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8.4. METABOLISME DELS ALCOHOLS A DROSOPHILA.

L'efecte de la ingesta d'alcohols (o dels seus

productes d'oxidaci6) a DrosophiJa varia dristicament se­

gons les dosis emprades i la natura del producte en qües­
ti6. Mentre a dosis baixes,l'etanol (1-2%) i l'acetalde­

hid (0.5-1%) s6n capaços d'allargar la mitjana de vida en

absència de qualsevol altra nOdrient, a dosis elevades,
...

pro-

ximes a LC/50, deixen sentir els seus efectes tòxics, cau­

sant la mort a l'individu V.Herrewege i David,1974; Da­

vid i Fouillet, 1976). L'isopropanol i l'acetona (0.5-1%)

retarden notablement el cicle vital de l'organisme, l, a

dosi més elevades, causen ripidament la mort. (David, 1976

Vilageliu, 1980). El paper de l'enzim ADH suposaria doncs

efectes molt diferents en ambd6s casos. mentre davant do-

sis limitades d'etanol -o acetaldehid- operaria subminis­

trant compostos energètics hibils per entrar en el cicle

de Krebs, via acetat (Deltombe i Lietaert, 1979), davant

dosis elevades d'etanol o davant d'alcohols secundaris, la

seva funci6 passaria a ésser fonamentalment detoxificant,
permetent la supervivència de l'individu per eliminaci6

d'aquests productes tòxics. VanHerrewege i David 1980,19-
81) insisteixen repetidament en la independéncia dels pro­

cessos d'utilitzaci6 energètica dels alcohols i la detoxi­

ficaci6, malgrat actui o pugui actuar en tots dos el mateix

enzim ADH. La via de detoxificaci6 tindria a la vegada com­

portaments diferents segons el compost que l'esti provocant:
en front a elevades quantitats d'etanol, la soluci6 rau sim­

plement en una potencialitat incrementada de metabolitzar

aquest compost, en d'altres paraules, en una elevada acti­

vitat ADH. La dosi LC/50 és simplement un reflex d'aques­
ta potencialitat. Els indicis més recents semblen assenya­

lar que al llarg de l'evoluci6, les espècies amb major po­

der detoxificant front a l'etanol - les espècies amb major
quantitat d'enzim ADH- haurien adquirit la possibilitat de

colonitzaci6 de nous hibitats especialment rics en etanol,
'i o

de manera que, s e c un d
à
r i ame n t ,
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com D.melanogaster o D.lebanonensis. Davant de la presència
d'alcohols secundaris, la funció detoxificant de l'ADH s'e­

xerceix mitjançant una inhibició de la seva activitat, ln­

hibició que sembla destinada a bloquejar la transformació
dels substrats en cetones, compostos molt tòxics

,

que son

incapaços de posterior degradació, enacar que aixó suposi
la no transformació del propi alcohol secundari ( David, 19�

81 ) .

En el present estudi, hom va intentar determinar

com responien els individus adults de l'espècie D.hydei
sotmesos a tractaments amb dosis no letals d'etanol (1%)

i d'isopropanol (0.5%). Un dels punts més obscurs en els

actuals estudis de detoxificació de alcohols a Drosophila
és la metabolització dels productes de reacció de l'ADH

l'acetaldehid i l'acetona. No es coneix, o millor dit,
hi ha grans discussions al respecte de quin és l'enzim que

actua sobre l'acetaldehid per tal d'incorporar-lo al me­

tabolisme cel.lular, i quin és l'enzim responsable de la

tolerància a dosis baixes d'acetona. (Lietaert, 1982; David

1981,1982). Malgrat la reversibilitat teòrica de la reac­

ció catalitzada per l'ADH, Vilageliu (1980) no detectà es­

pectrofotomètricament nivells notables d'activitat inversa

usant NADH com a cofactor i acetaldehid com a substrat. A

mes a mes, tal com assenyala David (1981),
,

es incoherent

pensar en l'ADH com a agent detoxificant front a l'aceto­

na, quan aquest compost inhibeix la seva activitat i en­

demés mosques deficients per aquest enzim posseixen ni­

vells de tolerància a l'acetona comparables a les soques

salvatges. Hom ha establert que un latre enzim és el res­

ponsable a Drosophila de l'activitat en sentit reductor

envers cetones i aldehids cap als corresponents alcohols,
confirmant així que efectivament no és l'activitat ADH

inversa la que duu a terme aquestes transformacions. Aquest
nou enzim és una aldo-ceto-reductasa, depenent de NADPH, qu

que ha estat assejada electroforèticament amb diversos subs­

trats: acetaldehid, acetona i p-nitrO-benzaldehid, tant a

D.melanogaster com a D.hydei. Els enzims amb funcions re­

ductàsiques són àmpliament coneguts a mamífers, i es conei-
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xen sota la denominació d'aldo-ceto-reductases des de la clas-

sificació de Bachur (1976). Segons aquest autor, les aldehid

reductases i les ceto-reductases són oxido-reductases monomè­

riques, NADPH-depenents, que catalitzen la reducció dels

grups carbonil d'un ampli espectre de substàncies als cor­

responents hidroxils, i la funció fisiològica de les quals

presenta encara nombroses incògnites. La denominació d'al-

dehid-reductasa o ceto-reductasa resta en funció del seu subs-

trat preferencial, encara que no exclusiu. Actualment els

enzims m�s estudiats d'aquest grup es poden considerar les

aldehid-reductases de cervell i de ronyó (Flynn, 1975, Tur-

ner l Tipton, 1972 la carbonil-reductasa ( Wermuth,I981)
i les ceto-reductases de fetge (Sawada, 1980) L'aldo-ceto

reductasa detectada a Drosophila presenta uns òptims d'actua­

ció equivalents als de les reductases de mamífers, que a la

vegada es troben molt allunyats dels de l'ADH, a saber:un

pH òptim molt proper a la neutralitat -pH 7.0- l presumible­
ment proper tamb� als pH fisiològics intracel.lulars; un ni­

vell de saturació pel coenzim de rang micromolar ( � 10 ?M)
front al nivell milimolar (I.8mM) de saturació de l'ADH pel
seu cofactor. D'altres criteris confirmen la independència
de l'aldo-ceto-reductasa respecte el sistema enzimàtic de

l'ADH a Drosophila : primerament, l'activitat reductàsica

no es veu en absolut afectada pel pirazol, potent inhibidor

de l'ADH, l en segon lloc, l'aldo-ceto-reductasa presenta
nivells equivalents d'activitat enzimàtica tant en soques

homozigòtiques ADHs, com en soques deficients per a aquest
enzim -Adhn, i Adhn4_ o semideficients -A-47- i encara en

soques deficients pel sistema aldehid oxidasa-xantin-deshi­

drogenasa-piridoxal-oxidasa.

dentment,

Fent un breu parèntesi, conv� remarcar que, eVl-

ni n4
les soques Adh l Adh no presenten nivells re-

marcables d'activitat alcohol-deshidrogenàsica, mentre que

la soca A-47, en la qual nom�s s'hi troba una de les dues

còpies del gen, presenta nivells d'activitat d'aproximada­
ment la meitat del valor salvatge en l'homozigot Adhs, fet

que fa pensar en la no existència de compensació de dosi

per a aquest locus autosòmic.
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El principal paper de les aldo-ceto reductases de

Drosophila tindria doncs, segons els resultats obtinguts;
un caràcter eminentment detoxificant. David (,976) assenya­

la que la cadena d'incorporació dels alcohols a Drosophila

seguiria un esquema:

ADH
ALDEHID PRODUCTES ENERGtTICS.ALCOHOL
CETONA ---1---

Toxicitat Toxicitat
secundària

. ... .

prlmarla

.-

Tant l'alcohol, per se, com els aldehids l les cetones, son

compostos tòxics que en acumular-se en la cèl.lula causen

importants transtorns metabòlics i estructurals, que duen a

la degeneració i mort de l'organisme. La toxicitat primària
dels alcohols es veu ràpidament contrarestada per l'acció

prou coneguda de l'ADH� la qual impedeix la seva acumulació

intracel.lular. Els aldehids i cetones són tòxiques a con­

centracions molt més baixes per l'organisme, constituint un

focus de toxicitat secundària si no són, a la vegada, meta­

bolitzats. L'acció detoxificant de l'ADH no té cap sentit,
o encara es torna en perjudicial, si els productes de la

"seva" reacció no troben una via de sortida al menys tan

ràpida com la de la seva formació. �s ben conegut que, en

els mamífers, l'enzim aldehid-deshidrogenasa transforma

l'aldehid en acetat a una velocitat tal que no s'arriben

a acumular nivells apreciables d'aquest compost, font d'es­

pectaculars i coneguts símptomes. La via de metabolitza­

ció de l'acetaldehid a Drosophila ha estat, i és, punt de

gran controvèrsia -vegeu la introducció- encara que final­

ment s'ha arribat a detectar una aldehid-deshidrogenasa tam­

bé en aquest organisme (Garcin, ,983). La toxicitat de les

cetones prové bàsicament del fet de no tenir cap via de sor­

tida: d'aquí la menor tolerància de Drosophila front als al­

cohols secundaris que primaris. Malgrat tot, tal com asse­

nyala David (,976), quan un producte tòxic s'incorpora a

l'organisme, el seu efecte és el resultat de moltes inter­

accions, tals com la toxicitat directa del producte inicial,
la toxicitat del producte transformat, la taxa de transfor-
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mació enzimàtica l les VIes de metabolisme subsegüents dels

productes de la reacció. En atribuir a les aldo-ceto-reduc­

tases un paper eminentment detoxificant, hom no proposa res

més que un mecanisme que equilibraria les toxicitats primà­
ries i secundàries en els processos d'ingesta d'alcohols

en el cas dels alcohols secundaris actuaria disminuint la

concentració d'acetona interna, establint un equilibri en-

tre les quantitats d'alcohol i cetona en l'organisme. Aju­
daria a aquesta fita l'inactivació parcial de l'ADH pels grups

carbonil. En el cas dels alcohols primaris, les reductases

podrien suposar un mecanisme de seguretat per evitar l'acu­

mulació d'aldehids si l'ADH presenta una tasa de catàlisi ta

que proporcionés aquests compostos a velocitats més elevades

de les que pOdrien ésser metabolitzats. Coneguda com és la

major toxicitat dels grups cetona i aldehid respecte els al­

cohols, és lògic pensar que si hi ha impossibilitat d'elimi-
. .,

naClO total del producte, aquest s'acumuli sota la forma

menys tòxica, o sigui, com a alcohol. Un paper detoxifi­

cant de les aldo-ceto-reductases, concordaria perfectament
amb la funció detoxificant atribuïda per Bachur (1976) a

aquest tipus d'enzims en els mamífers "enzims inactiva-

dors de compostos xenobiòtics portadors de grups aldehid o

cetona" i també,

nant recentment

amb d'altres funcions que es van determi­

com l'autodefensa dels tèrmits contra el

seu propi verí ( Prestwich, 1983), que és un compost amb

nombrosos grups aIdo-cetònics. Leibman (1971) descriu en

el fetge de conill, uan aldo-ceto-reductasa metabolitzado­

ra, concretament,d'acetona, NADPH-depenent. Hom troba en

la bibliografia la descripció per Faulkner (1958), d'una

poliol-deshidrogenasa-NADPH-depenent, que contribueix a la

resistència al fred en els insectes, en reduir aldehids l

cetones a alcohols, que en acumular-se en la sang, tenen

un efecte d'anticongelant. Aquest enzim pOdria perfecta­
ment emmarcar-se dins de les aldo-ceto-reductases de

Drosophila.

Els tractaments amb etanol l isopropanol que s'han

realitzat en aquest treball, permeten intentar donar una in-
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terpretació global de les VIes de detoxificació i/o uti­

lització metabòlica que segueix l'organisme en aquests
casos. Un punt clau en les determinacions d'aquests es­

tudis ha estat la disponibilitat de realitzar mesures de

contingut d'alcohols i llurs metabolits en el medi intern

de Drosophila. Evidentment, cal postular que si hi ha al-

gun control sobre els enzims responsables del metabolis­

me d'aquests productes respongui a les variacions en les

seves concentracions internes, inter o intra-cel.lulars,
abans que a les del medi extern on es troba la mosca.

Aquestes determinacions havien resultat impracticables si

s'hagués hagut d'extreure a partir de l'homogenat inicial
de Drosophila una fracció apata per a la injecció en un cro­

matògraf de gasos clàssic. Deixant a part la complexitat
de l'operació, fóra molt �ificil d'impedir la p�rdua durant

la manipulació de la mostra i per simple evaporació dels

baixos nivells de metabolits que s'arriben a detectar. La

disponibilitat d'un cromatograf de gasos per "head space",
on' es pot considerar que l'extracció de la mostra és rea­

litzada pel propi aparell -vegeu material i m�todes-, ha

perm�s doncs realitzar aquestes mesures, amb els valors

de les quals caldrà correlacionar les variacions de nivells

d'activitat enzimàtica. Les concentracions de metabòlits
en el medi no serà la causa, sinò la conseqü�ncia d'aquesta
activitat.

Una anàlisi de les condicions de control (indivi­
dus sotmesos a dieta exclusiva de sacarosa durant el temps
de duració de les proves) demostra que les activitats ADH

i ACR sofreixen ja una regulació, atribuïble bé al tipus
de nodriment, bé a l'adaptació a les condicions d'anaero­

biosi progressiva que s'estableixen en l'interior del vial

d'experimentació. Aquesta regulació, equivalent per als

dos enzims, suposa una primera disminució de l'activitat

enzimàtica, seguida per un increment progressiu que ateny
el seu màxim abans per l'AOH (48h) que per l'ACR (72h) l

una posterior davallada (96h) i estabilització fins al

final del tractament. Els individus sotmesos a dieta de

sacarosa no presenten en cap cas nivells basals d'etanol,
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acetaldehid, isopropanol nl acetona, en el límit de detec­

ció de l'equip cromatogràfic emprat (nivell nanomolar).La

conversió espontània dels alcohols durant els temps equiva­
lents als de tractament varen atenyer com a màxim un 0.10%

d'autooxidació de l'etanol.a 192h, i un 1.76% per l'isopro-
panol en el mateix temps. La pèrdua per evaporació en els

tractaments respecte el màxim teòric no pren tampoc valors

significatius que puguin interferir amb les conversions re­

alitzades pels organismes.

El tractament amb etanol (1%) provoca un incre­

ment d'activitat ADH i ACR, que mostren un màxim a les 48h

de tractament, seguint,però, un perfil equivalent al dels

controls. L'increment d'activitat ADH es tradueix en una

ràpida i completa metabolització de l'etanol present en el

medi, que és indetectable a partir de les 72h . Ja que l'a­

cetaldehid és un intermediari metabòlic que no s'acumula, és

totalment indetectable també en el medi extern. Gibson (19-

70) va descriure ja un increment d'activitat ADH quan lar­

ves de D.melanogaster eren sotmeses a dosis d'etanol. Sem­

bla que cal considerar el primer període de tractament com

d'adaptació a les noves condicions a les que els individus

es veuen sotmesos, periode durant el qual l'activitat ADH

i ACR disminueixen, l'etanol no es metabolitza ostensible­

ment i hi ha algun cert indici d'acetaldehid extern, possi­
blement mercés al poc etanol que és degradat. Paral.lela­

ment, durant aquest periode d'adaptació, l'etanol intern

sofreix un increment que cal atribuir a la incorporació a

l'organisme sense subsegüent metabolització. Entre les 8h

i 72h, l'etanol extern és, doncs, consumit en la seva to­

talitat. L'activitat ADH presenta un maxim a les 48h, que

suposaria el punt àlgid en el procés de metabolització de

l'etanol. L'activitat ACR, que s'aplicaria sobre l'acetal­

dehid constantment produït per l'ADH, dóna també un màxim
en aquest temps. Durant aquest periode, els nivells ln­

terns d'etanol es mantenen constants, possiblement a cau­

sa d'un compromís incorporació/degradació. Quan no resta

etanol extern, i per tant cesa la incorporació, paradoxal-
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ment, es detecta un lleuger increment en l'etanol intern,

que es manté fins a les 192h, a la vegada que la presència

d'acetaldehid. Aquest fenomen podria rebre diverses inter­

pretacions: Hom podria assumir que com que l'activitat ADH

es troba deprimida, no pot metabolitzar l'alcohol que s'a­

caba d'incorporar a l'organisme; però aquesta solució és

poc satisfactòria, ja que, casulament, pujarien els nivells

d'etanol intern quan aquest ja no és present en el medi

extern, fet que al contrari, tendiria a facilitar per di-

fussió l'eliminació de l'etanol de l'organisme. Tot fa pen­

sar doncs, en el concurs de l'ACR en aquest fenomen, enzim

que estaria subministrant un etanol a partir d'acetaldehid

que la deprimida activitat ADH no pOdria metabolitzar.

En el tractament amb isopropanol, els paràmetres

canvien totalment, en tractar-se d'un alcohol secundari

el producte d'oxidació del qual no és incorporable al meta­

bolisme intermediari, i és només susceptible d'eliminació

per excreció o respiració. El descens en la concentració

externa d'isopropanol i l'aparició progressiva d'acetona en

el medi confirmen l'acció de l'enzim ADH sobre l'alcohol i

la lliberació del producte de la reacció -l'acetona-, al me-

di extern. Aquesta acetona va inhibint el mateix enzim en

un efecte àmpliament descrit en d'altres espècies de Dro­

sophila , com D.melanoSgaster (Schwartz i Sofer , 1976) o

D.immigrans (Vilageliu, 1980), però no del tot unànimement

interpretat. L'acetona subministrada directament en la die­

ta causa la mateixa desactivació (Papel, 1979). Quan l'ac­

tivitat ADH es troba a nivells basals, l'acetona externa

quasi no sofreix increment, i de fet hom pot considerar

el nivell d'acetona externa com a imatge especular de l'ac­

tivitat ADH. El fet que als nivells d'acetona externa cor­

responguin exactament a l'isopropanol desaparegut, induei­

xen a pensar que no hi ha efectivament via de sortida al

tandem isopropanol/acetona. Els nivells d'activitat ACR

sofreixen un brusc increment durant el tractament, amb mà­

xims d'activitat entre les 72h i les 96h. Aquests són tam­

bé els punts de màxima acetona, tant externa com interna,

acetona que seria el substrat de l'activitat ACR. La seva
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acció preservarla el medi intern de concentracions massa

elevades d'aquest compost, encara que això fos a expenses

de la producció d'isopropanol. De fet, els grups hidroxil

són de reactivitat molt més baixa en la cèl.lula que els

carbonil, i per tant, molt menys tòxics. L'anàlisis de les

concentracions internes d'acetona i isopropanol demostra

que l'alcohol és, de bell antuvi, absent del medi intern

de l'organisme, no detectant-se'n fins 8h després d'ini­

Clar-se la dieta. A partir d'aquest moment, s'incremen-

ta fins a les 72h, punt en el qual comença a decrèixer.

Hom podria suposar que la presència creixent d'isopropa­
nol fóra deguda a la seva incorporació a velocitat supe­

rior a la que pot ésser metabolitzat, considerant els ni­

vells mínims de l'activitat ADH. La hipòtesi no explica,

però, com ni perquè l'isopropanol decreix a partir de les

72h de tractament. Si introduim en les nostres considera­

cions l'acció de l'ACR sobre l'acetona, com a responsable

de l'isopropanol detectat en el medi intern podrem donar

una raó vàlida de perqué l'aparició d'isopropanol intern

és posterior al de l'acetona interna. Els nivells d'ac­

tivitat ACR confirmen també aquesta hipòtesi. Els nivells

d'acetona interna semblen sotmesos a un equilibri oscil­

lant amb l'isopropanol. Aquest fenòmen va ésser observat

per Vilageliu (,980) en el medi extern, i sembla trobar

una explicació en un equilibri entre activitats ADH i ACR

que no permetria la superació d'un determinat sostre d'a­

cetona. Un punt realment sorprenent fou l'aparició en les

anàlisis de medi intern d'individus sotmesos a dieta d'i­

sopropanol, de nivells mínims, però detectables, d'etanol

i acetaldehid després de 96h i '92h.de tractament. L'úni­

ca explicació pausible d'aquest fet es basa en la suposició
que l'activitat reductàsica incrementada que ha presentat

l'organisme ha estat capaç de desplaçar part dels compos­

tos del metabolisme intermediari -acetats- als seus estats

reduïts d'acetaldehid i etanol. El mateix fet seria proba­
blement el responsable de l'aparició de l'acetaldehid ln­

tern en les darreres etapes del tractament amb aquest al­

cohol. En els mam'ifers, s'ha descrit una resposta equi-
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valent, ja que Gersham (1975) recupera etanol marcat radio­

activament després de subministrar acetaldehid C-14 a micos

nodrits exclusivament amb etanol; i Rognstad (1976) recupe­

ra etanol marcat a partir de rates alcohòliques alimentades

amb lactat-H-3.

Recuperació de l'activitat ADH després de dietes d'isopro­

pan o L,

L'inhibició de l'ADH causada per l'acetona és

reversible i l'activitat enzimàtica es recupera quan les

mosques són retornades a medi sense suplementar (Papel,19-
79). Des dels treballs de Schwartz i Sofer (1976) es co­

neIX el responsable d'aquesta desactivació de l'ADH :l'in­

tercanvi en les quantitats relatives de cada un dels con­

formòmers de l'enzim, que presenten grans diferències de

capacitat catalítica.

S'ha intentat establir Sl la recuperació de l'ac­

tivitat era el procés invers de la inhibició, o sia, un al­

tre canvi en la conformació de les molècules de l'enzim,
o bé implicava nova síntesi de proteïna, que adoptava ja
la forma més activa. Hom ha comprovat una resposta dife­

rencial en la recuperació de l'activitat, segons el medi

nutritiu estés o no suplementat amb cicloheximida, inhibi-

dor de la síntesi proteica. En els casos on aquest compost
no era present, el valor d'activitat enzimàtica creixia re­

gularment, convergint cap a un nivell equivalent al que mos-(

traven els individus on no s'havia inhibit l'enzim, perta

nyents al mateix temps de tractament. Aquest nivell de

"referència" vindria determinat únicament pel temps de per­

manència dins del vial d'experimentació. �s clar, també,
que la cicloheximida, per Sl sola, no sembla afectar els

nivells d'ADH dins dels temps de les nostres proves. Els

individus, l'activitat ADH dels quals ha estat inhibida per

tractament previ amb isopropanol, són incapaços de recobrar­

Ia en presència de 0.5% de cicloheximida en el medi: l'a�

lla on hi ha hagut recuperació. Ja que un 0.5% de

tivitat enzimàtica resta a valors del 27.5 % respecte
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heximida per via oral inhibeix la sintesi proteica a un va-

lor 10-20% del seu valor normal Dingley i Maynard-Smithh

1968), sembla clar que la recuperació de l'activitat ADH

opera per una nova síntesi de l'enzim, l no per reconver­

sió d'un a altre conformòmer.
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-9- CONCLUSIONS.
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CONCLUSIONS.

Propietats bioquímiques de l'enzim ADH en extracte cru en

diverses espècies de Drosophila .

4) L'enzim ADH conserva la seva estructura de dímer

actiu de pes molecular 54,OOOd en tots els casos analit­

zats, i que respon a la molècula de funció alcohol-des­

hidrogenàsica característica d'aquest gènere.

2) Moltes de les propietats variables de l'enzim ADH

entre espècies de Drosophila apareixen lligades a la

posició filogenètica de l'espècie dins del gènere.

3) No existeix una relació unívoca entre els nivells

d'activitat ADH de cada una de les espècies i la tole­

rància en front a alcohols com l'etanol i l'isopropanol.

Cal considerar aquesta tolerància com una resposta orgà­
nica on es troben implicats nombrosos paràmetres dels

quals l'activitat ADH només n'és un, i que només adqui­

rirà preponderància si presenta característiques extre­

mes respecte la mitjana general.

4) Existeixen en l'homogenat cru, l per tant, en l'or-

ganisme de Drosophila, múltiple factors que influeixen

en l'acció de l'enzim, modulant propietats tals com la

seva estabilitat o el seu pH òptim d'activitat.

5) La majoria d'espècies analitzades no presenten va-

riants electroforètiques per l'ADH, l en totes elles,

aquest enZlm és present sota la forma de tres conformò­

mers actius.
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Purificació l caracterització de l'enzim ADH de D.hydei.

,) El sistema de purificació aplicat ha permés l'ob-

tenció de l'enzim ADH de D.hydei amb un grau de puresa

molt satisfactori i apropiat per als estudis funcionals

i estructurals que hom preveia.

2) Ja que per composició d'aminoàcids, l'espècie D.hydei
és propera a D.immigrans i D.funebris , cal admetre que

la similitud de les propietats cinètiques entre l'enzim

de D.hydei i D.simulans que hom observa obeeix a un cri­

teri de convergència biològica per adaptació a caracte­

rístiques ambientals concretes.

3) En l'intent d'estudi més detallat de la molècula

mitjançant carcaterització de pèptids tríptics, s'ha de­

terminat com a idònia l'aplicació de les recentment de­

señvolupades tècniques de cromatografia líquida d'alta

ressolució (HPLC) en columnes de fase reversa octa- o

decaocta-carbonades, en front a les tècniques clàssiques
de separació per mapatge bidimensional sobre paper

Hom basa aquesta afirmació sobre els següents avantatges:

- no pèrdua selectiva de pèptids poc solubles

-separació de pèptids no discernibles per d'altres tèc-

niques.

-obtenció de pèptids lliures de contaminants

-estalvi de múltiples etapes en la purificació que pro-

voquen la pèrdua contínua de material.

4) Les porcions de la molècula d'ADH de D.hydei identi-

ficades respecte a la seva homòloga de D.melanogaster

permeten detectar un percentatge de substitucions que

concorda amb les dades d'anàlisi de semblança d'aquesta

regió del genoma que hom coneix. Tot sembla indicar que,

mentre no s'afectin els punts actius de la molècula, la

variabilitat permesa és relativament elevada, l no es

centra en cap regió específica de la cadena proteica.
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Resta palès que la solució a molts dels problemes

comparatius plantejats per l'ADH dins del génere Drosophila

a nivell estructural, funcional i de regulació, necessiten

una anàlisi a nivell genòmic que ultra exons del gen Adh

inclogui introns i seqüències adjacents.

Metabolisme dels alcohols a Drosophila l enzim ADH.

1) Hom entén que l'acció catalítica de l'ADH sobre

els alcohols a Drosophila , ha d'ésser imprescindiblement

interpretada com a una doble funció:

-la funció nutritiva, que permet l'assimilació d'uns

productes que proporcionen potencial reductor i ener­

gètic, i que serà possible sempre que ho permeti la

natura dels productes (alcohols primaris) o la seva

concentració limitada en el medi (no superior a la

�)

-la funció detoxificant, que permet l'eliminació l to­

lerància a altres concentracions d'alcohols en el medi

o a alcohols no assimilables (alcohols secundaris).

�s aquesta segona funcionalitat la que facilitaria la co­

lonització de nous hàbitats especialment rics en alcohols.

Els paràmetres que la determinen semblen ésser la quanti­

tat d'enzim present en l'individu i la velocitat màxima

d'aquest enzim; i no, per al contrari les constants de

Michaelis envers coenzim o substrats.

2) En analitzar la funció detoxificant de l'enzim

ADH,es comprovà que eren moltes les incògnites per resol

dre al voltant de les vies metabòliques que completen

l'acció d'aquest enzim sobre els alcohols. Els resultats

obtinguts n'han permés aclarir una: el sistema responsa­

ble de la conversió d'aldehids i cetones a alcohols
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converSlo que no és duta aterme per l'activitat inversa

de l'ADH, sinó per un sistema descrit en aquest treball,

denominat aldo-ceto reductasa, per analogia amb els sis­

tems descrits a mamífers amb els quals comparteix les

característiques cinètiques bàsiques :ús de NADPH com a

coenzim a concentracions micromolars, i pH neutre com a

òptim d'activitat. L'esmentat sistema ha estat detectat

també per tinció específica després d'electroforesi en

gels de midó, i s'ha comprovat la seva indepèndencia
respecte els sistemes ADH i aldehid-oxidasa per anàlisi

de soques nulls per a aquests enzims.

2) L'anàlisi de les activitats enzimàtiques ADH l ACR

i nivells de metabolits en el medi i en l'organisme
es revela essencialment diferent en la ingesta d'al­

cohols primaris (etanol) o secundaris (isopropanol). En

el primer cas, i d'acord amb les vies de metabolització

postulades, té lloc una total assimilació del producte

i, per tant, la seva desaparició del medi, amb un incre­

ment moderat de les activitats enzimàtiques ADH i ACR.

En la ingesta d'isopropanol, no hi ha desaparició de pro­

ductes del medi extern, d'acord amb la manca de sortida

de la via isopropanol/acetona. Si hom analitza els ni­

vells de metabolits interns, fet que ha estat possible
mercés a l'aplicació de les tècniques de Cromatografia
de Gasos per Head Space, resta clar que tant l'etanol,

com l'isopropanol l l'acetona tenen un sostre de concen­

tració màxima, que estaria controlat pels nivells d'ac­

tivitat ADH i ACR ultra tots els enzims que potencial­
ment poden intervenir en el metabolisme dels alcohols.

3) Per últim, tractaments amb inhibidors de síntesi

proteica, tals com la cicloheximida, permeten afirmar que

si bé la inhibició de l'activitat enzimàtica ADH per in­

gesta d'isopropanol sembla provenir de la conversió d'un

conformòmer més actiu a un de menys actiu, la recuperació
quan s'elimina l'isopropanol de la dieta opera per sínte­

si proteica de nou enzim, que adoptarà la conformació més

activa. Corrobora aquesta afirmació, el fet que mentre la
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inhibició és relativament ràpida, la recuperació de ni­

vells normals d'activitat suposa uns intervals més llargs

compatibles amb la necessitat de nova síntesi proteica.
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