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Resumen: La levadura Saccharomyces cerevisiae es sensible a la insulina de mamíferos y actúa en el metabolismo de carbohidratos. Sin 
embargo, no hay estudios de su efecto en las enzimas glucolíticas de este microorganismo. Este trabajo demuestra que la insulina estimula 
la actividad de piruvato quinasa en S. cerevisiae durante su crecimiento en medio rico suplementado con glucosa y en condiciones aeróbicas. 
En la fase logarítmica temprana, la máxima estimulación sobre el control se observó en presencia de 3 µM de insulina (actividad específica: 
701 U/mg proteína, 404% de estimulación; actividad absoluta: 1,73 U/106 células, 652% de estimulación), sugiriendo un efecto sobre la 
regulación de la expresión genética de la enzima. La presencia de 1,2-3 µM de la hormona estimuló en 51-68% la expresión de las proteínas 
citoplasmáticas y, a concentraciones mayores (4,5-9 µM), también estimuló en 25-32% la proliferación celular, indicando hiperplasia e 
hipertrofia celular de acuerdo a la concentración de la insulina en el medio. El efecto de la hormona disminuyó en la fase logarítmica tardía 
de crecimiento, sugiriendo un periodo de acción, posiblemente por un mecanismo regulatorio dependiente de nutrientes. Este sistema puede 
servir como modelo para estudiar muchos de los efectos moleculares de la insulina no conocidos aún.
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Insulin effect in Saccharomyces cerevisiae: stimulation of pyruvate kinase activity, 
citoplasmatic proteins expression and cell proliferation

Abstract: Saccharomyces cerevisiae yeast is sensitive to mammal’s insulin and acts in carbohydrate metabolism. Nevertheless, there are no 
studies of its effects on the glycolytic enzymes of this microorganism. This study shows that insulin stimulates pyruvate kinase activity in S. 
cerevisae during its growth in rich glucose supplemented media, and under aerobic conditions. In the early logarithmic phase, the maximum 
stimulation over control was seen in presence of 3 µM insulin (specific activity: 701 U/mg protein, 404% stimulation; absolute activity: 
1.73 U/106 cells, 652% stimulation), suggesting an effect over the regulation of the genetic expression of the enzyme. The presence of 1.2-3 
µM of insulin stimulated the expression of cytoplasmic proteins in 51-68% and at higher concentrations (4.5-9 µM) it also stimulated cell 
proliferation in 25-32%, indicating cell hyperplasia and hypertrophy according to the hormone concentration in the medium. The effect of 
the insulin decreased in the late logarithmic growth phase, suggesting a period of action, possibly due to a nutrient dependent regulatory 
mechanism. This system can serve as model to study many of the molecular effects of insulin not yet known.
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Introducción

La insulina es una hormona peptídica producida y secretada 
por las células beta de los islotes de Langerhans del páncreas 
y regula muchos de los procesos vitales en los mamíferos. 

En el mecanismo de acción de la insulina se distinguen dos 
rutas de señalización: la vía del fosfatidilinositol 3-kinasa 
(PI3K), y la vía mitogénica de la Ras-MAP kinasa. La 
hormona regula la expresión de una cantidad de genes a 
nivel transcripcional y traduccional relacionados con los 
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procesos de transporte de glucosa, glucogénesis, glucólisis, 
lipogénesis, antilipólisis, antiapoptosis y los involucrados en 
el ciclo celular que controlan el crecimiento y diferenciación 
[1,2]. La mayor parte de los efectos de la insulina se llevan a 
cabo a través del sistema proteico FRAP/mTOR (mTORC1) 
dentro de las rutas de señalización. Este complejo proteico 
ha sido catalogado como un sensor de las condiciones 
del medio, y al ser activado por la insulina y nutrientes 
estimula la síntesis de proteínas en las etapas de iniciación 
y de elongación [3,4]. La hiperactividad del complejo se ha 
involucrado con la resistencia a la insulina y diabetes tipo 2 
[5]. El metabolismo de la hormona y la enzima degradante 
de insulina (IDE) también se han relacionado con el mal de 
Alzheimer y diabetes mellitus tipo 2 [6,7].

La insulina regula la actividad de varias enzimas del 
metabolismo de los carbohidratos; una de ellas es la piruvato 
quinasa, controlada también por carbohidratos y ácidos 
grasos poliinsaturados. La función de la enzima es catalizar 
la conversión irreversible del fosfoenolpiruvato (PEP) a 
piruvato en el paso final de la glucólisis. La piruvato quinasa 
es codificada por dos genes cuyos productos son varias 
isoformas tejido-específicas y dependientes del desarrollo, 
nutrientes y hormonas [8]. La expresión de la piruvato 
quinasa es activada por la insulina y la glucosa a través de los 
factores transcripcionales que interactúan con elementos de 
respuesta al esterol (SREBP-1c) y carbohidratos (ChREBP) 
respectivamente [9,10]. Sin embargo, el mecanismo exacto 
de regulación de la enzima por la hormona no se conoce aún. 
En este sentido, hay varios trabajos que han utilizado a la 
levadura S. cerevisiae para estudiar los efectos de la insulina 
de mamíferos, debido a la homología funcional que existe 
entre ellos y la ventaja que representa la manipulación de un 
sistema unicelular [11-17].

La levadura S. cerevisiae es sensible a la insulina humana 
a través de un complejo proteico de membrana que actúa 
de manera similar al de eucariotas superiores, e interviene 
en el metabolismo de carbohidratos [16,17]. Sin embargo, 
en la literatura no hay reportes que describan el efecto de la 
hormona sobre la piruvato quinasa de este microorganismo. 
El estudio de la regulación de la piruvato quinasa por la 
insulina tiene especial importancia, porque es una de las 
enzimas clave en la velocidad de la glucólisis en humanos 
y se ha propuesto como una de las posibles enzimas cuyas 
mutaciones pueden originar resistencia a la insulina y 
diabetes mellitus tipo 2 [18]. Por otra parte, el estudio del 
efecto de las hormonas de mamíferos en microorganismos 
ha tenido especial interés en los últimos años, por su 
posible relación con el grado de virulencia. En el caso de 
la diabetes tipo 2, la patología se caracteriza por presentar 
un estado de hiperinsulinemia-hiperglicemia casi constante 
y múltiples infecciones, por lo que se ha planteado la 
posibilidad de un efecto directo de la insulina del huésped 
sobre la proliferación y resistencia de microorganismos 
[19]. Considerando los aspectos anteriores, en este trabajo 
se estudió el efecto de la insulina humana sobre la actividad 
enzimática de la piruvato quinasa de la levadura S. 
cerevisiae en un medio rico en nutrientes y en condiciones 

aeróbicas. El análisis se realizó en dos etapas de la fase 
logarítmica de crecimiento con la finalidad de establecer 
los cambios en la regulación de la actividad enzimática por 
la hormona. También se determinó el efecto de la insulina 
sobre la expresión de las proteínas totales citoplasmáticas y 
el crecimiento celular. Los resultados obtenidos permitirán 
establecer un sistema apropiado en la levadura S. cerevisiae 
para estudiar diversos aspectos moleculares sobre la acción 
de la insulina y establecer la correspondiente homología 
con mamíferos, así como analizar posibles mecanismos de 
señalización microorganismo-huésped.

Materiales y métodos

Cultivo de S. cerevisiae: En los ensayos se utilizó la cepa de 
S. cerevisiae A364A. El número de células inicial en todos 
los medios de cultivo fue de 6x103/mL. La levadura creció 
con agitación constante a 230 rpm (incubador NewPruns-
Wick), en condiciones aeróbicas, a una temperatura de 30 
ºC y en 150 mL de un medio rico (YM-1) que contenía 
(g/L): ácido succínico (5), NaOH (3), adenina (0,001), 
uracilo (0,001), bases nitrogenadas con aminoácidos (3,5), 
glucosa (10) (todos marca Sigma), extracto de levadura 
(2,5) (Difco) y peptona (5) (Difco). El crecimiento se siguió 
por medidas de densidad óptica a 660 nm (DO660) y contaje 
de células. Los cultivos fueron recolectados para obtener las 
fracciones citoplasmáticas a un tiempo de crecimiento de 
15 horas, correspondiente a una DO660 de 0,2 para el control 
(fase logarítmica temprana), y a 20 horas, correspondiente a 
una DO660 de 0,8 para el control (fase logarítmica tardía). La 
insulina (cristalina, ADN recombinante 100 U/mL, marca 
Lilly) fue agregada en el medio de cultivo en el momento 
del inóculo a concentraciones variables: 0,3; 1,2; 3; 4,5; 6 
y 9 µM.

Obtención de la fracción citoplasmática: Las células 
fueron homogenizadas en un mortero durante 15 minutos 
con nitrógeno líquido (se agregó a intervalos de 3 minutos) 
y en un buffer conteniendo 20 mM Hepes-KOH pH 7,48; 
100 mM acetato de potasio; 3 mM acetato de magnesio y 
2 mM ditiotreitol (todos marca Sigma). El homogenizado 
fue centrifugado durante 5 minutos a 3.000 rpm en una 
centrifuga Eppendorf y el sobrenadante se centrifugó 
nuevamente a 14.000 rpm durante 15 minutos para obtener 
la fracción citoplasmática. Se determinaron las proteínas 
totales en cada extracto por el método de Lowry [20].

Determinación de la actividad de piruvato quinasa: La 
actividad enzimática se determinó por un ensayo indirecto. 
El piruvato, formado gracias a la reacción catalizada por 
la piruvato quinasa a partir de PEP y ADP, es reducido a 
lactato, consumiendo NADH en una segunda reacción 
catalizada por un exceso de lactato deshidrogenasa (LDH). 
En condiciones de saturación de la piruvato quinasa, la 
velocidad inicial de disminución de la absorbancia a 340 nm 
correspondiente al NADH (ΔA340/min) es proporcional a la 
actividad enzimática absoluta presente en el extracto celular 
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[21]. Cada ensayo de actividad de la enzima se realizó a 
una temperatura de 25oC y en un volumen final de 100 μL 
con los siguientes componentes: en ausencia y presencia del 
sustrato (PEP 20 mM), volúmenes variables de los extractos 
celulares y correspondientes a: 3, 6, 12, 21 y 30 mg% de 
proteínas, Hepes 15 mM pH 7,5; MgCl2 10 mM; KCl 50 mM; 
ADP 4 mM; NADH 0,5 mM y LDH 0,02 U/μL. Todos los 
componentes se añadieron en una celda espectrofotométrica 
y se leyeron las absorbancias a 340 nm durante 1 hora. 
Empleando el coeficiente de extinción molar del NADH 
(6220 M-1cm-1) se calculó la actividad enzimática. Para la 
cuantificación respectiva se definió una unidad de actividad 
enzimática (U) como la cantidad de enzima que cataliza la 
formación de un nanomol de piruvato, y por ende promueve 
el consumo de un nanomol de NADH por minuto a 25°C. 
En cada fracción citoplasmática se determinó la actividad 
enzimática específica (a.e. = U/mg proteínas) y la actividad 
enzimática absoluta (a.a. = U/106 células).

Análisis estadístico de los datos: Se utilizó el análisis de 
varianza (ANAVAR). Las comparaciones entre todos 
los tratamientos se llevaron a cabo usando la prueba de 
comparaciones múltiples de Tukey. Para las comparaciones 
contra el control se utilizó la prueba de medias de Dunnett, y 
para las comparaciones de los tratamientos entre las fases se 
utilizó la prueba para contrastes ortogonales de Scheffé. Los 
análisis se llevaron a cabo utilizando el software Statistix 
8.0 para Windows.

Resultados

Efecto de la insulina en la actividad enzimática de piruvato 
quinasa en los extractos citoplasmáticos de S. cerevisiae: En 
la figura 1A se muestra un ejemplo de las cinéticas de reacción 
en la fase logarítmica temprana de crecimiento, utilizando 
una concentración de 3 mg% de proteínas de los extractos 
citoplasmáticos obtenidos de las levaduras cultivadas en 
ausencia de insulina (control) y en presencia de 3 µM de 
la hormona. También se muestra el ensayo cinético sin el 
sustrato (PEP) en la mezcla de reacción, donde se observa 
que la absorbancia se mantuvo constante en el tiempo, 
indicando la ausencia de una cantidad significativa de PEP 
en los extractos celulares y de otros procesos paralelos que 
consuman NADH. La disminución de absorbancia inicial 
en la reacción del extracto citoplasmático, que proviene del 
cultivo con 3 µM de insulina, es mayor que en el extracto 
control y ello sugiere una mayor actividad enzimática en 
la fracción citoplasmática procedente del cultivo con la 
hormona. Todas las reacciones enzimáticas presentaron 
la característica de poseer un aumento de absorbancia a 
340 nm en la parte inicial de la cinética, que corresponde 
a la reacción catalizada por la enzima LDH para formar 
piruvato y NADH, a expensas de una cierta cantidad de 
NAD+ presente en el NADH comercial y del lactato en los 
extractos celulares y en la preparación comercial de LDH.

Con la finalidad de visualizar el estado de saturación de 
la enzima en los ensayos, y garantizar que las diferencias de 

actividades entre las fracciones dependa sólo de la cantidad 
de enzima, se determinó la velocidad inicial de la reacción 
catalizada por la piruvato quinasa en las diferentes fracciones 
citoplasmáticas procedentes de los cultivos con insulina y 
del control, utilizando varias cantidades de extracto (3 a 30 
mg% de proteínas) y una cantidad fija de sustrato. En la 
tabla 1 se muestran los valores de las velocidades iniciales 
de reacción de la piruvato quinasa en la fase logarítmica 
temprana de crecimiento (pendientes iniciales de las 
cinéticas de reacción, ver ejemplo de la figura 1A), para las 
distintas cantidades de los extractos citoplasmáticos (3 a 30 
mg% de proteínas) obtenidos de los cultivos celulares con 
las diferentes concentraciones de insulina (0,3 a 9 µM) y 
para el control sin la hormona. La insulina ejerce un efecto 
significativo (P=0,0001) sobre la velocidad de reacción 
dependiente de la concentración de la hormona y del extracto. 

Figura 1. (A) Cinética de reacción de la piruvato quinasa. Se utilizaron 
3 mg% de los extractos citoplasmáticos indicados. (B) Velocidades de 
reacción de la piruvato quinasa en relación a las diferentes cantidades de 
los extractos celulares obtenidos de los cultivos control y con insulina. 
(C) Velocidades de reacción enzimática en relación a las distintas 
concentraciones de insulina  en los cultivos y para las diferentes cantidades 
de los extractos celulares utilizadas en los ensayos. Los datos corresponden 
a la fase logarítmica temprana de crecimiento. (Ver datos en tabla 1).
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Con los datos mostrados en la tabla 1, se representan en la 
figura 1B las velocidades iniciales de la reacción enzimática 
en relación a las cantidades de extracto procedentes de las 
células crecidas en ausencia (control) o en presencia de las 
distintas concentraciones de insulina. La concentración de 
extracto, de manera independiente a la concentración de 
insulina, tiene un efecto significativo sobre la velocidad 
de reacción (p=0,0001). En todos los casos se observó una 
relación lineal de pendiente positiva entre la velocidad de 
reacción de los extractos procedentes de los cultivos con 
las diferentes concentraciones de insulina, incluyendo 
también al control, y la cantidad de proteínas presentes en 
dicha fracción citoplasmática. Esto indica que la actividad 
de piruvato quinasa aumenta de manera proporcional al 
aumento de la cantidad de extracto, y se deduce que hay 
una saturación inicial de la enzima con el sustrato en todas 
las mezclas de reacción, por lo tanto, las diferencias de 
velocidad entre los extractos se deben a las diferencias en la 
cantidad o actividad de la enzima. La mayor pendiente de las 
curvas, que indica la mayor actividad de piruvato quinasa, 
se observó para la concentración de 3 µM de insulina y la 
menor correspondió al control sin la hormona.

En la figura 1C se representan las velocidades iniciales 
enzimáticas en relación a las diferentes concentraciones de 
la hormona en los cultivos y para las distintas cantidades de 
extracto citoplasmático utilizadas en los ensayos. El efecto 
de la insulina sobre la velocidad de reacción fue significativo 
(p=0,0001), independientemente de la concentración de 
extracto utilizada en los ensayos. Para todas las cantidades de 
extracto se observó un aumento progresivo de la velocidad 
enzimática inicial a medida que aumentó la concentración 
de la hormona en las mezclas de reacción, desde 0,3 µM 
hasta alcanzar un máximo en 3 µM, para disminuir luego 
hasta un valor casi constante para las concentraciones de 6 
y 9 µM, pero que se mantuvo significativamente superior 
al control (Tabla 1). Las velocidades iniciales de reacción 
de la enzima en las diferentes fracciones citoplasmáticas 
fueron determinadas de igual forma en la fase logarítmica 
tardía de crecimiento (a las 20 horas del cultivo) (datos 

no mostrados). En este caso, el efecto de la insulina sobre 
las velocidades iniciales de reacción dependiente de la 
concentración de la hormona y del extracto también fue 
significativo (p=0,0377).

Utilizando las velocidades iniciales de reacción y las 
proteínas totales en los extractos citoplasmáticos en la fase 
logarítmica temprana y tardía de crecimiento, se determinaron 
las actividades específicas de la piruvato quinasa en cada 
extracto citoplasmático procedente del cultivo control y 
con las diferentes concentraciones de la hormona (Figura 
2A). La insulina tuvo un efecto significativo (p=0) sobre 
la actividad específica de la enzima en la fase logarítmica 
temprana de crecimiento. La actividad específica aumenta 
progresivamente a medida que aumenta la concentración 
de insulina, desde un valor de 139 U/mg proteína para 
el control hasta un máximo de 701 U/mg proteína para 3 
µM de la hormona, que representa una estimulación sobre 
el control de 404%. A partir de 4,5 µM de insulina la 
actividad disminuye hasta 352 U/mg proteína para 9 µM de 
la hormona (153% sobre el control). Todos los valores de 
actividad específica con las diferentes concentraciones de 
insulina son positivamente significativos respecto al control. 
Por otra parte, el efecto de la hormona sobre la actividad 
específica de la enzima en la fase tardía de crecimiento 
(Figura 2A) también fue significativo (p=0), y aunque en 
general, los valores son mayores que en la fase temprana de 
crecimiento, los porcentajes de estimulación de la insulina 
respecto al control son menores. Las concentraciones de 1,2 
y 3 µM de insulina ejercieron el mayor efecto estimulatorio 
con valores de 677 y 733 U/mg de proteína (equivalentes 
significativamente), que representan un porcentaje sobre el 
control de 40 y 51% respectivamente. Para 0,3; 4,5 y 6 µM 
de la hormona, la estimulación también fue significativa 
respecto al control (23, 18 y 19% respectivamente).

El patrón de estimulación de la insulina sobre la actividad 
absoluta de la piruvato quinasa en la fase logarítmica 
temprana fue similar al observado con la actividad 
específica y también fue significativo (p=0) (Figura 2B). La 
mayor actividad absoluta se obtuvo para una concentración 

Insulina 
(µM)

Velocidad de reacción enzimática (∆ A340/min) x 10-4

Extracto citoplasmático (mg% de proteínas)

A 3 B 6 C 12 D 21 E 30
F( - ) 210 ± 13 487 ± 9 1137 ± 27 1948 ± 139 2800 ± 572
E 0,3 555 ± 42 1129 ± 155 1685 ± 375 2777 ± 537 4423 ± 969

B,C 1,2 908 ± 74 2149 ± 763 3108 ± 673 5417 ± 1396 8374 ± 967
A 3,0 1255 ± 177 3139 ± 665 5686 ± 1461 7555 ± 1542 12141 ± 1893
B 4,5 1074 ± 180 2091 ± 248 3400 ± 439 5930 ± 1814 8608 ± 1219

C,D 6,0 901 ± 101 1640 ± 106 3069 ± 292 4650 ± 466 6881 ± 1106
D 9,0 728 ± 108 1223 ± 501 2410 ± 135 4797 ± 547 6539 ± 1476

Tabla 1. Velocidad inicial de reacción de la piruvato quinasa en la fase logarítmica temprana de crecimiento.

Velocidades iniciales de la cinética de reacción con diferentes cantidades (3 a 30 mg% de proteínas) de los extractos 
citoplasmáticos obtenidos de los cultivos en ausencia o presencia de insulina (0,3 a 9 µM). Cada valor es el promedio de 
cuatro ensayos independientes y se señala la desviación estándar. p=0,0001 dependiente de extracto e insulina. p=0,0001 
dependiente de insulina. p=0,0001 dependiente del extracto. Prueba de Tukey en cada caso: letras iguales implica grupos 
homogéneos y son significativamente equivalentes.
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de 3 µM de insulina, con un valor de 1,73 U/106 células y 
una estimulación respecto al control de 652%. En la etapa 
logarítmica tardía de crecimiento, la actividad absoluta 
disminuye en relación a la observada en la fase temprana 
en las fracciones procedentes de los cultivos con insulina 
(Figura 2B). A pesar de la disminución de la actividad, el 
efecto estimulatorio de la hormona en la fase logarítmica 
tardía siguió siendo significativo (p=0) y el mayor efecto 
continuó observándose a 3µM de insulina con una actividad 
de 0,68 U/106 células, que representa una estimulación 
sobre el control de 224%.

Efecto de la insulina sobre la expresión de proteínas 
citoplasmáticas: En la etapa logarítmica temprana de 
crecimiento la insulina tuvo un efecto altamente significativo 
(p=0) sobre la cantidad de proteínas en el extracto 
citoplasmático por célula (Figura 3A). Las concentraciones 
de la hormona correspondientes a 1,2 y 3 µM ejercieron el 
mayor efecto y con valores de 2,76 y 2,48 pg de proteínas/
célula (significativamente equivalentes), que representan el 
68 y 51% de estimulación sobre el control respectivamente. 
Las concentraciones más altas de la hormona (6 y 9 µM) 
produjeron una disminución de las proteínas por célula 
equivalentes significativamente respecto al control (-30% 
y -44%).

En la fase logarítmica tardía de crecimiento se observó una 
disminución en la cantidad de proteínas en relación a la fase 
temprana (Figura 3A). Sin embargo, el efecto estimulatorio 
de la hormona siguió siendo muy significativo (p=0). Las 
concentraciones de 1,2; 3 y 4,5 µM de insulina presentaron 
el mayor incremento sobre el control: 84%, 116%, 91%, 
respectivamente.

Efecto de la insulina sobre el crecimiento celular: La insulina 
ejerció un efecto significativo sobre la proliferación celular 
de la levadura (p=0,0022) en la fase logarítmica temprana de 
crecimiento (Figura 3B). Las concentraciones de 4,5; 6 y 9 
µM de la hormona tuvieron el mayor efecto sobre el control 
con estimulaciones de 25%, 29% y 32% respectivamente 
(equivalentes significativamente). El efecto de la insulina 
sobre el crecimiento celular, en la fase tardía de crecimiento 
(Figura 3B), no fue significativo respecto al control (p= 
0,6030), aunque se observó una tendencia estimulatoria 
semejante a la detectada en la fase temprana de crecimiento. 
Esto sugiere la finalización de la acción de la hormona sobre 
la división celular, y por lo tanto, el número de células del 
control se acerca a los valores alcanzados en los cultivos 
con insulina.

Análisis de la variación de los efectos de la insulina sobre la 
actividad de piruvato quinasa y las proteínas citoplasmáticas 
durante las etapas de crecimiento: La variación del efecto 
de la insulina sobre las proteínas y la actividad enzimática 
durante el crecimiento de S. cerevisiae se muestra en la tabla 
2. Se observa que la cantidad de picogramos de proteínas 
por célula disminuyó significativamente en la fase tardía 
del crecimiento en todos los casos, siendo esta disminución 
mayor para las fracciones correspondientes al control y a las 
concentraciones más bajas de insulina en los cultivos (0,3; 
1,2 y 3 µM). La actividad específica aumentó de manera 
general en la fase tardía de crecimiento, pero permaneció 
casi constante para las concentraciones de insulina (3 y 4,5 
µM), donde se detectó la mayor estimulación respecto al 
control en la fase temprana (Figura 2A). El aumento de la 
actividad específica de los extractos se debió en cierta medida 
a la disminución de las proteínas totales citoplasmáticas en 
esta etapa del crecimiento (ver figura 2A y relaciones de 
las proteínas citoplasmáticas en la tabla 2), que ocasionó 
una mayor proporción de la piruvato quinasa por miligramo 
de proteína. Al mismo tiempo, esta observación indica 
que la insulina tiene mayor especificidad para estimular 
la expresión genética de enzimas relacionadas con el 
metabolismo de carbohidratos en este microorganismo. Por 
otra parte, la disminución de las proteínas citoplasmáticas 
en la fase logarítmica tardía de crecimiento fue mayor 
para el control (3,81 veces) que para las fracciones de los 
cultivos con insulina, indicando que la hormona contribuye 
a disminuir la pérdida de la masa celular en esta etapa del 
crecimiento. Las relaciones de actividad absoluta muestran 
que la disminución de esta actividad en la fase tardía fue 
significativa para las concentraciones de 1,2; 3 y 4,5 µM de 
la hormona y corresponden a las fracciones con insulina que 

Figura 2. Actividades específicas (A) y actividades absolutas (B) de la 
piruvato quinasa en los  extractos citoplasmáticos de los cultivos  sin 
insulina (Cont) y con las concentraciones indicadas de la hormona. Los 
datos corresponden a la fase logarítmica temprana (Ltem) y logarímica 
tardía (Ltar) de crecimiento y son el promedio de cuatro ensayos 
independientes. Se indican los porcentajes de estimulación respecto al 
control. (A) Ltem: p=0 y Ltar: p=0 dependiente de insulina. (B) Ltem: 
p=0 y Ltar: p=0 dependiente de insulina. (A) y (B): Ltem o Ltar: Prueba 
de Tukey: letras iguales significa grupos homogéneos. Prueba de múltiples 
comparaciones con el control de Dunnett: *(+): positivamente significativo 
respecto al control.
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tuvieron la mayor actividad absoluta en la fase temprana 
de crecimiento (Figura 2B), sugiriendo un proceso de 
regulación sobre la acción de la hormona en este sistema 
de levadura.

Discusión

Los resultados de este estudio demostraron que la 
insulina humana estimula la actividad de la enzima piruvato 
quinasa, la expresión de proteínas citoplasmáticas y la 
proliferación celular de S. cerevisiae durante su crecimiento 
en condiciones aeróbicas, en un medio rico en nutrientes 
y en presencia de glucosa. Esto indica que probablemente 
la hormona tiene un efecto global sobre el metabolismo, 
crecimiento y masa celular de la levadura. 

El mayor efecto de la insulina sobre la actividad de la 
piruvato quinasa se observó en la fase logarítmica temprana 
de crecimiento y en un rango de concentración de la hormona 
entre 1,2-4,5 µM con un máximo en 3 µM (~652% sobre el 
control para la actividad absoluta) (Figura 2B). No hay datos 
en la literatura sobre el efecto de la insulina en la enzima 
piruvato quinasa de levadura, sin embargo, se han obtenido 
resultados similares en varias investigaciones sobre su 
efecto en otras enzimas relacionadas con el metabolismo de 
la glucosa y la incorporación de este carbohidrato al interior 
celular [11,14]. Por analogía con otras investigaciones, 
el efecto de la insulina sobre la piruvato quinasa debe 
ocurrir por la vía del receptor específico en la membrana 
plasmática de la levadura y el desarrollo posterior de una 
serie de reacciones a través de las rutas de señalización, que 
culminan con la estimulación de la actividad enzimática. En 
la membrana plasmática de S. cerevisiae se ha identificado 
un complejo proteico que tiene afinidad de enlace por la 
insulina humana y su fosforilación en residuos de serina y 
tirosina es estimulada por la hormona [15], un mecanismo 
muy semejante a la autofosforilación del receptor de insulina 
de mamíferos después de enlazar a su ligando [1,2]. Por otra 
parte, se ha demostrado que la interacción de la hormona con 
el receptor de levadura guarda perfecta correlación con las 
actividades de enzimas que intervienen en el metabolismo 
del glucógeno [16,17].

La investigación del mecanismo por el cual la insulina 
estimula la actividad de piruvato quinasa en S. cerevisiae se 
transforma en un punto interesante a considerar. El efecto 
de la hormona podría ser consecuencia de una estimulación 
en cualquier paso de la expresión genética de la enzima, 
incluyendo un efecto metabólico sobre sus efectores y 
reguladores, como por ejemplo, las fosfatasas y quinasas 
específicas que podrían controlan su actividad, posiblemente 
por mecanismos similares a los de mamíferos. La insulina 
en presencia de nutrientes estimula la transcripción del 
ARNm de la piruvato quinasa por un mecanismo no bien 
establecido, que involucra el aumento de la expresión y 
activación del factor transcripcional SREBP-1c por la vía 
mTORC1 [5,9]. En levaduras también se ha descrito que 
el complejo TOR juega un papel crucial en la respuesta a 
nutrientes, al igual que en mamíferos [22]. Por otra parte, a 

concentraciones bajas de glucosa y altos niveles de cAMP, 
la actividad de piruvato quinasa disminuye por acción 
de la proteína quinasa A (PKA) y la insulina provoca el 
efecto inverso, actuando sobre la fosfatasa 2A (PP2A) a 
concentraciones altas del carbohidrato [8]. En S. cerevisiae 
también podría operar un mecanismo similar, ya que se 
ha reportado que bajo ciertas condiciones de crecimiento, 
la insulina de mamíferos estimula a la fosfatasa 2A, a la 
fofosdiesterasa-cAMP, y disminuye la actividad de la PKA 
[17]. 

La estimulación de la insulina sobre la actividad absoluta 
de la piruvato quinasa disminuyó en la fase logarítmica 
tardía (~224% sobre el control para la actividad absoluta 
a 3 µM de insulina) (Figura 2B y Tabla 2), indicando que 
la hormona tiene un tiempo de acción. En otro trabajo 
realizado con células de S. cerevisiae envejecidas, también 
se observó la disminución del efecto de la insulina sobre 
la actividad de las enzimas implicadas en la regulación del 
glucógeno [13]. Algunas investigaciones han mostrado 
que la insulina plasmática y la actividad de la piruvato 
quinasa disminuyen con el tiempo después de ingerir una 
dieta rica en carbohidratos, sugiriendo que las condiciones 
nutricionales del entorno influyen en la actividad hormonal 
y enzimática [23]. En este trabajo, cuando los cultivos se 
acercan a la fase estacionaria, el agotamiento de nutrientes 
puede provocar que se activen respuestas semejantes a 

Figura 3. Efecto de la insulina sobre la expresión de proteínas citoplasmáticas 
(A) y sobre el crecimiento celular (B). Los datos corresponden a la fase 
logarítmica temprana (Ltem) y  la  fase logarítmica tardía de crecimiento 
(Ltar), y son el promedio de cuatro ensayos por separado. Se indican los 
porcentajes de estimulación  (A) Ltem: p=0 y Ltar: p=0 dependiente de 
insulina. (B) Ltem: p=0,0022 y Ltar: p=0,6030 dependiente de insulina. 
(A) y (B): Ltem o Ltar: Prueba de Tukey: letras iguales significa grupos 
homogéneos. Prueba de múltiples comparaciones con el control de Dunnett: 
*(+): positivamente significativo. *(-): negativamente significativo.
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las que se originan en condiciones de estrés y se inhiba la 
acción de la hormona por mecanismos similares a los que 
ocurren en mamíferos, disminuyendo su efecto sobre la 
piruvato quinasa. En mamíferos, en condiciones de bajo 
estatus energético y escasez de nutrientes, se inhibe la vía 
mTORC1 en la ruta metabólica de la insulina por acción 
de la proteína quinasa dependiente de AMP (AMPK) 
controlada por la hormona, disminuyendo la sensibilidad a 
la insulina por la vía PI3K-IRS-1 y en general la traducción 
y la transcripción de una cantidad de genes regulados por 
la insulina, entre ellos, los relacionados con enzimas del 
metabolismo de la glucosa [24,4]. El mecanismo TOR-
nutrientes es muy conservado en la escala evolutiva [25] 
y la levadura en presencia de insulina podría activar un 
mecanismo similar a través de la quinasa Snf1, equivalente 
funcionalmente a la MAPK de mamíferos. Esta observación 
guarda relación con otros trabajos donde se determinó que 
la actividad de Snf1 en S. cerevisiae estaba perfectamente 
correlacionada con el enlace de la insulina al receptor en 
la membrana plasmática [14,16], sugiriendo que ambas 
quinasas (Snf1 y AMPK) pueden tener acciones similares 
en presencia de la hormona.

Los resultados también mostraron que la insulina tiene 
un efecto estimulatorio en la expresión de proteínas 
citoplasmáticas, de menor magnitud que el observado con 
la piruvato quinasa, pero significativo: 68% y 51% sobre 
el control para 1,2 y 3 µM respectivamente en la etapa 
logarítmica temprana de crecimiento (Figura 3A). Se deduce 
entonces que la hormona tiene un efecto global sobre el 
aumento de la masa celular, que podría explicarse por una 
estimulación a nivel transcripcional de genes específicos y por 
una estimulación a nivel traduccional de una subpoblación 
de ARNm. Dicha conclusión podría tener relación con otro 
trabajo realizado en S. cerevisiae, donde se encontró que 
la adición de insulina en presencia de glucosa provocaba 
cambios morfológicos en las células, detectándose formas 
redondeadas y de mayor tamaño en comparación con las 
formas alargadas sin la hormona [12]. Igualmente, algunas 
investigaciones en Drosophila melanogaster han detectado 
que la ruta metabólica de la insulina o vía de la PI3K-

Akt/PKB juega un papel importante en la regulación del 
crecimiento celular y de la masa y medida celular [26,27]; 
además, el complejo proteico mTOR bajo condiciones 
nutricionales adecuadas, estimula la hipertrofia celular por 
un aumento en la cantidad de proteínas y ARN [4].

En la fase logarítmica tardía, la cantidad de proteínas 
citoplasmáticas por célula fue menor en relación a la fase 
temprana en todos los casos, posiblemente por la activación 
de las respuestas al estrés mencionadas anteriormente 
debido a la disminución de nutrientes (Figura 3A y Tabla 
2). También se observó que la disminución de proteínas fue 
mucho mayor en el control sin insulina (Tabla 2), causando 
que la estimulación por la hormona fuera más notoria que 
en la fase temprana de crecimiento (incremento de 117% 
sobre el control para 3 µM de insulina) (Figura 3A). Esto a 
su vez sugiere que en presencia de la hormona las células 
tienen la tendencia a perder menos masa a medida que se 
acercan a la fase estacionaria.

Los resultados también mostraron una estimulación de 
la hormona sobre el crecimiento celular (Figura 3B). En 
algunos trabajos se ha determinado el efecto de la insulina 
humana en la proliferación de S. cerevisiae y la estimulación 
encontrada depende del medio utilizado [11,12,28]. En este 
trabajo es interesante observar que el mayor estimulo en el 
crecimiento celular (25 a 32%) (Figura 3B) fue detectado 
en la etapa logarítmica temprana y con las concentraciones 
más altas de la hormona en los medios de cultivo (~4,5 a 9 
µM). Sin embargo, el mayor efecto estimulatorio sobre la 
actividad de la piruvato quinasa (Figura 2) y de las proteínas 
citoplasmáticas (Figura 3A), se detectó a concentraciones 
menores de la hormona (~1,2 y 3 µM). Esto sugiere que una 
concentración alta de insulina en el medio de cultivo ejerce 
principalmente un efecto mitogénico sobre las células, 
mientras que una concentración menor actúa de manera 
preferencial sobre la actividad metabólica. Por lo tanto, se 
infiere que bajo ciertas condiciones las rutas de señalización 
pueden actuar de manera independiente, y la mayor o menor 
activación de una respecto a la otra dependen al menos de 
la concentración de la hormona. Al igual que los resultados 
en este trabajo, algunos experimentos en Drosophila han 

Insulina 
(µM)

Relación entre las fases logarítmicas de crecimiento

Proteínas (pg/célula) 
(temprana/tardía)

Piruvato quinasa
Actividad específica

(temprana/tardía)

Piruvato quinasa
Actividad absoluta
(temprana/tardía)

- *3,81 ± 0,04 *0,29 ± 0,01 1,09 ± 0,05

0,3 *3,44 ± 0,33 *0,43 ± 0,04 *1,47 ± 0,16

1,2 *3,50 ± 0,40 *0,69 ± 0,04 *2,43 ± 0,14

3,0 *2,66 ± 0,17 *0,95 ± 0,06 *2,55 ± 0,19

4,5 *2,07 ± 0,05 *0,88 ± 0,07 *1,82 ± 0,13

6,0 *1,81 ± 0,02 *0,71 ± 0,04 *1,30 ± 0,06

9,0 *2,37 ± 0,08 *0,83 ± 0,02 *1,96 ± 0,34

Tabla 2. Variación de los efectos de la insulina sobre la actividad de piruvato quinasa y las proteínas citoplasmáticas 
durante las etapas de crecimiento.

* Diferencias significativas entre las fases según la prueba de contrastes ortogonales de Scheffe’s (0 ≤ p ≤ 0,0064).
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mostrado que las células con mayor actividad mitogénica 
tienen la tendencia a poseer menor masa y medida. Los datos 
indicaron que los procesos que controlan la división celular 
y la masa celular podían activarse de manera independiente 
[29]. También se demostró que el aumento de actividad en 
la vía insulina/PI3K estimuló la cantidad de masa celular 
sin tener un efecto pronunciado en la división celular 
[26,27]. Otra posibilidad sobre el efecto mitogénico de la 
insulina a altas concentraciones podría ser su interacción 
con receptores celulares de factores de crecimiento en la 
membrana plasmática de la levadura, aumentado así el efecto 
sobre la proliferación celular. Este hecho sería similar al que 
ocurre en mamíferos en condiciones de hiperinsulinemia 
[30,31].

El sistema de levadura descrito en este trabajo puede 
servir como modelo para estudiar los efectos moleculares 
de la insulina en la expresión genética de enzimas claves 
en el metabolismo de carbohidratos y lípidos. Los análisis 
contribuirían a detectar genes controlados por la hormona 
en mamíferos involucrados en desarrollar diabetes mellitus 
tipo 2 y mal de Alzheimer. Este tipo de investigación 
también sería importante para analizar los mecanismos de 
señalización celular entre microorganismo-huésped. En el 
caso específico de la insulina el intercambio puede activar 
genes virulentos en dichos microorganismos volviéndolos 
patógenos [32]. Por consiguiente, conocer los mecanismos 
de señalización permitiría diseñar estrategias para minimizar 
los efectos negativos.
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