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"Fíate de Jehová de todo tu corazón, 

Y no te apoyes en tu propia prudencia. 

Reconócelo en todos tus caminos, 

Y él enderezará tus veredas” 
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EFECTO DE UN EXTRACTO DE EPISPERMA DEL GRANO DE 

CHENOPODIUM QUINOA WILLD (QUÍNOA) SOBRE LA ACTIVIDAD DE LAS 

ISOFORMAS DE LA GSH-TRANSFERASA HEPÁTICA DE RATA. 

 

Las plantas contienen además de polifenoles, compuestos tiólicos; entre ellos, 

GSH y cisteína, principales responsables de los mecanismos antioxidantes no-

enzimáticos en células animales. No existen en la literatura estudios acerca de 

la capacidad redox de extractos herbales que poseen concentraciones 

significativas de compuestos tiólicos. En este trabajo, hemos realizado un 

estudio preliminar con un extracto de episperma del grano Chenopodium quinoa 

Willd (quínoa), el cual fue titulado respecto de su contenido en polifenoles y 

tioles. La razón polifenoles totales versus tioles totales de este extracto fue 9,3. 

Como una forma de probar la capacidad redox reversible que se asigna a los 

tioles, usamos como sistema biológico las isoformas citosólicas y microsómica 

de la GSH-transferasa de hígado de rata, dado que la forma activa de estas 

isoformas es un dímero -S-S-. El extracto herbal inhibió ambas actividades 

enzimáticas de una forma concentración dependiente. Más aún, el poder 

reductor de dicho extracto mostró ser significativamente mayor que los agentes 

reductores N-acetil-cisteína, ditiotreitol y catequina. Los cambios en las 

constantes cinéticas aparentes obtenidas indicarían que el extracto herbal 

provoca un desbalance redox en los componentes de ambas fracciones 

subcelulares, siendo esta la causa principal involucrada en la inhibición de las 
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actividades GSH-transferásicas observada. Nuevos experimentos están siendo 

llevados a cabo con el objeto de evaluar diferentes preparados herbales 

conteniendo tioles que puedan ser utilizados en futuras preparaciones 

nutracéuticas y/o fitofarmacéuticas. 
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ABSTRACT 

EFFECT OF AN EXTRACT OF CHENOPODIUM QUINOA WILLD (QUINOA) 

COATS ON THE ISOFORMS OF LIVER GSH-TRANSFERASE OF RAT. 

The main responsible of the non-enzymatic antioxidant mechanisms of plants 

and animals are thiol compounds and plants contain beside polyphenols. Thiol 

compounds are represented main by GSH and cysteine. Studies of antioxidant 

properties of herbal extracts which have significant concentrations of thiol 

compounds are scarce. Thus, in this work, we have done a preliminary study 

with an extract of Chenopodium quinoa Willd (quinoa) coats, which was titrated 

in its polyphenols and thiol content. The ratio between polyphenols versus thiols 

in this extract was 9.3. As a manner to test the reversible redox capacity 

assigned to thiols, we use, as a biological system, rat liver cytosolic and 

microsomal isoforms of the GSH-transferase, because the enzymatic active 

form of this enzyme is its disulfide dimeric form. The quinoa extract inhibited 

both enzymatic activities in a concentration-dependent manner. Furthermore, 

the reducing power of this extract proved to be significantly higher than other 

reducing agents like N-acetyl-cysteine, dithiothreitol or catechin. The changes 

on the apparent kinetics constants obtained would indicate that the quinoa 

extract causes a redox imbalance in the components of both subcellular 

fractions, being this the main reason involved in the inhibition of GSH-

transferase activities observed. New experiments are being carried out in order 
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to evaluate different herbal preparations containing thiols which may be used in 

future nutraceutical and/or phytopharmaceutical preparations. 
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I. INTRODUCCIÓN 

Todos los seres vivos disponen de mecanismos antioxidantes con el objeto de 

prevenir el daño oxidativo [1-2]. El antioxidante no enzimático más abundante 

en la célula animal es el tripéptido glutatión (GSH). Las plantas están 

permanentemente expuestas a la radiación solar UV [3-4], por lo que ellas 

poseen una capacidad antioxidante mayor que la célula animal. Así, la 

capacidad antioxidante no enzimática está representada por compuestos 

tiólicos (GSH, cisteína) y además, por sus metabolitos polifenólicos [3-8]. Los 

mecanismos a través de los cuales los tioles y polifenoles ejercen su actividad 

antioxidante incluyen entre otros, su capacidad de atrapar radicales libres del 

oxígeno y de quelar metales de transición los cuales en su estado iónico libre 

reducido, generan especies radicalarias del oxígeno a través de las reacciones 

de Haber Weiss y/o Fenton [3-8]. 

ascorbato + metal oxidado radical ascorbilo + metal reducido 

metal reducido + O2 metal oxidado + O2
•- (Haber-Weiss) 

metal reducido + H2O2 metal oxidado + •OH + -OH (Fenton) 

 

Existen diferencias sin embargo, entre las propiedades redox de tioles y 

polifenoles. Así, en todo tipo de células la oxidación de las biomoléculas tiólicas 

puede ser revertida por agentes antioxidantes tiólicos, pero no la oxidación de 

los fenoles a derivados quinónicos [6-8]. Esta reversibilidad en muchos casos 

es el resultado de mecanismos enzimáticos concertados que involucran el uso 
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de GSH [9-10]. Los compuestos polifenólicos y tiólicos además de su 

reactividad redox frente a radicales libres del oxígeno, pueden actuar como 

agentes nucleofílicos [6-11]. En estas condiciones, ellos forman aductos 

covalentes con metabolitos electrofílicos, los cuales son altamente reactivos y 

por tanto, muy tóxicos. Estos metabolitos incluyen peróxidos, aldehídos, 

quinonas y epóxidos los cuales son generados enzimáticamente de precursores 

endógenos y exógenos [12]. Cuando los compuestos polifenólicos y tiólicos 

reaccionan formando aductos covalentes, son consumidos irreversiblemente. 

Esto provoca una disminución de su concentración en el organismo y por tanto, 

de la capacidad antioxidante celular, fenómeno que ocurre sin la presencia de 

radicales libres del oxígeno [13]. En este sentido, los compuestos tiólicos 

parecen ser agentes nucleofílicos más eficientes que los polifenoles [7,13]. Así, 

en las células animales, la formación de S-aductos con compuestos 

electrofílicos ocurre no enzimáticamente [14-15], reacción que puede además, 

ser catalizada por las GSH-transferasas (GST), familia de enzimas ampliamente 

distribuidas en el organismo [16-18].  

 

Cabe señalar además, que los tioles de bajo peso molecular, GSH y cisteína, 

pueden actuar como agentes quelantes de iones metálicos, lo cual también 

podría ocurrir con los grupos tiólicos redox sensibles de proteínas, alterando así 

su función [19-20]. 
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Los antecedentes presentados muestran que el estrés oxidativo puede ocurrir 

como consecuencia de la interrupción de circuitos tiólicos, los que normalmente 

participan en diversos procesos de señalización celular y regulación fisiológica 

[11]. El estrés oxidativo inducido a través de los circuitos tiólicos parece ser más 

importante que el generado por las especies reactivas del oxígeno (EROs) [21]. 

Tioles redox-sensibles están presentes en diferentes proteínas y/o péptidos; así 

por ejemplo son críticos en: transducción de señales (ej. H-Ras, PTP-1B), 

factores de transcripción que se unen a DNA (ej. Nrf2, NFκβ), activación de 

receptores (ej. integrina αIIβ3 en la activación de plaquetas), etc. [21]. Por otra 

parte, se ha demostrado que la interrupción de la función y la homeostasis de 

los sistemas tiólicos es la característica central del estrés oxidativo observado 

en el envejecimiento, como también en las enfermedades relacionadas con el 

envejecimiento [21].  

 

La diversidad de procesos fisiológicos en los cuales están involucrados los 

circuitos tiólicos hace necesario la existencia de mecanismos reguladores. Así, 

el estado redox de los sistemas tiólicos que son sensibles a oxidantes no-

radicalarios, son controlados por las tiorredoxinas (Trx), GSH y cisteína [20-21]. 

Los sistemas regulados por las tiorredoxinas y el GSH se mantienen en 

condiciones estables pero no en equilibrio, debido a una continua oxidación de 

los tioles celulares; ellos se oxidan a una velocidad aproximada de 0,5% de los 

tioles totales/min [19-20]. Si los oxidantes no-radicalarios se generan en forma 
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aberrante, ellos podrían alterar los circuitos tiólicos, alterando las funciones 

biológicas de ellos. 

Tioles herbales. Extensiva investigación se ha desarrollado en relación a los 

mecanismos antioxidantes de polifenoles de origen herbal [8], no así para la 

acción antioxidante de compuestos tiólicos de plantas. Las plantas superiores, 

como otros organismos aeróbicos, requieren oxígeno para la eficiente 

producción de energía [22]. Para ello, han desarrollado la vía fotorrespiratoria 

que regenera el NADP+, a través de la cadena de transporte de electrones que 

reduce el O2 a H2O, condiciones necesarias para la fijación de CO2. Al igual que 

en organismos animales, la vía fotorrespiratoria también genera radicales libres 

del oxígeno y H2O2; este último también puede formarse durante el catabolismo 

de los lípidos como un subproducto de la β-oxidación de ácidos grasos. Un 

ambiente estresante para las plantas, como la sequía, el estrés salino, el ozono 

y las temperaturas altas o bajas, reducen las defensas incluyendo la capacidad 

antioxidante. Por lo tanto, es razonable esperar que plantas que crecen en 

ambientes de alto estrés tengan mayor capacidad antioxidante que aquellas 

que crecen en praderas con posibilidades hídricas mayores y menor radiación 

UV. Los datos presentados parecen indicar que en esta condición la capacidad 

antioxidante dada por los compuestos tiólicos debería ser más relevante. Un 

ejemplo de esto es Chenopodium quinoa Willd (quínoa), planta dicotiledónea 

perteneciente a la familia Chenopodiaceae que crece en la zona andina entre 

2500 a 4000 metros de altitud [23]. El grano de quínoa es usado por los nativos 
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de la región Andina como alimento. El grano de quínoa contiene varias 

vitaminas en bajas concentraciones, por ejemplo ácido fólico, tiamina, ácido 

ascórbico y riboflavinas [24]. Además, contiene minerales como calcio, hierro, 

zinc, cobre y manganeso. La semilla de la quínoa, especialmente el embrión, 

posee un alto contenido de aceites, entre los que se encuentran el ácido 

palmítico, oleico, linoléico y linolénico. También posee antioxidantes 

endógenos, como α- y γ-tocoferol [25-26]. En la semilla de la quínoa se ha 

encontrado un alto contenido de proteínas, almidón y aminoácidos libres, tales 

como lisina, histidina y triptófano [27]. Por otra parte, los granos de quínoa 

presentan en su episperma contenidos variables de saponinas que oscilan entre 

0,01-4,65% de su peso seco [28]. Estas saponinas son glucósidos del tipo 

triterpenoidal que se caracterizan por su sabor amargo, capacidad de formar 

espuma en soluciones acuosas y su poder hemolítico. Esta propiedad le 

confiere a dicho extracto herbal una posible actividad surfactante, lo cual es 

concordante con los estudios que demuestran que el extracto de episperma del 

grano de quínoa promueve hemólisis [29] y cambios de la permeabilidad 

intestinal [30]. Investigaciones recientes de nuestro Laboratorio mostraron que 

extractos hidroalcohólicos de episperma del grano de quínoa contenían 

además, polifenoles y compuestos tiólicos, los cuales serían los responsables 

de la actividad antioxidante observada [31]. 
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Dada la importancia en mantener la homeostasis de los circuitos tiólicos y la 

información limitada que tenemos de la contribución que los compuestos tiólicos 

herbales puedan hacer a la capacidad antioxidante celular, es que nos 

interesamos en evaluar la capacidad redox de un extracto hidroalcohólico de 

episperma del grano de quínoa sobre la actividad GSH-transferásica (GST). 

GSH-transferasa. La actividad GSH-transferásica está representada por una 

familia de isoenzimas ampliamente distribuidas en el organismo. Estas enzimas 

catalizan la conjugación de substancias electrofílicas con GSH [32]. Así, GSTs 

son críticas para eliminar compuestos electrofílicos altamente tóxicos desde la 

célula iniciando la vía de su excreción como ácidos mercaptúricos [33]. Esta 

familia de enzimas se localiza en el citosol (isoformas citosólicas) o en el 

retículo endoplásmico (isoformas microsómicas) y en la mitocondria [32]. Se ha 

demostrado que la forma activa de esta enzima es un dímero -S-S- [34-36]; los 

monómeros reducidos de la GST citosólica o microsómica son inactivos [8,37]. 

La isoforma de la GST citosólica contiene 3-4 residuos de cisteína y solamente 

un dímero específico representa la forma activa de esta enzima [34]. Por otra 

parte la isoforma de GST microsómica que es la más abundante contiene 

solamente un residuo de cisteína y por lo tanto, solo es posible la formación de 

un dímero -S-S- activo catalíticamente [34]. La incubación de citosol y 

microsomas hepáticos con agentes oxidantes provoca efectos distintos en las 

formas activas de las isoformas de la GST. Así, se reconoce ampliamente que 

la actividad GST citosólica disminuye en presencia de EROs ya que dímeros no 
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específicos se generan en mayor cantidad que los específicos formados a 

través de la oxidación [35,38]. La actividad GST microsómica en cambio es 

aumentada por EROs debido a que se puede formar un solo dímero activo por 

oxidación [38-40]. Altas concentraciones de EROs, sin embargo, disminuyen la 

actividad GST microsómica al alterar la conformación de la membrana 

microsómica a través de la lipoperoxidación [38]. Por otra parte, tanto la 

actividad GST citosólica como la microsómica son disminuidas en presencia de 

iones cobre, presumiblemente debido a la quelación de los residuos de cisteína 

de la GST, lo cual impide la formación de cualquier dímero [41-43]. 

Estas características de las isoformas de la GST nos condujeron a elegir la 

actividad GSH-transferásica como modelo experimental para estudiar la 

actividad redox de un extracto de episperma del grano de quínoa. La presencia 

de compuestos tiólicos, en adición a los polifenoles en este extracto herbal 

podrían prevenir y posiblemente revertir, la formación del dímero activo de las 

isoformas citosólicas y microsómicas de la GST. Este fenómeno provocaría 

cambios en sus actividades enzimáticas. 

Nuestros resultados mostraron que el extracto de episperma del grano de 

quínoa es capaz de inhibir la actividad GSH-transferásica microsómica y 

citosólica hepática de rata. Las Km aparentes para el sustrato 1-cloro-2,4-

dinitrobenceno no fueron afectadas por el extracto herbal en ninguna de las 

condiciones estudiadas. Sin embargo, la Km aparente para el cofactor GSH 
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presentó diferencias significativas; esta constante cinética aumentó 

progresivamente a medida que se aumentó la concentración del extracto herbal. 

Estos resultados serán discutidos en términos de la relevancia farmacológica 

que podrían tener extractos herbales enriquecidos en compuestos tiólicos. 

HIPÓTESIS 

Considerando que las isoformas citosólicas y microsómica de hígado de rata 

presentan diferente número de residuos tiólicos en su composición 

aminoacídica monomérica, y que el extracto de episperma del grano de quínoa 

contiene metabolitos tiólicos, 

Se postula que: 

“El extracto hidroalcohólico de episperma del grano de quínoa inhibe tanto la 

actividad GSH-transferásica citosólica como la microsómica hepática de rata; 

sin embargo, la inhibición de la actividad enzimática de las isoformas citosólicas 

y microsómicas de la GSH-transferasa presenta diferencias cinéticas”.  

 

OBJETIVO GENERAL 

Estudiar el efecto reductor de un extracto hidroalcohólico de episperma del 

grano de quínoa sobre la cinética enzimática de las isoformas de la GSH-

transferasa citosólica y microsómica de hígado de rata.  
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OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Determinar las actividades GSH-transferásica microsómica y citosólica de 

hígado de rata en ausencia y presencia de diferentes concentraciones de 

extracto de episperma del grano de quínoa. 

2. Comparar el efecto del extracto de episperma del grano de quínoa con 

otros agentes reductores, tales como N-acetil-cisteína, ditiotreitol y 

catequina. 

3. Comparar el efecto del extracto de episperma del grano de quínoa sobre 

la actividad microsómica hepática de rata con el del detergente Tritón X-

100.  

4. Determinar las constantes cinéticas de las actividades GSH-transferásicas 

microsómicas y citosólicas como una forma de explicar los cambios de 

estas actividades enzimáticas en presencia de extracto del episperma del 

grano de quínoa. 

 

II. MATERIALES Y MÉTODOS 

Reactivos. BSA, CuSO4, Catequina [(+)-cianidol-3,(2R,3S)-2-(3,4-

dihidroxifenIl)-3,4-dihidro-1(2H)-benzopiran-3,5,7-triol], reactivo de Folin-

Ciocalteau, ascorbato de sodio, ácido 5,5´-ditio-bis(2-nitrobenzoico) (DTNB), 1-

cloro-2,4-dinitrobenceno (1-Cl-2,4-DNB), ditiotreitol (DTT), GSH y N-acetil-

cisteína se obtuvieron de Sigma-Aldrich. El resto de los reactivos utilizados 

fueron del mejor grado analítico.  
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El extracto de episperma del grano de quínoa fue donado por Laboratorios 

Ximena Polanco (Santiago, Chile). Este extracto herbal contiene: [polifenoles 

totales]: 9,0  0,33 µmoles equivalentes de catequina/mL de extracto y [tioles 

totales]: 1,94  0,10 µmoles/mL de extracto. 

Animales de experimentación. Se utilizaron ratas macho adultas de la cepa 

Sprague Dawley, de tres meses de edad y de un peso corporal aproximado de 

250g. Estos animales se obtuvieron del Bioterio de la Facultad de Ciencias 

Químicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile. Los animales se 

mantuvieron con una dieta normal de pellet, agua ad libitum, ciclos de luz y 

oscuridad, y a una temperatura ambiental de 21ºC. Todos los procedimientos se 

desarrollaron de acuerdo a los protocolos aprobados por el Comité Ético 

Institucional de la misma Facultad. 

Preparación de microsomas y citosol hepáticos de rata. Estas fracciones 

subcelulares fueron preparadas de acuerdo a Letelier y cols., 2010 [43]. Las 

ratas fueron sometidas a ayuno por 15 horas con agua ad libitum, y sacrificadas 

por decapitación. Los hígados fueron perfundidos in situ con 0,9% P/V NaCl, 

removidos por incisión, y puestos en hielo. Todos los procedimientos de 

homogenización y fraccionamiento fueron realizado a 4ºC, y todas las 

centrifugaciones fueron realizadas usando ya sea una centrifuga con 

refrigeración Hermle modelo Z326K ó una ultracentrífuga Beckman modelo XL-

90. El tejido hepático (9-11g de peso húmedo), carente del tejido conectivo y 
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vascular, fue homogenizado con 4 volúmenes de 0,154M de KCl, con ocho 

pasajes en un homogeneizador Dounce Wheaton B utilizando un motor 

Heidolph modelo RZR1 a 250rpm. El homogeneizado fue centrifugado a 9.000g 

por 15min y el sedimento fue descartado. El sobrenadante obtenido fue 

centrifugado a 105.000g por 60min. El pellet (microsomas) fue almacenado a -

80ºC en un freezer il-Shin modelo DF8514 por hasta 3 meses. La cuantificación 

de la proteína microsómica se determinó por el método de Lowry y cols., 1951 

[44], utilizando albúmina sérica de bovino (fracción IV) como estándar. 

Actividad GSH-transferásica. La conjugación de 1-cloro-2,4-dinitrobenceno 

con GSH, reacción catalizada por la GSH-transferasa (GST) se ensayó de 

acuerdo al método descrito en Letelier y cols., 2010 [45]. La ecuación química 

es la siguiente: 

 

La mezcla de reacción contenía (concentraciones finales) en un volumen de 1 

mL: amortiguador fosfato 0,1M pH 6,5; 1-cloro-2,4-dinitrobenceno 1mM; GSH 

4mM; proteína microsómica 100 g/mL o 10 g/mL de proteína citosólica. El 

blanco contenía todos los reactivos, a excepción de GSH. La reacción se inició 

agregando GSH a la cubeta muestra. La actividad se determinó midiendo la 

Cl

NO2

NO2

SG

NO2

NO2

+   GSH +   HCl
GST
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absorbancia del conjugado formado enzimáticamente a 340 m, en forma 

continua durante 3 min a 25ºC, con el objeto de minimizar la reacción no 

enzimática. La aparición del conjugado se midió en forma continua, a 340nm en 

un espectrofotómetro UV-VIS-UNICAM UV3. La actividad de la GST se calculó 

utilizando el ε340 = 9,6mM-1 cm-1 del conjugado.  

Determinación de las constantes cinéticas. Los valores de Km y Vmáx 

aparentes para la conjugación de 1-Cl-2,4-DNB con GSH, se obtuvieron 

graficando los valores experimentales de velocidad vs concentración de 

sustrato de acuerdo a Lineweaver-Burk. En este gráfico, el intercepto del eje x 

representa el valor recíproco negativo de la Km y el del eje y, el recíproco de la 

Vmáx. 

Análisis estadístico. Los datos presentados corresponden al promedio de al 

menos 4 experimentos independientes ± EEM. La significancia estadística 

(ANOVA) y los análisis de regresión se desarrollaron usando el software 

GraphPad Prism 5.0. Las diferencias se consideraron como significativas, 

cuando p<0.05. 
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III. RESULTADOS 

Efecto del extracto de episperma del grano de quínoa sobre las 

actividades GST microsómica y citosólica de hígado de rata. La Figura 1 

muestra el gráfico semilogarítmico de la concentración de extracto de 

episperma del grano de quínoa versus la actividad GSH-transferásica 

microsómica y citosólica residual. La actividad enzimática residual está 

expresada como % de la actividad medida en ausencia del extracto considerada 

como 100%. Los resultados muestran que el extracto herbal fue capaz de inhibir 

ambas actividades GSH-transferásicas de una forma concentración-

dependiente y bimodal. Así, el gráfico semilogarítmico muestra en ambos 

casos, dos rectas de pendientes claramente definidas. El valor de la primera 

pendiente como de la segunda para ambas actividades enzimáticas, 

microsómica y citosólica, no fue significativamente distinto: 31,7 - 33,3 (primera 

pendiente) y 98,1 - 100,4 (segunda pendiente). 



   14 

-0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
0

20

40

60

80

100 GST citosólica

GST microsómica

mC=33,3

mM=31,7

mC=100,4mM=98,1

Log [extracto quinoa, L/mg proteina]

A
c
ti
v
id

a
d
 G

S
T

 r
e
s
id

u
a
l, 

%

 
Figura 1. Efecto del extracto de episperma del grano de quínoa sobre las 
actividades GST microsómica y citosólica de hígado de rata. Extracto de 

episperma del grano de quínoa: 0-50L/mL. Las actividades GST se ensayaron de 
acuerdo a lo descrito en Materiales y Métodos previa incubación del sistema biológico 
(microsomas: 100µg/mL o citosol: 10µg/mL) por 5 minutos con el extracto herbal. mM: 
pendiente actividad GST microsómica; mC: pendiente actividad GST citosólica. Los 
datos corresponden a la media ± EEM de a lo menos 4 experimentos independientes. 
Las líneas corresponden a la regresión no lineal bifásica de los datos. 
 

 

Efecto de Tritón X-100 sobre la actividad GST microsómica. Cabe recordar 

que la episperma del grano de quínoa contiene cantidades significativas de 

saponinas [28]. Más aún, existen antecedentes acerca del efecto sobre los 

cambios en fluidez de membrana inducidos por extractos de episperma del 

grano de quínoa [31]; sin embargo, no existen antecedentes acerca de los 

cambios que este efecto sobre membrana puede provocar sobre la actividad 

GST microsómica. Como una forma de evaluar si el efecto inhibitorio sobre la 

actividad GST microsómica observado, era provocado por las saponinas 
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presentes en el episperma del grano de quínoa, se determinó el efecto de Tritón 

X-100, un surfactante no iónico, sobre esta actividad enzimática (Figura 2). 

Interesantemente, este detergente provocó un aumento de la actividad GST 

microsómica, el cual alcanzó un valor máximo equivalente a 1,5 veces la 

actividad basal a la concentración de 0,3% V/V de Tritón; mayores 

concentraciones de este detergente disminuyeron progresivamente este efecto.  
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Figura 2. Efecto de Tritón X-100 sobre la actividad GST microsómica. Tritón 

X-100: 0-0,5% P/V. La actividad GST microsómica se determinó de acuerdo a lo 
detallado en Materiales y Métodos. Los datos corresponden a la media ± EEM de a lo 
menos 4 experimentos independientes. El trazado que une los puntos en la figura 
corresponde a la regresión no lineal bifásica de los datos. 
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Efecto de diferentes agentes reductores sobre las actividades GST. En 

este experimento se comparó el efecto inhibitorio del extracto de episperma del 

grano de quínoa, propuesto como agente reductor de enlaces disulfuros con 

otros agentes reductores: N-acetil-cisteína (NAC), ditiotreitol (DTT) y catequina 

(Figura 3). Estos tres agentes reductores fueron evaluados a igualdad de 

concentración, 1mM concentración final en la mezcla de reacción; esta 

concentración fue elegida considerando experimentos anteriores en los cuales 

las curvas concentración-respuesta mostraron una alto porcentaje de inhibición 

de esta actividad enzimática [38]. En estas condiciones, NAC, DTT y catequina 

inhibieron tanto la actividad GSH-transferásica citosólica como la microsómica 

en similares porcentajes. Interesantemente, sólo 2µL/mL de extracto de 

episperma del grano de quínoa provocaron un efecto inhibitorio sobre ambas 

actividades GSH-transferásica significativamente mayor que el provocado por 

los otros 3 agentes reductores. Cabe hacer notar que 2 µL/mL del extracto de 

episperma del grano de quínoa corresponden a 18 nmoles equivalentes de 

catequina/mL y a 3,88 nmoles de tioles/mL; sin embargo, las concentraciones 

de los agentes reductores NAC, DTT y catequina correspondieron a 1 µmol/mL. 
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Figura 3. Efecto de diferentes agentes reductores sobe las actividades 
GST. NAC, DTT y Catequina: 1,0 µmol/mL; Quínoa: 18,0 nmoles equivalentes de 
catequina/mL y 3,88 nmoles de tioles/mL. La actividad GST se determinó de acuerdo a 
lo detallado en Materiales y Métodos previa incubación del sistema biológico 
(microsomas: 100µg/mL o citosol: 10µg/mL) por 5 minutos con cada uno de los 
agentes antioxidantes. Los datos corresponden a la media ± EEM de a lo menos 4 
experimentos independientes. Los asteriscos indican diferencias estadísticamente 
significativas comparadas con las actividades GST en presencia del extracto de 
episperma de quínoa, p<0,05. 

 

Efecto del extracto de episperma del grano de quínoa sobre los 

parámetros cinéticos de la actividad GST. Considerando que el efecto 

bimodal en la inhibición de las actividades GSH-transferásicas (Figura 1), puede 

estar dado por el efecto reductor como también por el efecto detergente de las 

saponinas, se eligieron concentraciones que nos permitieran separar ambos 

efectos. En este sentido existen antecedentes de nuestro laboratorio que 

demuestran que el efecto detergente (medido como liberación de hemoglobina 
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de glóbulos rojos al medio) del extracto de episperma del grano de quínoa no 

fue significativo hasta 20 µL/mL. Asimismo, 2,5 L/mL de extracto herbal 

corresponden a la concentración de extracto de episperma del grano de quinoa 

que provocó el efecto medio de la primera pendiente de inhibición de ambas 

actividades GST citosólica y microsómica; asimismo, las concentraciones 10 y 

20 L/mL de extracto herbal corresponden al punto medio de la segunda 

pendiente de inhibición da las actividades GST microsómica y citosólica, 

respectivamente. Las concentraciones 20 y 30L/mL del extracto herbal 

corresponden a la mínima actividad que se pudo medir de las actividades GST 

microsómica y citosólica, respectivamente. Resumiendo, las concentraciones 

del extracto herbal ensayadas para la determinación de las constantes cinéticas 

fueron: 2,5L/mL, 10L/mL y 20L/mL para la actividad GST microsómica y 

2,5L/mL, 20L/mL y 30L/mL, para la citosólica (Tabla 1).  

Las figuras 4, 5, 6 y 7 muestran los gráficos de Lineweaver-Burk construidos a 

partir de las curvas de saturación para GSH y el sustrato 1-Cl-2,4-DNB, para las 

actividades GST citosólica y microsómica hepática de rata. Los valores de Km y 

Vmáx que aparecen en la Tabla 1 fueron obtenidos de los gráficos de 

Lineweaver-Burk donde el intercepto del eje x corresponde a -1/Km y el del eje 

y, 1/Vmáx. 

Como se muestra en la Tabla 1, la Vmáx aparente de ambas actividades GSH-

transferásicas disminuyó progresivamente a medida que se aumentó la 
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concentración del extracto de episperma del grano de quínoa en la mezcla de 

reacción. Por otra parte, la Km aparente para el sustrato 1-Cl-2,4-DNB no fue 

alterada por ninguna de las concentraciones del extracto herbal ensayadas para 

ambas actividades enzimáticas, microsómica y citosólica. Sin embargo, la Km 

aparente de GSH de la enzima microsómica fue aumentada por todas las 

concentraciones del extracto de episperma del grano de quínoa ensayadas; la 

magnitud de este aumento fue concentración-dependiente. Similares resultados 

se observaron en la Km aparente de GSH de la enzima citosólica, pero sólo a la 

concentración de 30µL/mL de extracto herbal, que fue la máxima concentración 

ensayada. 
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Figura 4. Determinación de las constantes cinéticas de GST citosólica 
hepática de rata: Km 1-Cl-2,4-DNB. La actividad GST citosólica se determinó de 

acuerdo a lo detallado en Materiales y Métodos. Cada valor corresponde a la media ± 
EEM de a lo menos 4 experimentos independientes. 
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Figura 5. Determinación de las constantes cinéticas de GST citosólica 
hepática de rata: Km GSH. La actividad GST citosólica se determinó de acuerdo a 

lo detallado en Materiales y Métodos. Cada valor corresponde a la media ± EEM de a 
lo menos 4 experimentos independientes. 
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Figura 6. Determinación de las constantes cinéticas de GST microsómica 
hepática de rata: Km 1-Cl-2,4-DNB. La actividad GST microsómica se determinó 

de acuerdo a lo detallado en Materiales y Métodos. Cada valor corresponde a la media 
± EEM de a lo menos 4 experimentos independientes. 
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Figura 7. Determinación de las constantes cinéticas de GST microsómica 
hepática de rata: Km GSH. La actividad GST microsómica se determinó de acuerdo 

a lo detallado en Materiales y Métodos. Cada valor corresponde a la media ± EEM de a 
lo menos 4 experimentos independientes. 
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TABLA 1 
EFECTO DEL EXTRACTO DE EPISPERMA DEL GRANO DE QUÍNOA 

SOBRE LOS PARÁMETROS CINÉTICOS DE LA ACTIVIDAD GST 
HEPÁTICA DE RATA 

 

ACTIVIDAD GST CITOSÓLICA 

Condición 

GSH 1-Cl-2,4-DNB 

Km 

aparente 
(mM) 

 
Vmáx 

aparente 
 

Km 
aparente 

(mM) 

 
Vmáx 

aparente 

 

Control 0,44 ± 0,03 1563 ± 82,0 0,16 ± 0,03 1468 ± 129,0 

+ 2.5L extracto 0,42 ± 0,02 694,0 ± 8,0* 0,17 ± 0,02 647.0 ± 86,0* 

+ 20L extracto 0,46 ± 0,02 211,0 ± 25,0* 0,20 ± 0,03 168.0 ± 35,0* 

+ 30L extracto 0,69 ± 0,03* 100,0 ± 4,0* 0,16 ± 0,01 97.0 ± 2,0* 

ACTIVIDAD GST MICROSÓMICA 

Condición 

GSH 1-Cl-2,4-DNB 

Km 

aparente 
(mM) 

 

Vmáx 

aparente 
 

 
Km 

aparente 
(mM) 

 

 

Vmáx 

aparente 
 

Control 0.40 ± 0.04 166,7 ± 31,9 0.11 ± 0.01 165.4 ± 6,5 

+ 2,5L extracto 0.56 ± 0.01* 92,0 ±12,5* 0.11 ± 0.03 94.4 ± 3,9* 

+ 10L extracto 0.97 ± 0,02* 41,8 ± 6,4* 0.09 ± 0,02 31,9 ± 5,2* 

+ 20L extracto 1.23 ± 0,01* 24,6 ± 5,2* 0.08 ± 0,02 17,0 ± 3,4* 

 
Los parámetros cinéticos se calcularon a partir de gráficos de Lineweaver-Burk. La 
Vmáx aparente está expresada en nmoles de conjugado formado/min/mg de proteína. 
Los datos corresponden a la media ± EEM de a lo menos 4 experimentos 
independientes. Los asteriscos indican diferencias estadísticamente significativas con 
respecto al control, p<0,05. 
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IV. DISCUSIÓN 

Los preparados herbales han sido propuestos como fuente de antioxidantes en 

el uso preventivo y/o para mitigar algunas patologías especialmente aquellas 

asociadas a estrés oxidativo, entre ellas, el envejecimiento, el cáncer y las 

enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas. Los compuestos 

polifenólicos son los antioxidantes herbales mayoritariamente estudiados y 

utilizados tanto para prevenir como para mitigar dichas patologías. Estos 

compuestos son especialmente abundantes en las hojas de las plantas y no 

existen en la célula animal. El antioxidante no-enzimático más abundante en la 

célula animal es el GSH. Las plantas también poseen compuestos antioxidantes 

azufrados, entre ellos el tripéptido tiólico GSH. La homeostasis de los circuitos 

tiólicos es fundamental en la mayoría de los procesos fisiológicos de todos los 

seres vivos. En general, las proteínas poseen en su estructura aminoacídica 

cisteína, aminoácido tiólico (-SH) esencial para la célula animal. Este 

aminoácido está generalmente involucrado ya sea en la conformación nativa y/o 

en la expresión de la actividad biológica de las proteínas. El grupo tiólico puede 

ser reversiblemente oxidado a disulfuro (-S-S-), fenómeno redox que puede 

aumentar o inhibir la actividad biológica de una proteína. La regulación del 

estado redox de los sistemas tiólicos es controlada por las tiorredoxinas (Trx), 

GSH y cisteína a través de sus grupos tiólicos [19-20]. No existen antecedentes 

en la literatura acerca de la capacidad redox de compuestos tiólicos herbales. 

Estudios previos de nuestro laboratorio demostraron que el extracto de 
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episperma del grano de Chenopodium quinoa Willd (quínoa), utilizado en este 

trabajo, contenía además de polifenoles, tioles, en una proporción 

polifenoles/tioles igual a 9,3. Si bien los compuestos polifenólicos como tiólicos 

pueden atrapar especies radicalarias del oxígeno, estos compuestos se 

diferencian en que la oxidación de un tiol a disulfuro es reversible, no así la 

oxidación de un fenol a quinona. Es por ello nuestro interés en evaluar la 

capacidad de este extracto de inhibir la actividad GSH-transferásica hepática de 

rata. Como se mencionó en la Introducción, la forma activa de las isoformas de 

la GST es su forma dimérica -S-S-; si este enlace disulfuro es reducido, se 

pierde el dímero y por tanto, también la actividad enzimática. Nuestros 

resultados mostraron que efectivamente el extracto herbal es capaz de inhibir la 

actividad GSH-transferásica citosólica y microsómica de rata. Más aún, la curva 

semilogarítmica de concentración de extracto herbal versus % de actividad 

residual mostró para ambas actividades enzimáticas la presencia de dos rectas 

con pendientes significativamente distintas (Figura 1). Ello podría indicar que el 

fenómeno inhibitorio observado es provocado a través de dos procesos 

mecanísticamente diferentes.  

Una de las causas de la inhibición de la actividad GSH-transferásica observada 

podría ser la reducción del dímero catalíticamente activo, mecanismo que 

parece ser el responsable de la pérdida de actividad evidenciada por la primera 

pendiente (Figura 8 y 9). Este postulado se ve respaldado al analizar las 

constantes cinéticas Km y Vmáx aparentes determinadas en presencia de 
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GSH 

Dímero activo GST microsómica 

+ Extracto herbal 

2,5µL/mL del extracto herbal, concentración que se ubica aproximadamente en 

la mitad de la primera recta (Figura 1, Tabla 1). En presencia de dicha 

concentración la Vmáx aparente de las enzimas citosólicas y microsómica, 

disminuyó aproximadamente a la mitad, sin cambios significativos en las Km 

aparentes tanto para el GSH como para el sustrato 1-Cl-2,4-DNB.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8. Efecto del extracto de episperma del grano de quínoa sobre la 
actividad GST microsómica hepática de rata. P-S-S-P: dímero activo GST 

microsómica. 1: Efecto detergente de las saponinas del extracto herbal sobre la 
membrana microsómica; 2: Efecto reductor del extracto herbal sobre el dímero 
catalíticamente activo; 3: Efecto del extracto herbal sobre la membrana microsómica. 
La flecha roja indica activación o inhibición de la actividad según corresponda. 
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Dímero activo GST citosólica 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Efecto del extracto de episperma del grano de quínoa sobre la 
actividad GST citosólica hepática de rata. P-S-S-P: dímero activo GST 

citosólica. 1: Efecto reductor del extracto herbal sobre el dímero catalíticamente activo; 
2: Efecto reductor del extracto herbal sobre metioninas sulfóxido presentes en cada 
monómero. La flecha roja indica inhibición de la actividad. 

 

 

Altas concentraciones del extracto herbal (>10 µL/mL) provocó un cambio en la 

pendiente de inhibición enzimática, indicando con ello que el mecanismo 

involucrado en este caso, sería diferente al descrito anteriormente (a bajas 

concentraciones del extracto herbal), afectando en distinta extensión a las 

isoformas citosólicas y microsómica (Figura 1). La capacidad reductora de la 

mezcla de reacción aumenta a medida que aumenta la concentración del 

extracto herbal. Esto conduciría a la reducción de un número mayor de grupos 

químicos susceptibles de ser reducidos, presentes en la composición 

aminoacídica de las GSH-transferasa, como también de otras proteínas 
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constituyentes del citosol y de la fracción microsómica (Figura 9). Este proceso 

reductivo afectaría en mayor extensión a la membrana microsómica, cuya 

conformación nativa es fundamental para la expresión de la actividad catalítica 

de la isoforma de la GST inserta en ella (Figura 8). Este postulado puede ser 

apoyado por el cambio observado en la actividad UDP-glucuroniltransferásica 

microsómica en presencia de detergentes como el Tritón X-100 [46]. 

Interesantemente, el extracto de episperma del grano de quínoa parece tener 

un alto poder reductor de grupos disulfuros comparado con agentes reductores 

reconocidos como son la N-acetil-cisteína y el DTT (Figura 3). En igualdad de 

condiciones de ensayo, 2µL/mL del extracto herbal provocaron una disminución 

de las actividades GSH-transferásica citosólica y microsómica 

significativamente mayor a aquella inducida a concentraciones 1mM de NAC y 

DTT. Esto nos lleva a postular que concentraciones superiores a 10µL/mL de 

extracto herbal podrían crear un desbalance redox de los componentes 

proteicos de ambas fracciones subcelulares, citosol y microsomas, incluyendo 

las isoformas de las GSH-transferasas. Este postulado se ve respaldado por las 

constantes cinéticas determinadas en presencia de concentraciones de 

10µL/mL o superiores del extracto herbal. En estas condiciones, la Vmáx 

aparente disminuyó (p<0,05) y la Km aparente para GSH aumentó (p<0,05). Sin 

embargo, la Km aparente para el sustrato 1-Cl-2,4-DNB, no sufrió cambios 

significativos (Tabla 1). Cabe agregar que en iguales condiciones de ensayo, 

catequina 1mM, (polifenol purificado) se comportó también como un agente 
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reductor menos potente. Un µmol/mL de catequina en la mezcla de reacción 

(equivalente a 290,3 µg/mL), cantidad comparada con los 2µL/mL de extracto 

de episperma del grano de quínoa que contienen 18 nmoles equivalentes de 

catequina/mL produjeron inhibición de ambas actividades GST 

significativamente diferentes (Figura 3). En este extracto herbal la relación entre 

las concentraciones de polifenoles y grupos tiólicos fue Ar-OH/-SH = 9,3. Estos 

resultados estarían indicando que los tioles herbales podrían ser los 

responsables de la diferencia observada y estarían potenciando el efecto de los 

polifenoles a través de mecanismos sinérgicos, interviniendo así circuitos 

tiólicos. En este caso, su capacidad de participar en reacciones redox de forma 

reversible, les otorga a los tioles una ventaja sobre los polifenoles, ya que su 

oxidación a quinonas es irreversible. 

Cabe discutir que el mecanismo enzimático descrito para la actividad GST es 

del tipo secuencial – ordenado. Así, el cofactor GSH se une a su sitio de unión 

en la enzima y luego, se une el sustrato, en este caso el DNB [47]. Esta sería la 

causa de porqué observamos sólo cambios en la Km aparente del GSH y no en 

la del sustrato, en ninguna de las condiciones ensayadas para la determinación 

de las actividades GST citosólica y microsómica. 

Por otra parte, dado que el extracto de episperma del grano de quínoa posee 

saponinas, el cambio de fluidez que estos compuestos pueden producir en la 

membrana microsómica, podría ser otra de las causas de la inhibición de la 
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actividad GSH-transferásica observada. Contrariamente a lo antes postulado, el 

detergente Tritón X-100 activó la GST microsómica, alcanzándose un máximo 

de 1,5 veces, a la concentración 0,3% V/V del detergente; mayores 

concentraciones provocaron una disminución progresiva de esta activación 

(Figura 2). Este efecto es semejante al observado para la UDP-

glucuroniltransferasa, enzima de Fase II, también localizada en el retículo 

endoplásmico hepático [46]. 

Por otra parte, resultados recientes del laboratorio mostraron que 

concentraciones hasta 20 µL/mL, no produjeron efecto detergente significativo 

sobre membrana de glóbulos rojos [31]. Estos antecedentes apoyan la idea de 

que el poder reductor de este extracto herbal, prima como mecanismo de 

acción frente a la inhibición enzimática observada. 

Existen antecedentes que demuestran que alteraciones redox de los circuitos 

tiólicos son una de las causas principales del envejecimiento y las 

enfermedades asociadas a este proceso [19]. Nuevos experimentos se están 

llevando a cabo para seleccionar diferentes preparados herbales que, 

previamente estandarizados, nos permitan realizar estudios preclínicos y luego 

clínicos. 
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V. CONCLUSIONES 
 

1. El extracto de episperma del grano de quínoa produjo inhibición de las 

actividades GST citosólica y microsómica de hígado de rata. 

2. Esta inhibición fue concentración dependiente y presentó un 

comportamiento bimodal. 

3. La primera pendiente de inhibición que ocurre a bajas concentraciones del 

extracto herbal (<10µL/mL) parece responder al efecto reductor de enlaces 

disulfuros presentes en las formas activas de la GST. 

4. Este efecto reductor estaría dado por la presencia de tioles en el extracto y 

no por la de los polifenoles del mismo. 

5. La segunda pendiente de inhibición que ocurre a concentraciones mayores 

a 10µL/mL del extracto herbal, parece ser la consecuencia de 

modificaciones redox mayores sobre las moléculas de enzima, como 

también cambios conformacionales de la membrana microsómica, la cual es 

afectada por la acción de las saponinas presentes en el extracto herbal. 

6. Los cambios en la Km aparente para GSH y no observados para el sustrato 

DNB, apoyan los postulados antes mencionados. 
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