. En consecuencia, no considera procesos
farmacocinéticos como la absorcion, la distribucion, el metabolismo, la excrecion o la biodisponibilidad diferencial
de EPA y fucoxantinol, ni la conversion intestinal de la fucoxantina a fucoxantinol. Por ello, la combinacion 6ptima
predicha corresponde a una estimacion basada en un modelo matematico dentro de las condiciones evaluadas y

requiere validacion mediante estudios experimentales in vitro e in vivo antes de considerarse una recomendacion
biologica o clinica.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos demuestran que Phaeodactylum tricornutum es una fuente relevante de compuestos
bioactivos, como el EPA y los carotenoides, cuya produccion depende de las condiciones de cultivo. Asimismo, el
analisis in silico mostr6 que tanto el EPA como el fucoxantinol presentan afinidad de union a PPARa, destacando
este ultimo por su mayor capacidad de interaccion. La integracion de estos datos mediante un modelo de superficie
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de respuesta permitid identificar una combinacién que maximiza la ocupacion tedrica del receptor dentro del rango
evaluado y constituye una prediccion matematica derivada del modelo computacional, con comportamiento no
lineal y efecto de saturacion. En este sentido, futuros estudios podrian enfocarse en evaluar experimentalmente la
activacion de PPARa mediante ensayos in vivo e in vitro, aplicando técnicas como RT-qPCR y Western blot, con
el fin de determinar si la interaccion predicha se traduce en cambios en vias relacionadas con el metabolismo lipidico
y la homeostasis energética.
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