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RESUMEN

Introduccién:  La inflamacién crénica estd implicada en diversas enfermedades degenerativas y se asocia con la
sobreexpresion de la ciclooxigenasa-2 (COX-2), una enzima clave en la respuesta inflamatoria. El resveratrol, un compuesto
fendlico presente en uvas, bayas y cacahuates, ha demostrado propiedades antiinflamatorias, atribuibles en parte a su
interaccion con COX-2. Objetivo: Evaluar, mediante herramientas in silico, la biotransformacion del resveratrol mediada por
la microbiota intestinal y el posible efecto antiinflamatorio de sus metabolitos sobre COX-2. Material y Método: Se utilizo la
plataforma BioTransformer para predecir los cambios estructurales del resveratrol inducidos por enzimas de la microbiota
intestinal. Los metabolitos resultantes, estilbendiol y estilbenol, fueron analizados en cuanto a sus propiedades
farmacocinéticas y posibles blancos moleculares mediante SwissADME y SwissTargetPrediction. Posteriormente, su afinidad
por COX-2 se evaludé mediante acoplamiento molecular con AutoDock. Resultados: Los analisis computacionales indicaron
que las deshidroxilasas bacterianas generan dos derivados del resveratrol: el 3,4’-dihidroxi-trans-estilbeno y el trans-4-
hidroxiestilbeno. Ambos compuestos comparten a COX-2 como blanco molecular potencial (probabilidad = 0.4) y mantienen
propiedades farmacocinéticas favorables (LogP > 2). Sin embargo, el estilbenol mostré una mayor afinidad por el sitio activo
de COX-2 en los estudios de acoplamiento molecular (-7.09 kcal/mol). Conclusién: La microbiota intestinal podria potenciar
la actividad antiinflamatoria del resveratrol a través de su conversion en metabolitos mas activos, como el trans-4-
hidroxiestilbeno. Hasta donde tenemos conocimiento, este es el primer estudio que identifica al estilbenol como un posible
inhibidor de COX-2.

Palabras Clave: Resveratrol, Inflamacion, Polifenoles, Microbiota gastrointestinal, Biologia computacional.

ABSTRACT

Introduction: Chronic inflammation is implicated in the pathogenesis of various degenerative diseases and is closely
associated with the overexpression of cyclooxygenase-2 (COX-2), a key enzyme in the inflammatory response. Resveratrol, a
phenolic compound found in grapes, berries, and peanuts, has demonstrated anti-inflammatory properties, partly attributed
to its interaction with COX-2. Objective: To evaluate, using in silico tools, the gut microbiota-mediated biotransformation of
resveratrol and the potential anti-inflammatory effects of its metabolites on COX-2. Material and method: The
BioTransformer platform was used to predict structural modifications of resveratrol induced by microbial enzymes. The
resulting metabolites, stilbendiol and stilbenol, were analyzed for their pharmacokinetic properties and potential molecular
targets using SwissADME and SwissTargetPrediction. Their binding affinity to COX-2 was subsequently evaluated through
molecular docking with AutoDock. Results: Computational analyses indicated that bacterial dehydroxylases generate two
resveratrol derivatives: 3,4’-dihydroxy-trans-stilbene and trans-4-hydroxystilbene. Both compounds were predicted to target
COX-2 (probability > 0.4) and displayed favorable pharmacokinetic properties (LogP > 2). However, molecular docking
suggested that stilbenol has a stronger binding affinity to the COX-2 active site (-7.09 kcal/mol). Conclusion: Gut microbiota
may enhance the anti-inflammatory efficacy of resveratrol through its biotransformation into more active metabolites, such
as trans-4-hydroxystilbene. To the best of our knowledge, this is the first study to identify stilbenol as a potential COX-2
inhibitor.
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Significancia

Este estudio destaca la relevancia de la microbiota
intestinal en la biotransformacion del resveratrol, un
compuesto bioactivo con propiedades
antiinflamatorias. Mediante herramientas
bioinformaticas, se identificaron metabolitos como el
estilbendiol y estilbenol, los cuales conservan
afinidad hacia la enzima COX-2, sugiriendo una
posible actividad antiinflamatoria. Estos hallazgos
contribuyen a comprender como las modificaciones
estructurales inducidas por la microbiota pueden
influir en la eficacia terapéutica de compuestos
fendlicos, ofreciendo perspectivas innovadoras para
el desarrollo de estrategias  nutracéuticas
personalizadas en el manejo de procesos
inflamatorios.

Introduccién

La inflamacidn es un proceso evolutivo fundamental
que implica la activacién, el reclutamiento y la
accion coordinada de las células del sistema
inmunitario como mecanismo de defensa frente a
patdgenos (Medzhitov, 2008). Ademas de su funcién
protectora, desempefia un papel esencial en la
reparacion, regeneracion y remodelacion de tejidos.
Sin embargo, cuando este proceso no se resuelve de
manera adecuada, puede derivar en una inflamacién
crénica de bajo grado, la cual se ha asociado
causalmente con enfermedades no transmisibles
como la diabetes tipo 2, las enfermedades
cardiovasculares y el cancer (Greten & Grivennikov,
2019; Medzhitov, 2008). Una de las enzimas clave
en este proceso es la ciclooxigenasa-2 (COX-2), una
isoforma inducible que se expresa en respuesta a
diversos estimulos inflamatorios (Martinez-Canabal
& Rivas-Arancibia, 2005). Esta enzima cataliza la
conversion  del 4cido  araquidénico  en
prostaglandinas, moléculas de sefializacion que
regulan el proceso inflamatorio actuando como
mensajeros autocrinos y paracrinos (Garcia Meijide
& Gomez-Reino Carnota, 2000; Martinez-Canabal &
Rivas-Arancibia, 2005). Numerosos estudios han
demostrado que una dieta rica en alimentos de origen
vegetal puede modular la inflamacion crénica, en
parte gracias a su alto contenido de compuestos
fendlicos con propiedades antiinflamatorias
(Kurowska et al., 2023; Méndez L6pez et al., 2024).
Entre estos, el resveratrol —un polifenol del tipo
estilbeno presente principalmente en uvas, bayas,
cacahuates y frijoles— ha sido ampliamente
estudiado (Xu et al., 2024). Se estima que la ingesta
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diaria de resveratrol varia entre 1 y 100 mg, siendo
las frutas su principal fuente dietética (Xu et al.,
2024). Una de las vias mediante las cuales ejerce su
efecto antiinflamatorio es a través de su unién directa
a la enzima COX-2, inhibiendo asi la produccion de
prostaglandinas (Desai et al., 2018; Ko et al., 2017,
Malaguarnera, 2019; Pannu & Bhatnagar, 2019).
Recientemente, se ha reportado que los compuestos
fendlicos pueden ser biotransformados por enzimas
de la microbiota intestinal, generando metabolitos
con mayor actividad bioldgica (Li et al., 2014;
Murota et al., 2018; Springer & Moco, 2019). No
obstante, el destino metabolico del resveratrol y los
efectos de sus metabolitos sobre la COX-2 no han
sido suficientemente explorados. Las herramientas
bioinformaticas permiten predecir de manera
eficiente las biotransformaciones mediadas por la
microbiota, asi como evaluar propiedades
farmacocinéticas y la afinidad de moléculas con
proteinas blanco-relevantes en procesos
fisiopatoldgicos (Anupama et al., 2022; Gupta &
Rani, 2011). En esta investigacion, se analiz6 el
metabolismo del resveratrol utilizando el software
BioTransformer, que predice cambios estructurales
inducidos por la microbiota intestinal. Ademas, se
emplearon plataformas del Swiss Institute of
Bioinformatics (SIB), incluyendo SwissADME y
SwissTarget Prediction, para calcular propiedades de
absorcion, distribucién, metabolismo y excrecidn
(ADME), asi como las posibles dianas moleculares
(Dainaetal., 2017; Daina et al., 2019; Wishart et al.,
2022). Para evaluar los cambios en la afinidad del
resveratrol y sus metabolitos hacia la COX-2, se
llevd a cabo un analisis de acoplamiento molecular
(molecular docking), el cual permite estimar la
energia de interaccion y la capacidad de unién de los
ligandos en el sitio activo de una proteina (Prieto-
Martinez et al., 2018). Aunque estas técnicas han
sido tradicionalmente utilizadas en el descubrimiento
de farmacos, su aplicacion en el estudio del potencial
terapéutico de nutrientes es cada vez mas frecuente
(Méndez-Ldpez et al., 2022; Singh et al., 2019). En
este articulo se reporta que la microbiota intestinal
podria potenciar las propiedades antiinflamatorias
del resveratrol mediante su conversion a estilbenol,
un metabolito que mostr6 mejores propiedades
farmacocinéticas y una mayor afinidad por la enzima
COX-2.

Material y método
La estructura quimica del resveratrol fue obtenida
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mediante su notacion SMILES (Simplified
Molecular Input Line Entry System) a través de la
base de datos PubChem
(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov). Esta
codificacion lineal permite representar estructuras
quimicas de forma compatible con software de
analisis molecular. La prediccion de su
biotransformacion intestinal se llevd a cabo
utilizando la plataforma BioTransformer 3.0
(https://biotransformer.ca), donde se ingres6 la
notacion SMILES en la seccion Metabolism
Prediction. Se seleccion6 la opcion Human and
Human Gut Microbial Transformation
(SuperBio), la cual predice modificaciones
estructurales derivadas tanto del metabolismo
hepatico como de la actividad enzimatica de la
microbiota intestinal humana (Djoumbou-Feunang
etal., 2019). Los SMILES del resveratrol y de sus
metabolitos derivados se introdujeron en
SwissTargetPrediction
(http://www.swisstargetprediction.ch) con el fin de
predecir posibles blancos moleculares
relacionados con la inflamacién. Esta herramienta
utiliza un enfoque basado en similitud molecular y
proporciona una puntuacion predictiva; valores
superiores a 0.5 se interpretan como alta afinidad
por el blanco molecular (Daina et al., 2019). Las
propiedades farmacocinéticas de absorcién,
distribucion, metabolismo y excreciéon (ADME)
fueron determinadas mediante la herramienta
SwissADME (http://www.swissadme.ch), a partir
de la misma notacién SMILES de cada compuesto
(Daina et al., 2017). Para que un compuesto sea
considerado con potencial farmacol6gico por via
oral, debe cumplir con los cinco criterios
establecidos por Lipinski. Estos incluyen: un peso
molecular igual o inferior a 500 g/mol, un méaximo
de 10 aceptores de enlaces de hidrégeno, no méas
de 5 donadores de enlaces de hidrégeno, un valor
de LogP menor a5y un nimero de enlaces rotables
inferior a 10 (Lipinski et al., 1997). Para evaluar la
afinidad de unién entre los compuestos y la enzima
COX-2, se realizd un analisis de acoplamiento
molecular. La estructura tridimensional de la
enzima COX-2 (organismo: Homo sapiens,
resolucion < 3 A) fue descargada desde el Protein
Data Bank (PDB), utilizando el cédigo de entrada
5IKV. A esta estructura se le eliminaron moléculas
de agua y ligandos cocristalizados.
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Las estructuras tridimensionales de los metabolitos
predichos se generaron con el programa Avogadro,
aplicando el campo de fuerza MMFF94 vy el
algoritmo de descenso mas pronunciado para la
optimizacién geométrica. Los archivos resultantes se
exportaron en formato .mol2. Las simulaciones de
acoplamiento se realizaron en AutoDock Tools. Las
proteinas fueron preparadas afiadiendo hidrégenos
polares y cargas de Kollman, mientras que los
ligandos recibieron hidrégenos polares y cargas de
Gasteiger. La seleccion del sitio activo se basé en
informacién obtenida de UniProt y de las
predicciones generadas con DoGSiteScorer. Las
coordenadas 3D especificas utilizadas en el
acoplamiento se describen en la Tabla 1. Durante el
procedimiento de acoplamiento, las proteinas fueron
consideradas como estructuras rigidas, mientras que
los ligandos permanecieron flexibles. Se generaron
mapas de afinidad con un espaciado de malla de
0.375 A, y se registraron los valores de energia de
union predicha para cada simulacién.

Tabla 1. Coordenadas tridimensionales del sitio
activo de COX-2 empleadas en los estudios de
acoplamiento molecular.

Tamafio del Coordenadas del
Blanco cuadro de cuadro de

acoplamiento acoplamiento

X Y z X Y Z

COX-2 45 46 40 161817 188.02 194.45

El andlisis de las interacciones moleculares,
orientaciones y conformaciones de los ligandos en el
sitio activo de la enzima COX-2, tras las
simulaciones de acoplamiento molecular, se realizé
utilizando el software ChimeraX v1.2.5. Se enfoco
particularmente en las conformaciones con las
energias de unién mas bajas, consideradas como las
méas estables y biol6gicamente relevantes. Las
interacciones no covalentes, especialmente los
puentes de hidrégeno fueron identificados mediante
la herramienta H-bonds del menu Structure Analysis,
empleando los siguientes parametros: radio de
deteccion de 0.075 A, tolerancia de distancia de 0.4
A,y tolerancia angular de 20°. Como control
positivo, se utiliz6 el resveratrol, dado su
reconocimiento previo como ligando de la enzima
COX-2 (Du et al, 2016). De manera
complementaria, se consideraron como ligandos de
alta afinidad aquellos compuestos cuya energia de
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union resultd ser menor a —4.00 kcal/mol (Méndez-
Ldpez et al., 2022).

Resultados

La prediccion metabdlica del resveratrol mediante la
plataforma BioTransformer 3.0 sugiere que este
compuesto puede ser transformado por la accién de
deshidroxilasas bacterianas (no especificadas). En
particular, la eliminacién del grupo hidroxilo en la
posicién 5 da lugar a la formacion de estilbendiol
(3,4’-dihidroxi-trans-estilbeno), el cual puede sufrir
una deshidroxilacion adicional en la posicion 3 para
generar estilbenol (trans-4-hidroxiestilbeno) (Figura
1).
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proinflamatorias.

Las propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas
predichas por la plataforma SwissADME, indican
que los compuestos obtenidos presentan cualidades
farmacoldgicas favorables, es decir, para que sean
consideraros activos via oral (Lipinski et al., 1997).
Se puede observar que, tanto el resveratrol como el
estilbendiol y estilbenol cumplirian con los
criterios (Tabla 3).

Los resultados del acoplamiento molecular indican
que tanto el resveratrol como sus metabolitos
poseen afinidad por el sitio activo de la enzima
COX-2.

Figura 1. Prediccién metabdlica del resveratrol por BioTransformer 3.0

Resveratrol

Deshidroxilasa
bacteriana

Estos derivados del resveratrol, de acuerdo con la
prediccion de la plataforma SwissTargetPrediction,
se seleccionaron por su mayor afinidad y probable
modulacion de las enzimas ciclooxigenasas, similar
al compuesto primario (Tabla 2). Cabe mencionar
que, aunqgue la isoforma de la COX-1 comparte las
mismas funciones, esta se expresa constitutivamente
y no se considera asociada a procesos inflamatorios
cronicos. Los resultados sugieren que cada uno de
los compuestos podria interactuar con mas de 20
dianas terapéuticas (resultados no mostrados), no
obstante, solo la enzima ciclooxigenasa se reporta
como proteina relacionada con actividades

OH

Estilbendiol

&

Estilbenol

El resveratrol presentd una energia de union de
—5.09 kcal/mol, mientras que el estilbendiol y el
estilbenol mostraron valores de —6.05 y —7.09
kcal/mol, respectivamente. Estos datos sugieren
que la biotransformacion del resveratrol por la
microbiota mejora su afinidad hacia la enzima
COX-2, particularmente en el caso del estilbenol.
Todos los compuestos evaluados superaron el
umbral de buena afinidad establecido en —4.00
kcal/mol (Figura 2).
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Tabla 2. Blancos moleculares del resveratrol obtenidos de SwissTargetPrediction

Compuesto Blanco molecular UniProt ID Clase Probabilidad
Resveratrol C!cloox!genasa-l P23219 Ox!dorreductasa 1
Ciclooxigenasa-2 P35354 Oxidorreductasa 1
Estilbendiol C!cloox!genasa-l P23219 Ox!dorreductasa 0.4
Ciclooxigenasa-2 P35354 Oxidorreductasa 0.4
Estilbenol C!cloox!genasa—l P23219 Ox!dorreductasa 0.1
Ciclooxigenasa-2 P35354 Oxidorreductasa 0.1

Tabla 3. Estimacién de propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas del resveratrol y sus derivados
metabdlicos

PM # Enlaces # # iLOGP Absorcion BHE Inhibicién

Compuesto (g/mol)  rotables  Receptores Donadores Gl de
de enlaces  de enlaces enzimas

H H CYP
CYP1A2,
CYP2C9,

Resveratrol  228.24 2 3 3 1.71 Alta Si CYP3A4
CYP1A2,

Estilbendiol 212.24 2 2 2 2.01 Alta Si CYP2C9
CYP1A2,

CYP2C9,
Estilbenol 196.24 2 1 1 2.33 Alta Si CYP2C19

Figura 2. Modelo de unién in silico de los compuestos A) resveratrol, B) estilbendiol y C) estilbenol en el sitio
activo de la enzima COX-2. De acuerdo con el calculo de su energia de afinidad, cuando el resveratrol es
biotransformado por la microbiota, los derivados mejoran su capacidad de unién.
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Discusion

Las dietas ricas en compuestos bioactivos
representan una alternativa natural prometedora
para la modulaciéon de procesos inflamatorios
(Attiq et al., 2018; Malesza et al., 2021; Méndez
Lopez et al., 2024). En particular, el resveratrol ha
sido ampliamente estudiado por su potencial
antiinflamatorio, con evidencia sélida procedente
de estudios in silico, in vitro, in vivo y ensayos
clinicos (Abbas et al., 2023; Meng et al., 2020). En
esta investigacion, empleando herramientas
bioinforméticas, se explord el destino metabdlico
del resveratrol mediado por la microbiota
intestinal, asi como el posible impacto de sus
transformaciones estructurales sobre su afinidad
hacia la enzima COX-2, clave en la inflamacion.
Los resultados indicaron que el resveratrol podria
ser biotransformado en estilbendiol y estilbenal,
productos  derivados de  reacciones de
deshidroxilacion. Estas predicciones se encuentran
respaldadas por estudios in vivo, como el de Bode
et al. (2013), donde se identificé al 3,4’-dihidroxi-
trans-estilbeno (estilbendiol) como uno de los
metabolitos generados tras la ingesta de resveratrol
en humanos sanos. En dicho estudio, se aislaron
cepas de Slackia equolifaciens y Adlercreutzia
equolifaciens, las cuales metabolizaron el
resveratrol produciendo dihidroresveratrol como
metabolito principal. Si bien se detectaron los
metabolitos deshidroxilados, 3,4’-dihidroxi-trans-
estilbeno y lunularina, no se lograron identificar
las especies bacterianas responsables de esta
transformaciéon secundaria. En el caso del
estilbenol, aunque su formacion ha sido observada
en estudios in vitro y en muestras de orina,
actualmente no se considera un metabolito
definitivo de la microbiota intestinal, dado que no
se ha identificado aun la bacteria responsable de su
generacioén mediante una segunda
deshidroxilacién del estilbendiol (Iglesias-Aguirre
et al, 2022). Respecto a las propiedades
fisicoquimicas y farmacocinéticas, los analisis
mediante la plataforma SwissADME revelaron que
el resveratrol y sus metabolitos cumplen con los
criterios de la regla de Lipinski, lo que sugiere un
buen perfil farmacol6gico. Todos los compuestos
mostraron alta absorcion gastrointestinal 'y
capacidad de atravesar la barrera
hematoencefalica, caracteristicas que favorecen su
biodisponibilidad sistémica. No obstante, estudios
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previos han sefialado que, a pesar de su buena
absorcion (aproximadamente 70%), la
biodisponibilidad del resveratrol es limitada (~1%)
debido a su rdpido metabolismo y eliminacion
(Walle et al., 2004). El andlisis de prediccion de
blancos moleculares mediante
SwissTargetPrediction indic6 que tanto el
resveratrol como sus derivados podrian modular la
actividad de las enzimas COX, hallazgo que fue
consistente con los resultados del acoplamiento
molecular, los cuales demostraron una buena
afinidad hacia la COX-2. Cabe destacar que estudios
in silico previos han documentado la afinidad del
resveratrol y de wvarios de sus derivados
semisintéticos por esta enzima, observando mediante
acoplamiento molecular que ciertas modificaciones
estructurales incrementan la energia de unién (-7.0
kcal/mol), lo que sugiere la capacidad de los
compuestos de unirse de manera estable y
potencialmente inhibidora a la enzima. En algunos
casos, estas predicciones se han correlacionado con
una mayor inhibicion de la produccion de
prostaglandinas in vitro (Lelakova et al., 2019).
Particularmente,  derivatizaciones como la
metilacién e hidroxilacion han demostrado inhibir la
produccion de prostaglandina E2 de manera mas
efectiva que el farmaco antiinflamatorio Celecoxib,
cuyo mecanismo de accién se basa precisamente en
la inhibicién de la COX-2 (Murias et al., 2004).
Aunque se han documentado interacciones de
estiloendiol 'y estilbenol con otros blancos
moleculares (Gonzalez-Sarrias et al., 2022), hasta la
fecha no se han reportado estudios experimentales
que evallen su interaccion directa con la enzima
COX-2. Una de las principales limitaciones de este
estudio es la ausencia de validacion experimental.
Como sefiala Al-Mohaya et al. (2024), si bien las
herramientas computacionales resultan Utiles en las
etapas iniciales de investigacion de compuestos con
potencial terapéutico, su precision y aplicabilidad
dependen en gran medida de la calidad y diversidad
de los datos empleados, asi como de su validacion
externa mediante metodologias cientificas rigurosas.
Los resultados obtenidos sugieren que los
metabolitos propuestos podrian conservar, e incluso
potenciar, la actividad antiinflamatoria del
resveratrol. No obstante, serd necesario desarrollar
futuras investigaciones que incluyan evaluaciones
funcionales in vitro e in vivo, con el fin de confirmar
estos hallazgos y esclarecer sus mecanismos de
accion.
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Asimismo, debe considerarse que la composicion
de la microbiota intestinal varia significativamente
entre individuos, influida por factores como la
edad, el origen étnico, la ubicacion geografica, el
estado de salud, la dieta, el uso de antibi6ticos, e
incluso el tipo de parto. Esta variabilidad podria
afectar la capacidad de biotransformacion de
compuestos  fendlicos como el resveratrol
(Makarewicz et al., 2021). En este sentido, los
resultados presentados deben interpretarse como
predicciones tedricas, cuyo impacto real puede
diferir entre individuos, dependiendo de Ia
presencia 0 ausencia de especies microbianas
capaces de metabolizar el resveratrol.

Conclusién

Los resultados obtenidos en este estudio in silico
sugieren que el resveratrol, un compuesto fenélico
con propiedades antiinflamatorias reconocidas,
puede ser biotransformado por la microbiota
intestinal en los metabolitos estilbendiol y
estilbenol.  Estas transformaciones no solo
conservan, sino que podrian mejorar su afinidad
hacia la enzima COX-2, un blanco terapéutico
relevante en enfermedades inflamatorias cronicas.
Los andlisis de acoplamiento molecular mostraron
una mayor energia de union para los metabolitos
en comparacion con el compuesto original, lo que
indica un potencial inhibitorio superior.
Asimismo, las predicciones farmacocinéticas
evidenciaron caracteristicas favorables para la
absorcion y biodistribucion de estos metabolitos,
cumpliendo con los principales criterios de
viabilidad oral. Estos hallazgos respaldan la
hipétesis de que las interacciones entre
compuestos dietéticos y la microbiota intestinal
pueden potenciar la actividad biolégica de
nutracéuticos como el resveratrol. Sin embargo, la
composicibn de la  microbiota  varia
significativamente entre individuos, lo que puede
influir en la capacidad de biotransformacion y, por
ende, en la eficacia de estos compuestos. Ademas,
aungue las herramientas in silico ofrecen una
aproximacion Gtil en etapas tempranas de
investigacion, es imprescindible validar estos
resultados mediante estudios experimentales. En
particular, la evaluacion funcional de estilbendiol
y estilbenol sobre la actividad de COX-2 en
modelos in vitro e in vivo representa una linea
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prometedora para el desarrollo de nuevos agentes
antiinflamatorios de origen natural.
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