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SUMMARY

Alcohol metabolisrn in Drosophila: its relevance in nutrition and detoxification

Alcohol rnetabolism in Drosophila has recently attracted a lot of interest probably due to the essentiai
role that the enzyme alcohol dehydrogenase plays in alcohol transforrnation. Speciesdiffer markedly in alcohol
tolerance and this is attributed to ADH. While some species can cope with high ethanol concentrations (28%),
others do not survive when reared in minimal amounts (0'9%). Most of the species belong to an interrnediate
group being able to tolerate and make use of alcohols produced in ferrnenting fruits which frequently constitute
their natural habitats, a least during embryonic and larval developrnent.

The analysis of ethanol metabolisrn and other primary alcohols, will help to establish not only the
biochernical transformations, the enzyrnes involved and the relationships between other rnetabolic pathways
but also to clarify the various factors relevant to the species adaptation towards alcohol-rich or rnoderately rich
environrnents. Different types of evidence seern to indicate that one of these key factors is clearly ADH. In its
absence, species become extremely sensitive to ethanol. Yet, it is still unclear which enzyrne features account '
for higher ethanol tolerance. Avalaible data suggest that the kinetic coefficient Vrnax and the quantity of
enzyrne synthesized could be the rnost relevant factors in alcohol adaptation. On the other hand, kinetic and
structurai studies of ADH reveal that ethanol utilization probably represents a recent evolutionary acquisition
and was not associated initially with the enzyrne.

Other enzyrnatic systerns help Drosophila in the exploitation of alcohol-rich environments, although
they only account for sorne 10% of alcohol utilization. Aldehydes produced are further oxidized to carboxilic
acids and this seems to be produced by an aldehyde dehydrogenase (ALDH), recently characterized in Dro-
sophila, which shares relevant biochemica properties with liver ALDH. Ethanol is then eventually transfor-
rned to acetic acid and acetylCoA which may serve as substrate for fatty acid synthesis or be oxidized in the
Krebs cycle.

A)l/l appears to be different when ADH acts on secondary alcohols. Highly toxic, rnetabolically inert
compounds are produced which at the sarne time inactivate the enzyrne. Nevertheless, ADH shows lowest Km
values with these substrates. sornething that cannot be easily explained, at least in biological terrns. It has been
clairned that greater affinity could be due to the type of chernical interaction between the substrate and the
active site of the enzyrne.

Studies have also been carried out to know the effect of ethanol and / or sucrose in alcohol rnetabolisrn
to approach the real situation that Drosophila encounters in natural habitats. It has been proved that ethanol
and sucrose, together or individually, exert a positive regulation on ADH activity. It is not clear what producesthis
effect: increased levels of synthesis of the enzyme, lower turnover rate, re-activation of preexisting less active
molecular forrns or if it is directly produced by these compounds or its metabolic interrnediates. The positive
regulatory effect of ethanol and sucrose combined only appearsif sucroseconcentration does not reach athreshold
level, when thisisexceeded, anegative effect would be produced. When sucrose, at permisible amounts under the
inhibitory effect, is supplernented to an ethanol diet, positive rnetabolic regulation is also observed in the activities
of lipogenic enzyrnes together with an increase in the triacylglycerol content.

L a publicacién de este trabajo ha sido posible gracias a disfrute de las ayudas de la CAICYT n.° 0821181 y
3446/83.
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Other type of data seem to strenghten the view that ADH role in alcohol transfonnation is not necessarily
related to its possiblefunction in intermediary metabolism. Among theseare thefactsthat in the absenceof ethanol
ADH-negative mutants differ from wild-type individuals in these metabolic pathways and that sucrose alone can
modulate ADH activity.

In Drosophila, a clear picture of the relationships between catabolic and anabolic pathways has not yet
emerged and thisalso appliestoindividual pathways. Alcohol metabolism isaclear example: it is not known how
the activities of enzymes involved in this process are regulated and if this is acchieved through a direct or indirect
effect. Until this stage is reached much of the meaning of the experimental results will be difficult to grasp.
Obviously, thereis along way to go before therewill be an amount of datacomparable toother organisms, asis the
case of mammals, frequently investigated because they serve as model systems for humans.

Keywords: Alcohol dehydrogenase, Drosophila, Alcohol metabolism.

RESUMEN

El metabolismo de los alcoholes en Drosophila es objeto de multiple interés cientifico, originado por €
protagonismo que en él ejerce € enzima alcoholdeshidrogenasa (ADH). En los Ultimos afos, € aporte de
nuevos resultados ha sido considerablemente rico y relevante, llegando a poner en duda algunos de los dogmas
gue durante largo tiempo rigieron este esquema metabdlico y proporcionar, por fin, datos sobre otros enzimas
implicados. El presente trabajo pretende revisar de modo exhaustivo y critico los datos acumulados hasta la
fecha, asi como proporcionar una vision integradora de todos ellos en unas vias metab6licas basales e interre-

lacionadas.

Palabras clave: Alcoholdeshidrogenasa, Drosophila, Metabolismo del alcohol.

1. INTRODUCCION

El estudio de las vias enziméticas de metabo-
lizacién de los alcoholes en Drosophila consti-
tuye hoy en dia un tema enmarcado en las dis-
ciplinas de la genética de poblacionesy la evo-
lucién, més que vn puro centro de interés bio-
quimico. Larazén de ello se hala, sin duda, en
el enorme interés que ha suscitado € primero
de los enzimas implicados: |a alcoholdeshidro-
genasa de Drosophila (ADH: E.C. 1.1.1.1).

JOHNSON & DENNISTON (1964) describie-
ron un polimorfisino enzimético para este locus
en la especie Drosophila melanogaster. Las
poblaciones natural es presentaban 2 aioenzimas
mayoritarios: las formas ADH-FAST y ADH-
SLOW, distinguibles segin sus velocidades de
migracion en electroforesis sobre geles de almi-
don. Este fue € origen de numerosos estudios
genético-pablacionales sobre este sistema en-
zimatico. Ademds de los dos aielos mayorita-
rios mencionados, se han aislado posterior-
mente otros de presencia minoritaria en distin-
tas poblaciones naturales. Cabe destacar las
formas ADH-ULTRA FAST aislada en Rusia
por GROSSMAN et al. (1970), y ADH FASTER
THAN FAST, aislada en los E.E.U.U. por
SAMPSELL (1977). Otros alelos fueron induci-
dos por mutagénesis en € laboratorio, como €
alelo ADH-D, derivado de ADH-F; o numero-
sas cepas defectivas en actividad ADH —mu-
tantes ADH-negativos— que han sido extrema-
damente U(tiles en los estudios metabdlicos
(GRELL et al., 1968). En poblaciones naturales

se han detectado también formas ADH-negati-
vas, en proporciones que oscilan segiin los pe-
riodos y localizacion geogréfica: 1.3% en 1983y
0.7% en 1984 en Australia; 0.09% en E.E.U.U.
(North Carolina) y Londres (FREETH & GIB-
SON, 1985). Ademas de la movilidad electrofo-
rética, existen otros parametros susceptibles de
variabilidad, como, por gjemplo, |a termosensi-
bilidad de las formas activas del enzima (THO-
RIG et al., 1975; MILKMAN, 1976). Los diver-
sos aloenzimas ADH-S y ADH-F comprenden
una amplia gama de variabilidad en lo que res-
pecta a la resistencia a la degradacion térmica,
aunque, en general, los enzimas ADH-S son
mas termorresistentes que los ADH-F. Larela
cion del enzima ADH con un pardmetro am-
biental estimulé la busqueda de un mecanismo
que explicara € mantenimiento del polimor-
fismo enzimatico en poblaciones naturales. se
sugirié un valor adaptativo de los distintos ale-
los en situaciones ambientales concretas. Una
primera aproximacion exigia estudiar las co-
rrelaciones entre las frecuencias génicas de
cada alelo en distintas poblaciones y algunos de
los parametros ambientales. VIGUE & JOHN-
SON (1973) demostraron que las frecuencias de
los aielos F y S seguian una clina N-S en los
E.E.U.U. Laclinaconcordaba con € gradiente
térmico de modo que ADH-F predominaba en
el N, para dar paso, progresivamente, a
ADH-S, que resultaba mayoritaria en la fron-
tera mejicana. Ademas, BIRLEY & BARNES
(1973) describieron que las lineas portadoras del
alelo F presentaban mayor actividad enzimética




respecto a las S: éstas, en contrapartida, po-
seian un enzima mas termoestable. Dichas pro-
piedades constituyeron un argumento bdsico de
la teoria seleccionista del mantenimiento del
polimorfismo: F presentaria una mayor eficacia
biolégicaen poblaciones frias y S en poblacio-
nes templadas. DAVID & BOCQUET (1975) es-
tablecieron una clina paralela en Europa. Sin
embargo, a pesar del atractivo de la hipotesis
seleccionista, ésta no ha podido explicar todas
las variaciones de frecuencias alélicas observa-
das en muchas poblaciones naturales.

La complgjidad intrinseca que comporta la
asignacion de una mayor eficacia hiologica a
uno u otro aloenzima, se vio profundamente in-
crementada por e desconocimiento casi abso-
luto de la(s) funcidn(es) fisiolégica(s) de la
ADH en Drosophila y de su papel dentro de las
vias metabdlicas de los alcoholes en este orga-
nismo. Se postulé que la presencia de una ADH
suficientemente activa seria esencial para la
tolerancia y aprovechamiento de estos com-
puestos (GRELL et al., 1968; GIBSON, 1970;
BRISCOE et al., 1975) y, por tanto, uno de los
parametros ambientales reguladores de las fre-
cuencias alélicas en poblaciones naturales de
Drosophila. Asi se ha comprobado que todas
las especies que de modo persistente o eventual
se capturan en ambientes muy ricos en etanol
— puntos de elaboracién vinicola— presentan
actividad ADH superior a las restantes (MON-

TasLa 1. Tolerancias al etanol de adultos de diver-

s ies de Drosophila expresadas por sus LC50

desde d primer d cuarto dia de tratamiento. (Datos
de ATrIAN & GoNzALEz-DUARTE, 1982)

Adult alcohol iolernnce of some species of Drosophila expressed as the
LC 50 after differeni periods(l to 4 days) of treatment. (From ATRIAN
& GONZALEZ-DUARTE, 1982.)

ESPECIES LC S0/DIAS
1 2 3 4

D. hyde 9.82 425 405 3.71
D. willistoni 6.25 4.71 4.06 3.18
D. pavani 6.13 4.11 320 0.58
D. suboscura 6.11 403 239 0.89
D. gaucha 546 288 234 2.10
D. bocqueti 546 393 329 3.4
D. teissieri 534 335 288 256
D. burla 500 368 278 214
D. guanche 48 397 300 2.19
D. mauritiana 460 332 324 270
D. yakuba 3.85 2,13 231 225
D. kikkawa 337 207 1.9 1.63
D. erecta 3.08 265 240 2.14
D. littoralis 288 277 236 225
D. greeni 272 1.68 1.37 1.24
D. phaerata 2,14 176  1.57 033

CLUS & PREVOSTI, 1979; GONZALEZ-
DUARTE et al., 1986). D. lebanonensis repre-
senta un caso extremo de tolerancia (DAVID et
al., 1979) con una dosis letal 50 (LC 50) de
aproximadamente 28% de etanol. Por € contra-
rio, los mutantes ADH-negativos solo toleran
concentraciones muy bajas de alcoholes, hecho
que confirma que la activided ADH determina
la capacidad de metabolizar estos compuestos.
Algunas especies habrian utilizado esta capaci-
dad para la colonizacién de nuevos habitats
ecoldgicos: aguellos que presentan elevadas
concentraciones de compurstos alcohdlicos.
Sin embargo, no existe una clara correlacion
entre niveles de actividad ADH vy tolerancia a
etanol, o alcoholes en genersl, para todas aque-
llas especies situadas en la; posiciones inter-
medias de la tabla de tolerancias (tabla 1)
(ATRIAN & GONZALEZ-D JARTE, 1982). Se
observa asimismo una faltade correlacion entre
las tolerancias larvaria y adulta, probablemente
debida a una insuficiente permanencia del
adulto en los frutos en fermentacién para re-
querir una adaptacion mrtabolica especial
(DAVID & VAN HERREWEGE, 1983). Las lar-
vas de muchas especies con notable actividad
ADH no muestran tampoco ninguna preferencia
especial hacia medios suplementados con eta-
nol (HOUGOUTO et al., 1982), ni las hembras
adultas los prefieren para la ovoposicion (RI-
CHMOND & GERKING, 1979).

Todos los interrogantes reconducen a una
cuestion principal: cud o cudles son las funcio-
nes basicas del enzimaen d organismo, funcién
que cabria esperar altamente relevante conside-
rando que la proteina ADH supone por término
medio un 1% de proteina soluble del individuo.
Todo lo expuesto apunta a la metabolizacion
de los alcoholes como funcion obviade la ADH
aunque quizas no la esencial. Los estudios ci-
néticos del enzima revelaron caracteristicas de
dificil 'interpretacién: la afinidad hacia alcoholes
primarios —a igual nimero de carbonos en su
cadena— es mucho menor que frente a alcoho-
les secundarios, siendo estos Ultimos préactica-
mente ausentes de la naturaleza. Se desconocen
las causas por las que € enzima ADH es mas
activo frente a un producto menos abundante,
més toxico y cuya catdlisis conduce a su propia
inhibicion por intercambio de sus formas iso-
méricas mds activas a menos activas (PAPEL et
al., 1979). Ademas Drosophila tolera niveles
basales de metanol -comparables a los de los
alcoholes primarios con cadena hidrocarbonada
de 5 6 mas carbonos— y sin embargo, la ADH
se ha demostrado totalmente inactiva frente a
aguel substrato (DAVID et al., 1976).

El etanol es, con gran diferencia, € alcohol
menos téxico de todos los probados y, alavez,



uno de los substratos frente a cua la ADH
muestra un Km mayor. Persiste pues una apa-
rente paradoja: la existencia de una relacion in-
versa entre la afinidad del enzima y € grado de
tolerancia hacia un determinado alcohol. Ahora
bien, aproximar a un st pardmetro la toleran-
cia a los alcoholes no esta de acuerdo con la
realidad, ya que la metabolizacion de estos
compuestos, sea con fines nutritivos o detoxifi-
cantes, supone inexorablemente la accion de
distintos enzimas, siendo la ADH Unicamente €l
primero de todos €llos. Es posible que la ele-
vada tolerancia a los alcoholes de muchas espe-
cies de Drosophila radique en la adecuacion y
coordinacion de todas las actividades enzimati-
cas implicadas en la via metabdlica completa, y
no en uno solo de sus eslabones. He aqui
marco de los temas objeto de la presente revi-
sion.

Finalmente, € gran desarrollo alcanzado por
los estudios de las estructuras proteicas y géni-
cas de |la ADH de D. melanogaster contrasta
con los modestos conocimientos actuales en el
campo bioquimico-funcional. El enzima ADH
de D. melanogaster ha sido purificado y se-
cuenciado por THATCHER (1977. 1980). La
forma activa, de 54.000d de peso molecular,
consta de dos subunidades idénticas de 255
aminoé&cidos. B enzima actlia sin &tomos meté-
licos coordinados y no presenta homologias es-
tructurales con sus homonimos de levadura ni
de higado de mamifero. Dado que no ha sido
posible obtener formas cristalinas de la ADH,
se desconacen las estructuras de orden superior,
asi como la de los sitios activos para € subs-
trato y @ coenzima. En consecuencia, los mo-
delos sobre los mecanismos de catdlisis se ba-
san en estudios cinéticos (WINBERG et al.,
1982 a,b). El estudio de la estructura de la
ADH se ha extendido a diversas especies del
género: D. simulans y D. virilis (JUAN & GON-
ZALEZ-DUARTE, 1980, 1981); D. immigrans y
D. funebris (VILAGELIU & GONZALEZ-
DUARTE, 1984) y D. hydei (ATRIAN & GON-

ZALEZ-DUARTE, 1985 b) con objeto de rela
cionar las propiedades bioquimicas, la actividad
enzimética y la presencia de la especie en am-
bientes ricos en etanol.

En 1980. Goldberg inici6 los estudios es-
tructurales del gen Adh de D. melanogaster
para determinar las distintas regiones funcio-
nales del gen: promotores, exones e intrones.
tanto en la misma especie (BENYAJATI et al.,
1980, 1982, 1983) como en otras del mismo sub-
grupo (BODMER & ASHBURNER, 1984) o de
otros subgrupos (mulleri, FISHER & MANIA-
TIS, 1985). Con estos estudios se pretende es-
tablecer el mecanismo de expresion del gen y
coémo se ejerce su regulacion ontogénica y ti-
sular, reflgjadas respectivamente en las curvas
de actividad durante €l ciclo biolégico y en la
distribucion histolégica de la actividad ADH
(URSPRUNG et al., 1970). Se sabe ademés que
e gen utiliza para su transcripcion secuencias
promotoras distintas en la larva y d adulto, y
gue se sintetiza un solo producto proteico (BE-
NYAJATI et al., 1983). Recientemente se han
caracterizado factores transcripcionales especi-
ficos para ambos promotores, lo cual explicaria
su expresion diferencia (HEBERLEIN et al.,
1985).

Sin embargo, dificilmente los datos estructu-
rales aportaran luz sobre e metabolismo de los
alcoholes en Drosophila. Para resolver los pro-
blemas pendientes respecto a la funcionalidad
del enzima, los efectos metabdlicos de la inges-
tion de alcoholes y las eficacias biolégicas que
en cada genotipo 0 especie podrian estar aso-
ciadas a la ADH, es necesario realizar estudios
fisiologicos y metabdlicos desde una dptica ne-
tamente biogquimica.

2. METABOLISMO DE LOS ALCOHOLES
PRIMARIOS

Drosophila necesita realmente un sistema de
asimilacion metabdlica de alcoholes a causa del

TasLa 2 Contenido (% v/v) de ditintos acoholes en sais habitats larvales de D. melanogaster. (Datosde
McKECHNIE & MoORGAN, 1982.)

Alcohol conlent (% v/v) in six natural habitats of D. melanogaster. (From McKECHNIE & MORGAN', 1982.)

HABITAT METANOL ETANOL PROPAN-1-OL  BUTAN-1-OL  PROPAN-2-OL
Pera 0.030.05 0.252.50 0.250.35 0.06-0. 20 0.030.07
Banana 0.020.06 0.41-0.46 0130. 46 0.01-0.17 0.01-0. 06
Tomate 0.01-0.04 0.090.80 0.02-0.07 <0.005 J—
Manzana 0. 005 0.02 o —_ 0.006
Uva 0-0.02 1.00-4.00 0.36-1. 00 0.030.20 0.03-0.80
Mosto decantado 0.030.04 0.502.50 0.24-0.43 0.040.05 0.04-0.06
Orujo 0. 007 0.22 0.01 0.005 0.01




caracter fermentativo de los ambientes donde
se dimentan la mayoria de sus especies (tabla
2). Estos pueden ser sistematizados en tres
grandes grupos, segun € porcentaje de conte-
nido alcohdlico (DAVID & VAN HERREWEGE,
1983):

D )Ambient&e de alto contenido alcohdlico:
medios de fermentacion alcohdlica producidos
artificialmente por d hombre en la elaboracion
vinicola: bodegas, cavas, factorias cerveceras.
Se desarrollan algunas especies de Drosophila
altamente adaptadas.

II) Ambientes de moderado contenido al-
cohdlico: frutos dulces en descomposicion,
donde los polisacé&ridos sufren una rapida fer-
mentacion alcohdlica por parte de la flora mi-
crobiana saprofitica. La mayoria de especies de
Drosophila se desarrolla en estos ambientes.

II1) Ambientes de escaso contenido alcoho-
lico: hojas, flores y hongos cuya composicion
no da lugar a sintesis de alcoholes. Se desarro-
llan algunas especies de Drosophila, general-
mente de nicho ecoldgico altamente especiali-
zado.

Dado que d etanol es sin lugar a dudas €
componente preponderante de los ambientes 1 y
II. d estudio de la asimilacion metabdlica de los
alcoholes en Drosophila se centra, casi exclusi-
vamente, en este compuesto.

2.1. ACTIVIDAD ADH

El hecho de que los mutantes ADH-negativos
no sean capaces de tolerar mas que minimas
cantidades de alcohol demuestra de modo ine-
guivoco que la oxidacion de estos compuestos
via ADH constituye € primer paso de su meta-
bolizacién en condiciones naturales (DAVID e
al., 1976). Este proceso puede responder a dos
finalidades: su asimilacién como nutriente y/o
su eliminacion como téxico ambiental. El al-
cohol etilico, en ausencia de otra fuente de
energia. y slempre en concentraciones subleta-
les, prolonga la esperanza de vida de las mos-
cas, tanto ingerido por via ora como respirato-
ria (VAN HERREWEGE & DAVID. 1974, 1978).
La ADH transforma € etanol en acetaldehido y
por tanto cabe suponer que la incorporacion d
metabolismo energético se realiza via acetato
——acetilCoA—-<iclo de Krebs. Sin em-
bargo, @ etanol a elevadas concentraciones
causa la intoxicacion y la muerte de los indivi-
duos: sblo contadas especies soportan concen-
traciones superiores d 10% de etanol, propias
de los ambientes tipo I (tabla 1). En este caso,
la accidn de la ADH seria primordiamente de-
toxificante, con una funcion andloga a la de
ADH hepética de mamifero. Algunas especies

de Drosophila pueden soportar concentraciones
de etanol mucho més elevadas que las maximas
detectadas en la naturaleza: 15% frente a una
LC 50 de 28% para D. lebanonensis. Es dificil
encontrar una razén para esta actividad super-
flua, asi como para: i) €l singular carécter de
los substratos preferenciales de la ADH que
sitla d etanol después de los alcoholes secun-
darios o ciclicos (tabla 3); ii) lafalta de homo-
logia con la ADH hepética de mamifero
(JORNVALL er al., 1981). A la vista de estos
resultados, diversos autores han emitido una
hipétesis segin lacual lafuncion detoxificadora
de alcoholes de la ADH no es mas que una
adquisicion evolutiva relativamente reciente de
un sistema enzimético preexistente, que reali-
zaba funciones metabdlicas desconacidas y
que, d aumentar su presencia en € individuo,
permitio la explotacion de habitats virgenes.

TasLA 3. Especificidad de substrato de las aloenzi-
mes ADH® y ADHYF de D. melanogaster. Los vao-
res de actividad enziméica frente a diversos subs
tratos s hdlan referidas d determinado para d eta
nol (100). (Datosde WINBERG et al., 1982B.)
Substrate specificity of ADH® and ADHY" allozymes from D. melano-

gaster. Activities for the oxidation of several alcohois are relative to
ethanol (100). (From WINBERG ef al.. 1982B.)

ADH®  ADHY
Metanol 0 1]
Etanol 100 100
Propan-1-01 235 259
Butan-1-ol 305 364
Pentd-1-ol 115 131
Hexan-1-ol 91 86
Heptan-1-ol 36 43
Octan-1-ol 25 29
Propan-2-ol 756 1.212
R/® butan-2-ol 921 1.712
R/® pentan-2-ol 1.010 1.798
R/® hexan-2-ol 1.226 1.943
R/® heptan-2-ol 719 926
R/~ octan-2-ol 886 1.300
Cidohexanal 1.057 1.731
R/+ csverbenol 660 859
2 propen-1-ol 251 263
2 buten-1-01 266 275
3 buten-1-ol 166 209
5 hexen-1-ol 112 109
R/ 3-butin-2-ol 767 1.301
R/® 3-penten-2-ol 934 1.446
R/® 4-penten-2-ol 1.113 1.914
R/® I-penten-3-ol 967 1.671
R/ 1-hexyn-3-ol 876 1.574
R/ 1-hexen-3-ol 1.080 1.643
R/ I-feniletanol 203 193




Dicha adquisicion parece constituir un claro
gemplo de convergencia adaptativa, ya que las
especies en las que aparece no guardan ninguna
relacion filogenética especial dentro del género
Drosophila.

En la conversién de una simple capacidad
asimiladora de alcoholes a un mecanismo de
detoxificacion que permitiera la colonizacion de
nuevos nichos ecoldgicos pueden haber resul-
tado decisivos dos tipos de factores. por un
lado los pardmetros cinéticos del enzima —
constante de MichaelisMenten (Km) y veloci-
dad méaxima de reaccion (Vmax)—, y por otro
la cantidad total de enzima activo con la que
cuenta @ organismo en un momento determi-
nado. Estd4 bien documentado en D. melano-
gaster que € alelo ADH-F se halla favorecido
frente d ADH-S en los ambientes ricos en eta-
nol (VAN DELDEN et al., 1975; BRISCOE et
al., 1975, KAMPING & VAN DELDEN, 1978).
De acuerdo con los estudios cinéticos realiza-
dos, la Vmax de reaccion seria € parametro
relevante en cuanto a capacidad detoxificadora
del enzima (DAY et al., 1974; McDONALD et
al., 1980). Esto significa que en condiciones de
alto contenido alcohdlico, la forma ADH-F re-
sultaria mas eficaz, a poseer mayor velocidad
de reaccion; por € contrario, en condiciones de
discreto contenido acohdlico se favorecena
ADH-S. Seglin este criterio, la préactica totali-
dad de especies de Drosophila serén capaces de
metabolizar y aprovechar el alcohol-etanol-
(ambientes del tipo I1), pero sélo aquellas cuyo
enzima posea una Vmax adecuada toleraran
concentraciones de alcohol toxicas (ambientes
tipo I).

La cantidad total de enzima activo por indi-
viduo también parece determinar las especies
que explotaran ambientes ricos en etanol. A pe-
sar de no contar hoy en dia con ninguna técnica
de cuantificacion precisa de enzima activo por
individuo, las aproximaciones realizadas reve-
lan caracteristicasde interés. primeramente, los
individuos ADH-F de D. melanogaster, mayo-
ritarios en ambientes tipo I, poseerian niveles
de proteina ADH superiores que los ADH-S
(GIBSON, 1972; DAY et al., 1974). En segundo
lugar, 'muchas de las especies localizadas en
bodegas del Levante espafiol (MONCLUS &
PREVOSTI, 1979) presentan mayor cantidad de
ADH cuantificada después de procesos parae
los de purificacion que especies ajenas a estos
ambientes, alavez que su ADH posee también
una Vmax superior (GONZALEZ-DUARTE et
al., 1986). La averiguacion de los mecanismos
que permiten a un determinado genotipo o es-
pecie la acumulacién de mayor cantidad de en-
zima activo —niveles de expresiéon génica
(transcripcionales o traduccionales), tasa de de-

gradacion, turnover de formas activas... — su-
pone otra via abierta de estudio que debera
abordarse forzosamente en un futuro préximo.

El papel nutritivo/detoxificante de la ADH
puede hacerse extensivo a otros alcoholes pri-
marios. En los frutos en descomposicion se ha
detectado, ademéas de etanol, propan-1-01 y
butan-1-01 (tabla2), para los que se supone una
via de metabolizacion aldehido—dcido carbo-
xilico homéloga a la del alcohol etilico.

Como conclusioén, es obligado mencionar la
posible funcién inversa del enzima, o sea, la
reduccion de aldehidos —o cetonas— a los co-
rrespondientes alcoholes. Contrariamente a la
ADH hepatica de mamifero, donde €l equilibrio
termodindmico de la reaccion favorece su sen-
tido reductor, la ADH de Drosophila presenta
niveles bajos de actividad inversa (GONZALEZ-
DUARTE & VILAGELIU, 1985). Algunos auto-
res consideran que esta actividad enzimaética
constituiria un mecanismo de detoxificacion en
dietas suplementadas con acetaldehido o ace-
tona (DAVID et al., 1978, 1984). Esta interpre-
tacion es discutida en la secciéon 5, d tratar de
los alcoholes secundarios.

2.2. ACTIVIDAD ODH

COURTRIGHT et al. (1966) demostraron la
independencia del sistema enzimético octanol-
deshidrogenasa (ODH, E.C. 1.1.1.73) respecto
a ADH, en D. melanogaster. El estudio de sus
especificidades de substrato revel6 que podia
oxidar un amplio espectro de alcoholes alifdti-
cos de cadena lineal, con afinidad creciente a
aumentar e nimero de carbonos de la molé
cula, asi como también € farnesol y d fenol.
No demuestra una actividad hacialos alcoholes
secundarios, ni de cadena ramificada Por
tanto, la ODH no parece relacionada con los
alcoholes ingeridos por Drosophila, sino con el
catabolismo de la hormona juvenil. Esto ven-
dria corroborado por el perfil ontogénico de su
actividad (MADHAVAN et al., 1973).

23. OTROS ENZIMAS OXIDATIVOS DE
LOS ALCOHOLES

En el metabolismo de los mamiferos superio-
res, se hallan descritos dos sistemas enziméti-
cos distintos de la ADH, capaces de oxidar los
alcoholes.

El primero de elos es la catalasa (E.C.
1.11.1.16) (KEILIN, 1945). L a reaccion de des-
composicion del peroxido de hidrégeno proce-
deria segin la siguiente via:




catalasa + H,0, —— catalasa — H,0,

CH,CH,OH
catalasa + 2H,0 + CH,CHO.

La reaccion se localiza en los peroxisomas, por
ser éste el orgdanulo que contiene el peroxido de
hidrégeno celular.

El segundo sistema, denominado MAOS (Mi-
crosomal-Alcohol-Oxidizing-System) por OR-
ME-JHONSON & ZIEGLER (1965), es depen-
diente de NADPH y O,, localizado en la frac-
cidén microsomal celular:

NADPH+H*+0,+CH,CH,0H—
CH,CHO+NADP"* +2H,0

Asi pues, por simple analogia, se postuld la exis-
tencia de alguna de estas vias en Drosophila. Si asi
fuese, ello constituiria una explicacion alas obser-
vaciones de DELTOMBE-LIETAERT et al. (1979)
segin las cuales las cepas con baja actividad
ADH son capaces de utilizar etanol como fuente
nutritiva, y que mutantes ADH-negativos toleran
minimas cantidades de alcohol. Estos mismos
autores han argumentado que la elevada activi-
dad cataldsica de Drosophila podria, de acuerdo
con su hipotesis, jugar un papel importante en el
metabolismo alcohdlico. Sin embargo, reciente-
mente GEER et al. (1985) reparan, contraria-
mente, que «el tipo de regulacion que el etanol
ejerce sobre la catalasa, la piridoxal-oxidasay la
aldehido-oxidasa es desfavorable a una mayor
intervencion de estos enzimas en el metabolismo
del etanol». Ademads en ningin momento se ha
determinado la presencia de un sistema MAOS
en Drosophila.

3. METABOLISMO DE LOS ALDEHIDOS

La accién de la ADH sobre los alcoholes pri-
marios supone la aparicion de aldehidos en el
medio celular. Evidentemente la atencion ha sido
centrada en el acetaldehido. HEINSTRA et al.
(1983) han demostrado por cromatografia de ga-
ses que homogenados de Drosophila provocan
un aumento de los niveles de acetato de un sis-
tema artificial, en detrimento de los niveles de
etanol, no observiandose acumulacion de acetal-
dehido alguna. La mayor incégnita en el sistema
de metabolizacion de alcoholes en Drosophila es
precisamente la determinacién del enzima res-
ponsable de la oxidacion del acetaldehido. Este
es un compuesto altamente téxico, mucho mas
que el propio etanol, y que en principio deberia
ser metabolizado inmediatamente en la célula, tal
como realmente se deduce de los datos citados.

La capacidad de distintas especies de detoxificar
el acetaldehido se halla bien documentada (LIE-
TAERT et al., 1981; MOXON et al., 1982), asi
como también la posibilidad de nutrirse de él,
siempre en concentraciones no letales (DAVID et
al., 1984). Se ha descrito en mamiferos una al-
dehidodeshidrogenasa (ALDH, E.C. 1.2.1.3.)
dependiente de NAD™ e inhibible por disulfiram
(disulfuro de bis-(dietiltiocarbamil)), responsable
de esta mision (PARRILLA et al., 1974, DEI-
TRICH et al., 1976; MARCHER & TOTTMAR,
1978). Sin embargo, los primeros datos obtenidos
en Drosophila no revelaban la existencia de un
sistema equivalente (COURTRIGHT, 1967; DIC-
KINSON, 1971; DAVID, 1977), lo que condujo a
considerar las tres vias hipotéticas siguientes:

—La metabolizacion de los aldehidos me-
diante una aldehido oxidasa.

—La capacidad de funcién de la propia ADH
como aldehidodeshidrogenasa, actuando sobre
aldehidos como substratos.

—La existencia, a pesar de todo, de una al-
dehidodeshidrogenasa, que a causa de un plan-
teamiento experimental erroneo, no habria po-
dido ser detectada.

3.1. HIPOTESIS ALDEHIDO-OXIDASA

El sistema aldehido oxidasa (locus Aldox de
D. melanogaster) fue descrito por COUR-
TRIGHT en 1967. La aldehido oxidasa (E.C.
1.2.3.1.) es una metaloflavoproteina que, como
oxidasa, cataliza la oxidacion de sus substratos
sin el concurso de coenzima, mediante O, libre
como aceptor de potencial reductor.

Hasta 1978 se alude invariablemente en la bi-
bliografia a la «accién de un enzima abundante
y bien descrito en Drosophila, la aldehido oxi-
dasa, AO, como tnico agente transformante del
acetaldehido producido en la metabolizacion
del etanol» (DICKINSON, 1970; DAVID, 1977).
Existen, sin embargo, discrepancias graves en-
tre esta hipétesis y algunos datos experimenta-
les. En primer lugar, si bien la aldehido oxidasa
de Drosophila es capaz de actuar sobre una
gran variedad de aldehidos y otros productos,
presenta una afinidad baja hacia el acetaldehido
—Km del orden de 10~ *M—, particularmente
en comparacion de los aldehidos de estructura
aromadtica (DICKINSON, 1978). Por otra parte,
cepas de D. melanogaster deficientes en AQ
presentan una tolerancia al etanol y acetal-
dehido comparable en todo momento a la de las
cepas salvajes (DAVID et al., 1978), fendmeno
confirmado posteriormente por otros autores
(LIETAERT, 1981, 1982) y que reduce conside-
rablemente la veracidad de la <«hipdtesis al-
dehido oxidasa». Se han descrito dos sistemas
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Aldox independientes entre si, Aldox-1 y Al-
dox-2, con distinta movilidad electroforética y
con especificidades selectivas de substrato
(DAVID et al., 1978) hipotetizandose que
mientras Aldox-1. sistema mayoritario contro-
lado por el locus Aldox, poseeria funciones fi-
siologicas todavia no bien delimitadas, el sis-
tema Aldox-2 seria un sistema minoritario inde-
pendiente de Aldox. Sin embargo, la ausencia
de una caracterizacion rigurosa desde el punto
de vista genético y bioquimico del sistema Al-
dox-2 debilita considerablemente esta hip6tesis.

En este punto, quedaban pendientes muchas
cuestiones relativas al metabolismo del acetal-
dehido, que no concordaban con la funcion al-
dehido oxidasa, entre ellas:

i) El acetaldehido, a concentraciones no le-
tales, incrementa la vida de los adultos de D.
melanogaster privados de otra fuente de ener-
gia alternativa. Respecto a su asimilacion, no
existe diferencia alguna entre cepas ADH-ne-
gativas, ADH-AO-negativas y salvajes (DAVID
et al., 1984).

ii) No existe correlaciéon entre la actividad
AO especifica de muchas cepas y la utilizacion
de acetaldehido como fuente de energia (MO-
XON et al., 1982). Los valores de actividad en-
zimdtica se mantienen dentro de mdrgenes muy
estrechos y constantes entre diversas especies.
independientemente de poseer, algunas de
ellas, como habitat principal, frutos en fermen-
tacion o ambientes vinicolas (MOXON et al.,
1982).

iii) Los estudios histoquimicos realizados por
tincion especifica de actividades ADH y AO
muestran que, existiendo diversos tejidos que
poseen una u otra actividad, no es coman que
se presenten ambas conjuntamente, lo cual
hace dificil suponer una degradaciéon coordi-
nada de etanol a acetato (DICKINSON, 1970;
GOLDBERG et al., 1983).

iv) La comparacion de los perfiles de activi-
dad enzimdtica durante el ciclo bioldgico de
Drosophila de ADH y AO ponen de manifiesto
una regulacion dispar de los dos enzimas: en el
estadio pupal, precisamente cuando la actividad
AQO alcanza su mdximo, la actividad ADH se
halla muy deprimida. Asi pues, atendiendo al
patréon de actividad enzimadtica, el sistema AQO
parece directamente implicado en el metabo-
lismo hormonal, regulador de los procesos de
desarrollo y écdisis (DICKINSON, 1971).

v) Estudios cinéticos del enzima AO (KRE-
NITSKY, 1978) pusieron de manifiesto una ele-
vada afinidad hacia compuestos como pteridi-
nas y pirimidinas, sugiriendo un papel en la
asimilacion de estos compuestos heterociclicos,
propios de vegetales donde crecen y se ali-
mentan numerosas especies de Drosophila.

3.2. HIPOTESIS ALCOHOLDESHIDRO-
GENASA

Se ha sugerido la posibilidad de que en algu-
nas especies de Drosophila, el enzima ADH
catalizara la conversion acetaldehido—ace-
tato, realizando una funcién aldehidodeshidro-
gendsica (HEINSTRA et al., 1983). Estos auto-
res han observado que cepas «maroon-like»,
deficientes para la aldehido oxidasa, piridoxal
oxidasa y xantindeshidrogenasa, no acumulan
niveles apreciables de acetaldehido tras la in-
gestion de etanol, mientras que si se incremen-
tan los niveles de acetato libre, corroborando
por tanto el correcto planteamiento de la via:

etanol H acetaldehido acetato

Se ha confirmado la capacidad «in vitro» de la
ADH para catalizar la oxidacion del acetaldehido
mediante medidas espectrofotométricas de ac-
tividad, usando NAD " como cofactor. Los re-
sultados negativos obtenidos previamente por
otros autores se deberian a que la forma mole-
cular mds activa de la ADH —la mds anddica—
no presenta actividad aldehidodeshidrogend-
sica, que corresponde a la forma intermedia.
Las caracteristicas cinéticas de la reacciéon no
han sido descritas todavia. Sorprendentemente,
la ADH de D. simulans, especie gemela de D.
melanogaster, presenta una actividad aldehido-
deshidrogendsica prdcticamente despreciable.
D. simulans muestra una baja presencia en hd-
bitats relacionados con los procesos de fer-
mentacion vinicola (McKENZIE & PARSONS,
1972), lo cual sugeriria que la capacidad de tole-
rar elevadas concentraciones de alcohol no
provendria tanto de niveles elevados de activi-
dad ADH como de la posibilidad de que este
enzima oxidara también el acetaldehido a ace-
tato. La extrapolacion de unos resultados «in
vitro» a una funcionalidad «in vivo» es siempre
cuestionable. Ademds, la teoria mencionada es
dificil de conciliar con algunos resultados expe-
rimentales, a saber:

i) No se encuentran diferencias significativas
en la asimilacion metabdlica y detoxificacion
«in vivo» del acetaldehido en cepas ADH-ne-
gativas y salvajes (DAVID et al., 1984).

ii) Las cepas ADH-negativas pueden meta-
bolizar el acetaldehido «in vitro» (GARCIN et
al., 1985).

Un argumento solido en contra de la «hipote-
sis ADH» seria ademds su limitacién a determi-
nadas especies. Cabe suponer una via de meta-
bolizacion de aldehidos de distribucién univer-
sal dentro del género Drosophila y no un meca-
nismo vdlido para algunas especies, ya que la
practica totalidad pueden nutrirse de etanol.




HIPOTESIS ALDEHIDODESHIDRO-
GENASA

3.3

Algunos autores han supuesto la existencia
de un enzima en Drosophila préximo a la al-
dehidodeshidrogenasa de mamifero, a pesar de
los resultados adversos obtenidos al tratar de
determinar y caracterizar dicha actividad enzi-
madtica. Se ha establecido mediante cromato-
grafia de gases que un homogenado de Droso-
phila provoca la desaparicion de acetaldehido de
un sistema cerrado de modo paralelo a una pre-
paracién de aldehidodeshidrogenasa (ALDH)
hepdtica de mamifero (LIETAERT et al., 1982).
Finalmente, se ha conseguido la caracterizaciéon
de una ALDH, dependiente de la NAD ™ e inhi-
bible por disulfiram, en D. melanogaster y D.
simulans (GARCIN et al., 1983). La deteccion
espectrofotométrica de la actividad enzimdtica
se ha realizado segiin protocolos adaptados de
las ALDH hepdticas de mamifero. Segin Gar-
cin, el error que durante largo tiempo mantuvo
oculta esta actividad se debid al hecho de haber
realizado las pruebas correspondientes en con-
diciones propias de las ALDH de levadura,
muy alejadas de las citadas anteriormente.

La ALDH de D. melanogaster ha sido ca-
racterizada parcialmente: presenta un pH 6p-

timo claramente alcalino (10-11) y una afinidad
hacia el acetaldehido situada en el rango mi-
cromolar, mientras que hacia el coenzima. la
afinidad se sitda en una Km de dos dérdenes de
magnitud superior. Se detectan cifras compara-
bles de actividad ALDH tanto en cepas AO-ne-
gativas (GARCIN et al., 1983, B) como ADH-ne-
gativas (GARCIN et al., 1985) respecto a cepas
salvajes. La ALDH de D. melanogaster presenta
valores de Vmax dobles de los dela ALDH de D.
simulans, 1o cual confirmaria que la especial
adaptacion de la primera a ambientes ricos en
etanol no es debida solamente a su ADH sino
también a una ALDH capaz de detoxificar a ma-
yor velocidad el acetaldehido producido.

La localizacion citoldgica de la ALDH reali-
zada por fraccionamiento celular (LIETAERT et
al., 1985) ubica dicho enzima en la fraccién mito-
condrial —70% de actividad recuperada—y en el
sobrenadante total —30% de actividad—. No
estd claro si estaubicuidad reflejala existenciade
dos sistemas distintos o es puramente un arte-
facto de las técnicas utilizadas. De todos modos,
con la caracterizacion de este sistema, sea o no
homogéneo, se ha logrado un gran avance en el
tema de la metabolizacion de los aldehidos en
Drosophila.

+ +
NAD____» NADH J -1 NADL__» NADH

ETANOL 3 ACETALDEHRIDO >|J ACETATO

T‘ ADH ALDH (ADH)
TOXI1CIDAD TOXI1CIDAD
PRIMARTA . SECUNDARIA

‘ NADPN/NADPH AC., TIOKINASA

AKR
[ACETIL-CoA
ANABOLISMO  CATABOL 1SMO

NAD+\/,NADH

ISOPROPANOL ACETONA

LIPOGENESI |CICLO KREBS]

ADH
TOXICIDAD TOX1CIDAD
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+
NADP NADPH
L \/
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FiGURA |. Esquema del metabolismo de los alcoholes primarios —etanol— y alcoholes secundarios —isopro-

panol— en Drosophila. Mientras en el primer caso la via de asimilacion es completa de modo que el enzima
puede ejercer una funcién de nutricion y detoxificacion, en el segundo caso, la accion de la ADH supone la
ultima transformacion posible del sustrato.

Metabolic pathways of primary (ethanol) and secondary (propan-2-ol) alcohols in Drosophila. In the first case there is a complete metabolic
utilization of the substrate and ADH plays a role relevant to nutrition and detoxification. In the second pathway ADH catalyses the only possible

transformation of the substrate.
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4. METABOLISMO DEL ACETATO

La incorporacion final del acetato, propor-
cionado por la degradacién del etanol, al meta-
bolismo intermediario necesita el enzima ace-
tato-quinasa, que lo activa a acetilCoA me-
diante el concurso energético de ATP:

H,0
CH,COOH+CoASH

ATP

CH,COSCoA
AMP+ PPi

Asumiendo que el etanol pasa a incrementar el
pool de acetil-CoA del organismo, este com-
puesto podrd mds tarde ser desviado a metabo-
lismo catabdlico por entrada en el ciclo de Krebs,
o anabdlico, por ser substrato de lipogénesis.

4.1. CICLO DE KREBS

El valor del etanol como nutriente depende de
la disponibilidad del acetilCoA derivado como
substrato del ciclo de Krebs. MIDDLETON &
KACSER (1983) recuperan CO, marcado radiac-
tivamente tras la ingestion por las moscas de
14C-etanol, utilizando su cuantificacién como es-
tima de latasade oxidacidn «in vivo» de etanol en
distintos genotipos de D. melanogaster.

4.2. LIPOGENESIS

Los organismos pueden desviar el exceso de
acetilCoA que no se integra en el ciclo de Krebs a
una de sus vias anabdlicas: la lipogénesis. GEER
et al. (1985) han verificado que, en Drosophila, el
etanol es un buen substrato lipogénico. A partir
de un planteamiento experimental semejante al
de MIDDLETON & KACSER (1983), han deter-
minado el marcado radiactivo recuperado en los
lipidos. Segin ello, la metabolizacion del etanol
serealiza via ADH enun 91-93%, ya que en cepas
ADH-negativas la recuperacion desciende a un
7-9%. Este porcentaje reflejaria precisamente la
importancia en Drosophila de las vias de oxida-
cion del etanol ajenas a la ADH. En el mismo
estudio, los autores han detectado que tras una
dieta de etanol, se incrementan una serie de acti-
vidades enzimdticas: la propia ADH, que permite
la asimilacion del etanol, la «dcido graso sinte-
tasa», complejo formado por 7 enzimas que ac-
tdan de modo coordinado, y la glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa, que proporciona glicerol-3-fos-
fato a partir de la hidroxiacetona-fosfato produ-
cida en la via glucolitica. El glicerol-3-fosfato
constituye el substrato activado necesario parala
formacién de los triacilglicéridos (TG), que son a
su vez lipidos de almacenamiento y reservade los
dcidos grasos acumulados y cuyos niveles au-
mentan ostensiblemente tras la dieta alcohdlica
(fig. 2).
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o 3-P-DIHIDROX[ACETONA

; PIRU

e

!

~-==3GL ICERQOL -3-P-DH
——————————— SGLICERQL-3-P

16

VATO !

TTTTTTTIAC,GRASO SINTETASA

!
5 AC.GRASO—>ACIL-CoA
:

ETANO ACETALDERIDO—> ACETATO ACETIL-Coh |
\P:D;H‘\ .
CicLo
KREBS )
Ficura 2. Conexiones observadas entre el metabolismo del etanol, la sacarosa y los lipidos en Drosophila. Se

indican las actividades enzimdticas que resultan mod

uladas por una dieta de alcohol y/o sacarosa. (TG =

triacilglicéridos.) (Datos de GEER ef al., 1985).

Relationships between different metabolic pathways —ethanol, sucrose
alcohol and/or sucrose diet are underlined. (T

and lipids— in Drosophila. Enzyme activities subject to variation in an
G = triacylglycerol.) (From Geer ef al., 1985.)




TABLA 4. Pardmetros cinéticos de la ADH de distintas especies de Drosophila. (Datos de GONZALEZ-DUARTE
et al., 1986.)

Kinetic coefficients of ADH from different species of Drosophila. (From GONZALEZ-DUARTE et al., 1986.)

CONSTANTE DE MICHAELIS (MILIMOLAR)

D. melanosgaster D. simulans D. virilis D. funebris D. immigrans D. hydei
Adh
NAD* 0.26 0.19 0.20 0.15 0.16 0.16
Propan-2-ol 1.87 0.93 1.99 2.90 1.53 0.81
Butan-2-ol 0.86 0.41 1.60 2.08 1.49 0.43
Etanol 8.92 5.22 6.44 13.11 12.42 5.62
Propan-i-ol 3.42 3.33 4.16 8.21 5.06 1.95
Butan-]-ol 3.31 — 3.01 9.39 6.02 2.64
VELOCIDAD MAXIMA (x10™") (MILIMOLES POR MINUTO POR MOL DE
SUBUNIDAD)
D. melanogaster D. simulans D. virilis D. hydei
Propan-2-ol 9.78 6.67 8.15 7.36
Butan-2-ol 9.34 6.02 7.75 5.93
Etanol 4.78 2.08 4.01 2.77
Propan-1-ol 4.60 2.15 4.99 2.70
Butan-1-ol 5.75 — 6.13 4.18

5. METABOLISMO DE LOS ALCOHOLES
SECUNDARIOS

La accion de la ADH sobre los alcoholes se-
cundarios da lugar a la sintesis de cetonas, com-
puestos no susceptibles de incorporacion al me-
tabolismo y que presentan graves problemas de
toxicidad para el organismo. Sin embargo, la
ADH de Drosophila es un enzima mucho mds
afin hacia los alcoholes secundarios que prima-
rios (VIGUE & JOHNSON, 1973) (tabla 4).

VAN HERREWEGE et al. (1980) han compro-
bado que la asimilacion de estos compuestos no
representa una fuente de energia y PAPEL et al.
(1979) han demostrado que tanto el propan-2-ol
como la acetona, suministrados por via oral, in-
hiben la actividad ADH hasta un 5% de su valor
inicial, en 24h (fig. 1). Esta inhibicion se debe a la
interconversion de las formas isoméricas mds
activas a menos activas. La toxicidad de las ceto-
nas no saturadas que proceden de determinados
alcoholes es la base de un método cldsico de
seleccion de mutantes ADH-negativos, ya que al
adicionar en la dieta 1-penten-3-ol sdlo logran
sobrevivir los individuos que no presentan una
ADH funcional por no ser capaces de producir
la cetona correspondiente {SOFER & HAT-
KOFF, 1972; O'DONELL et al., 1975).

A pesar de todo lo expuesto, la actividad
ADH de diversas especies y las tolerancias res-
pectivas al propan-2-ol y butan-2-ol parecen co-
rrelacionarse directamente (McDONALD &
AVISE, 1976), al tiempo que se observa que las

cepas con una ADH funcional toleran mejor
estos alcoholes que las defectivas (DAVID et
al., 1976). Trabajos posteriores del mismo autor
(1981, 1984) atribuyen a la ADH un papel deto-
xificante frente a la acetona e incluso frente al
acetaldehido, apuntando a una activacion del
sentido reductor de su actividad. En efecto,
puesto que las LC 50 de los productos de se-
gundo grado de oxidacién es mucho mayor que
la correspondiente a los alcoholes respectivos,
una posible via de urgencia consistiria en la re-
duccion de cetonas o aldehidos. Este meca-
nismo seria operativo frente a una rdpida acu-
mulacién de acetaldehido que no pudiera ser
transformado por la deshidrogenasa correspon-
diente y, en todo caso, frente a la acetona, que
solo es posible eliminar por difusion directa al
exterior —respiracidn— o por excrecion. Los
datos «in vivo» de VILAGELIU & GONZALEZ-
DUARTE (1980) confirmarian la hipétesis de la
«via reductora», ya que al suministrar propan-
2-ol a Drosophila, se observa primero una dis-
minucion de este compuesto en el medio,
acompanada de un aumento de la acetona
—consecuencia presumible de la actividad de
ADH— seguido de un efecto rebote consistente
en la disminucion de esta acetona y el aumento
del propan-2-ol. Sin embargo no es posible atri-
buir sélo a la actividad de «<ADH inversa» estos
hechos, ya que tras una dieta de propan-2-ol o
acetona:

i) No se observa incremento alguno de los
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valores, ya modestos en condiciones normales,
de la actividad reductora de la ADH.

if) Dichos niveles son ain mucho mds insig-
nificantes al tener en cuenta la inactivacion de
la actividad ADH en presencia de los alcoholes
secundarios (PAPEL et al., 1979; GONZALEZ-
DUARTE & VILAGELIU, 1985).

Las aldo-ceto reductasas (AKR, E.C. 1.1.1.2)
caracterizadas en Drosophila (ATRIAN & GON-
ZALEZ-DUARTE, 1985) podrian ser los respon-
sables de esta reaccion. Estos enzimas fueron
primeramente caracterizados en mamiferos
(BOSRON & PRAIRIE, 1972; TURNER & TIP-
TON, 1972) y mds tarde en D. melanogaster en un
estudio comparativo realizado por DAVIDSON et
al. (1978) en todo el filum animal. Se trata de una
actividad enzimdtica dependiente de NADPH e
inhibible por fenobarbital que opera a niveles
micromolares de coenzima. Entre una amplia
variedad de substratos incluye el acetaldehido y
la acetona y su presencia ha sido confirmada en
D. melanogaster y D. hydei (ATRIAN & GON-
ZALEZ-DUARTE, |1985A) y D. immigrans y D.
Junebris (GONZALEZ-DUARTE & VILAGELIU,
1985). Se ha demostrado ademds que los niveles
de actividad enzimdtica varian en funcién del
etanol y/o propan-2-ol, lo que consolida la hipo-
tesis de su papel relevante en el metabolismo
alcol’)lélico (GONZALEZ-DUARTE & ATRIAN,
1986).

6. REGULACION DE LA ACTIVIDAD ADH
EN EL METABOLISMO ALCOHOLICO

La regulacion de la actividlad ADH es un
tema sumergido hoy en dia en una gran contro-
versia en el metabolismo de los mamiferos, in-
cluido el hombre, a pesar de que existen mu-
chos datos al respecto. No es de extrafiar pues
que, en Drosophila, sean escasas las publica-
ciones sobre el tema. Dos son los factores que
se han considerado hasta el momento como po-
sibles moduladores de esta actividad y, en con-
secuencia, de la asimilacién de los alcoholes:
los niveles NAD */NADH vy la propia ingestién
del alcohol (etanol) y un disacdrido como la sa-
carosa.

6.1. NIVELES DE NAD/NADH

En una dieta rica en etanol, tanto su oxida-
cion como la del acetaldehido correspondiente,
implican dos actividades deshidrogendsicas de-
pendientes de NAD*: ADH y ALDH, respecti-
vamente. La regeneracion del coenzima redu-
cido a su forma oxidada es considerada por al-
gunos autores vital para el continuo funciona-
miento de ambas oxidaciones. Otros aseguran

que el aporte de NAD™" de la cadena respirato-
ria cubre con creces estas necesidades. En los
mamiferos se ha descrito como via de emergen-
cia independiente de la cadena respiratoria el
equilibrio piruvato-lactato, es decir, la accion
de la lactatodeshidrogenasa. En los insectos
cabe atribuir esta funcidn a los equilibrios glice-
rol-3-fostato-dihidroxiacetona-fosfato (SACK-
TOR, 1965) y malato-aspartato (CAVERNER &
CLEGG, 1978), mediados respectivamente por
la glicerol-3-fosfato y malato deshidrogenasas.

6.2. DIETA DE ETANOL Y SACAROSA

MCKECHNIE & GEER (1984) han estudiado
la influencia del etanol y la sacarosa sobre la
actividad ADH cuando ambos compuestos for-
man la dieta habitual de Drosophila. Si el con-
tenido de sacarosa y etanol es del 0'5% y 2°5%
respectivamente se observa un incremento de la
actividad ADH, paralelo al incremento de la
cantidad de enzima presente en los individuos,
detectada por métodos inmunolégicos. Sor-
prendentemente, una concentracién equivalente
de sacarosa puede provocar por si sola el
mismo tipo de efectos, aunque en menor grado.
Si bien no existe una explicaciéon obvia para
esta observacidn, los autores argumentan que
ello podria ser considerado como una conse-
cuencia accidental de una cascada de interac-
ciones metabdlicas, producidas por la ingestion
de sacarosa, y que no guardarian relaciéon al-
guna con el metabolismo alcohdlico.

A las concentraciones citadas de etanol y sa-
carosa, el tipo de regulacion supondria una in-
teraccidon metabdlica positiva, que aseguraria la
funcién nutritiva de ambos. Sin embargo, al
elevarse los niveles de sacarosa hasta un 5%,
los efectos de modulacién se invierten a negati-
vos, lo cual podria ser interpretado como un
mecanismo paralelo al de la «represion por ca-
tabolito» microbiana, ejercida en este caso por
el acetilCoA, intermediaro comin. Es de sena-
lar asi mismo que a concentraciones de 0°5% de
sacarosa + 1°5% etanol, ambos compuestos son
substratos intercambiables para la lipogénesis,
y actiian de modo sinérgico en la induccion del
aumento de triacilglicéridos acumulados y de
las actividades enzimdticas dcido graso sinte-
tasa y glicerol-3-fosfato-deshidrogenasa. Ahora
bien, el incremento de la concentracion de sa-
carosa inhibe la via etanol-TG, lo que estaria
relacionado con la disminucién de la actividad
ADH mencionada anteriormente para las dietas
de etanol suplementadas con un 5% del disacd-
rido. Sorprendentemente, existen indicios de
que la presencia de ADH en Drosophila esti-
mula la integracién de sacarosa a TG, ya que




ésta resulta mucho mds eficiente en cepas sal-
vajes que defectivas para la ADH, aun cuando
no exista alcohol en la dieta. Ello corroboraria
también un papel fisiolégico de la ADH desli-
gado del metabolismo alcohdlico, coincidiendo
quizds con la modulacion positiva que la saca-
rosa ejerce sobre la actividad ADH.

En cepas negativas, la ingestion de un etanol
no metabolizable provoca la inhibicion de la
dcido grasa sintetasa, y por tanto, anula el
efecto de acumulacion de TG (GEER et al.,
1985). Parece que el etanol reprimiria directa-
mente los enzimas de la lipogénesis segin
muestran algunas pruebas «in vitro» realizadas
en presencia de etanol.

Cabe recordar, por altimo, que el enzima gli-
cerol-3-fosfato deshidrogenasa es precisamente
uno de los candidatos a modulador de los nive-
les de coenzima oxidado y reducido. La saca-
rosa suministra, via glucolisis, su substrato —la
dihidroxiacetona-3-fosfato—, por lo que asi po-
dria producirse el efecto beneficioso de este di-
sacdrido en las dietas alcohdlicas.

7. DISCUSION

Mientras algunas especies de Drosophila son
capaces de tolerar y aprovechar energética-
mente elevadas concentraciones de etanol
(aprox. 28%), otras no resisten minimos conte-
nidos en el medio nutritivo (aprox. 0°9%). Entre
estos madrgenes se sitian, en una posicion in-
termedia, la mayoria de las especies con un
sistema de metabolizacion que les permite tole-
rar y asimilar los alcoholes que se forman por
fermentaciéon microbiana a partir de los azica-
res de los frutos en descomposiciéon que cons-
tituyen su hdbitat natural, cuanto menos du-
rante el desarrollo embrionario y larvario.

El andlisis de la via de metabolizaciéon del
etanol y otros alcoholes primarios abrird las
puertas no sélo al conocimiento de los meca-
nismos bioquimicos implicados y de las influen-
cias mutuas entre cadenas metabdlicas distin-
tas, sino que también permitird establecer los
pardmetros que condicionan la tolerancia dife-
rencial entre especies y que en definitiva de-
terminan la eficacia bioldgica frente a unas
condiciones concretas de «stress» alcohdlico.

Diversos tipos de evidencias parecen indicar
que uno de estos pardmetros lo constituye in-
discutiblemente el enzima ADH, ya que su au-
sencia limita de modo drdstico la capacidad de
asimilacién de los alcoholes primarios. Pero
serd necesario concretar cudles de sus caracte-
risticas son responsables en ditimo término del
incremento de capacidad de degradacion al-
cohdlica. Las observaciones con que contamos

hoy revelan la importancia de la velocidad md-
xima de catalisis enzimadtica y de la cantidad de
ADH activa que el organismo acumula. Por
otra parte, si bien es cierto que la ADH es im-
prescindible para la adaptaciéon a la presencia
de alcoholes en el medio, estudios cinéticos y
estructurales niegan que la afirmacién reciproca
también sea cierta; no parece que la funcion
intrinseca o primitiva de la ADH de Drosophila
sea la de asimilacién metabdlica ni detoxifica-
ciéon de los alcoholes ingeridos, sino que ésta
representaria una adquisicién reciente en la
historia evolutiva, y posiblemente la mds es-
pectacular.

Asi pues, una determinada especie de Dro-
sophila asimila el etanol como producto meta-
bélico explotable, mientras éste no sobrepase
las concentraciones letales en el medio. Un
90% de esta asimilacion se produce via ADH,
mientras que los restantes sistemas enzimaticos
alternativos no sobrepasarian el 10% en impor-
tancia. Los aldehidos producidos deben ser
oxidados a su dcido carboxilico correspon-
diente, con toda probabilidad por una ALDH
de reciente caracterizacion que comparte pecu-
liaridades bioquimicas con las ALDH hepati-
cas. El etanol se integrard asi via dcido acético—
—acetilCoA, y este ultimo puede derivar en de-
gradacion catabdlica —ciclo de Krebs, cadena
respiratoria— para producir energia inmediata,
o en asimilaciéon anabdlica —via lipogénica—
que supone una reserva para el futuro.

El panorama cambia radicalmente si la ADH
actlia sobre alcoholes secundarios: su catalisis
proporciona compuestos metabdlicamente
inertes, no asimilables y muy toxicos —las ce-
tonas—, pero ademds provoca la inactivacion
del propio enzima. Sin embargo, la ADH pre-
senta sus Km menores precisamente frente a
estos substratos en todas las especies estudia-
das. Se desconoce el significado bioldgico de
esta contradiccion. Por otra parte, estudios ci-
néticos mds minuciosos sefialan que quizds esta
mayor afinidad sea debida al tipo de enlace del
substrato con el sitio activo del enzima.

La regulaciéon que distintos compuestos, im-
plicados directamente en la via de degradacién
alcohdlica —el mismo etanol— o sin ninguna
conexion con ella —la sacarosa—, ejercen en el
metabolismo de los alcoholes estd empezando a
ser estudiada, en un intento de aproximacion a
las condiciones que realmente Drosophila halla
en sus puntos de nutricién, y a las cuales de-
berd adaptarse para sobrevivir. Se ha corrobo-
rado que la presencia de etanol y sacarosa, por
separado o conjuntamente, modulan positiva-
mente la actividad ADH. No se conoce cudl es
el mecanismo de este efecto: mayor sintesis de
producto génico, tasa de degradacién menor,
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activacion de formas preexistentes menos acti-
vas..., ni si es ejercido directamente por aque-
llos compuestos o por intermediarios metabdli-
cos.

El efecto de modulacién positiva de la dieta
conjunta de etanol y sacarosa se mantiene tan
sélo mientras la concentracién de ésta ultima
no sobrepase unos determinados limites, mo-
mento en el cual se inicia una interferencia ne-
gativa para la actividad ADH. La dieta de eta-
nol suplementada con sacarosa tiene también
efectos metabdlicos positivos sobre las activi-
dades enzimdticas lipogénicas se incrementa el
nivel de triacilglicéridos acumulados. El efecto
umbral de la concentracién del disacdrido se
mantiene para estos propdsitos.

Muchos factores sefalan que algunos de los
efectos de la ADH en las vias del metabolismo
intermediario podrian no guardar relacién con
su funcion de degradacién alcohdlica. Los prin-
cipales indicios son que los mutantes ADH-ne-
gativos presentan comportamientos distintos
respecto las cepas salvajes en vias ajenas al
metabolismo alcohélico, ain en ausencia com-
pleta de estos compuestos, y ademds que sus-
tancias tales como la sacarosa son capaces por
si solas de modular la actividad ADH:

ACTIVIDAD METABOLISMO
NO
ADH ALCOHOLICO

En Drosophila, el desconocimiento de las
interacciones entre distintas vias metabdlicas es
muy patente de acuerdo con los escasos datos
sobre las propias vias. La metabolizacion de los
alcoholes constituye un buen ejemplo de ello:
no se conoce como se regula la actividad de
cada uno de los enzimas que interviene, ni si
esta regulacion es directa o indirecta. Ante tal
panorama no es extraiio que el significado y la
causa de muchas observaciones experimentales
escape a nuestra interpretacion ya que, el estu-
dio de las primeras interacciones metabolicas
acaba de empezar. Ademds el grado de-conoci-
miento de esta problemdtica en Drosophila es
muy inferior al de otros organismos, como pue-
den ser los mamiferos, ya que estos se han es-
tudiado exhaustivamente como modelos del
sistema humano.
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