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Influence de quelques corps chimiques
sur la survie in vitro
de Trypanosoma evansi

I — Acides aminés et quelques-uns de leurs dériveés

par J. BALIS

RESUME

L'auteur a étudié le comportement, in vitro, de T. evansi en présence de 23
acides aminés ef de 13 de leurs dérivés. Le glulathion, la cysteine et |es composés
possédant un groupement S H dans leur molécule interviennent frés activement
dans les phénoménes d'oxydo-réduction. L'arginine, la sérine, la colamine,
I'histidine et le tryptophane entrainent également, bien qu'a un meindre degré,
une meilleure survie de T. evansr. L'arcaine posséde par contre un trés net pou-

voir trypanocide.

Les frypanoscmes, comme fous les organismes
vivants, ont besain de substances azotées pour
leur croissance et leur multiplication,

Les especes pathogénes atfeignent parfois
un irés haut degré de parasitime, caractérisé
par une réduction manifeste de leur appareil
enzymatique, C'est ainsi que Trypanosoma evansi
est prafiquement dépourvu de diastases protéo-
lytiques (10). Il lui est donc trés difficile de dégra-
der les protéines et il est vraisemblable qu'il
utilise surtout des compasés azotes de bas poids
moléculaire.

Certains auteurs ont insisté sur (‘effet favorisant
de mélanges d'acides aminés : hydrolysat de
caséine (20) ou de lactalbumine (12) ; nous-mé-
mes (1), avons utilisé avec des résultats favora-
bles, une autodigestion de poisson. JADIN et
WERY (7} considérent que le miliey 199 de PAR-
XER améliore sensiblement le rendement des
cultures et compléte |'apport nutritif fourni par
la gélose au sang.

D'autres mettent en valeur ['action d'un groupe
d'acides aminés (8) (3) ou d'un oligopeptide tel
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que le glutathion (17) ; ainsi THURSTON (16)
et PESSAT (13) voient dans la glutamine, un fac-
teur augmentant la consommation d'oxygéne
chez Trypanosoma lewis) et Trypanosoma cruzi.
RYLEY {14) pense que |'asparagine et |'acide
glutamique jouent également ce réle ; ZELEDON
(21), &tudiant des cultures de Leishmania enrettii
et de Trypanosoma cruzi, ajoute d la liste précé-
dente 'acide aspartique et 'alanine. La créaiine,
la créatinine (5), la beta alanine et le glycocolle
(15). permettraient une croissance plus rapide
de Trypanesomna cruzi.

Ce besain en acides aminés est parfois inappo-
rent, c'est ainsi que pour MARMUR et ses call,
{11}, la lysine est fournie & Strigomonos oncopelti
par un endosymbicte,

Les trypancsomes utilisés dans tous ces travaux,
cultivent sur milievx artificiels, avec une relative
facilité, Tel n'est pas le cas pour Trypanosoma
evensi. On ne peut obtenir avec lui que des sur-
vies, en général assez courtes, et l'abjet du pré-
sent travail est d'étudier, dans ces conditions,
son comportement en présence de différents
acides aminés et quelques-uns de leurs dérivés.
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MATERIEL ET METHODES

Les expérimentations ont &ié effectuées en
milieux dipnasiques. La phase liquide est réoli-
sée comme suitl, ;

Sang de cheval 10 ml
Liquolde « Roche » en solution 4

1p.100 1 ml
Eau distillée 90 ml

Hémolyse & la température du labaorataire
pendant une heure :
Phosphate bipotassique 1gr
Glucose 2gr
Chlorure de Magnésium traces (10 & 20 mg)

Ajuster, si nécessaire, a pH 7,5 avec une solution
de phosphate monopatassique a 10 p. 100.

Filtration plusieurs fois sur papier.

Filtration sur Sertz.

La phase solide est de la gélose physiolagique
a2 p. 100 inclinée en tubes a essais, & laquelle
on incorpore la substance a étudier (en général
100 mg pour 100 mi de géiose).

Chaque expérimentation porte sur quatre
4 cing corps chimiques avec dix tubes pour cha-
cun d'eux et une série témoin pour I'ensemble,

Le milieu liquide est ensemencé avec du sang
de rat fortement parasité puis aprés une numé-
ration des irypanosomes, on le répartit en pre-
nant chaque fois un tube d'une série différente
et en conservanf le méme ordre,

Une fois ces opérations terminées, |'ensemble
est mis d la température de 25¢¢ pendant 20
heures,

Au bout de ce temps, on récolie séparément
la phase liquide de chaque série et on effectue
une numération des trypanosomes & I'hémati-
metre. La comparaison avec le témain, permet
d'apprécier I'action de la substance étudiée.

Un dosage systématique de |'acide pyruvigque
compléte ef contréle les résuliats.

Cefte méthode permet d'obtenir facilement
une répartiton homogéne dans les tubes ; de
plus, le corps & étudier n'est pas brutalement
mis en contact avec le trypanosome et agit d'une
fagon plus nuancée. Enfin la phase solide permet
une éhmination d'une partie des déchets pro-
venant du métabolisme glucidique.

Toute la verrerie doit &fre minutieusement
lavée. Nous avons procédé comme suit
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a) Lavage 4 l'eau additionnée de détersif,

b) Lavage d l'acide chlorhydrique & 1 p. 100
pendant 12 h.

c) Lavage d |'eau courante pendant 12 h.

d) Ringage 4 'eau distillée,

e} Séchage,

De plus fous les tubes sont bouchés a I'aide
de peti's capuchons de verre, & la place de cofon
cardé, afin d'éviter la formation accidentelle
de goudrons au cours de la stérilisation en
chaleur séche.

La souche de Trypanosoma evansi que nous
avons utihsée 4 été obtenue en 1960 & partir d'un
dne de Fart-Lamy. Elle a é# conservée depuis
par passages sur rats et cobayes.

RESULTATS ET DISCUSSIONS

Les 23 acides aminés survants ont fait |'objet
de plusieurs expérimentfations pour chacun
d’eux :

A. — Série acyclique

1) Acides monoaminés monocarboxyligues.
— Glycocolle
-— Alanine
— Valine
— Leucine
— lIsoleucine

2) Acides mono aminés dicarboxyliques.
— Acide aspartique
— Acide glutamique
3) Acides diaminés monocarboxyligues.
— Asparagine
— Créatine
— Ornithine
— Lysine
— Glutamine
— Arginine
4) Hydroxyacides aminés.
— Sérine
— Thréonine
5) Acides aminés renfermant du soufre.
— Cysteine
—- Méthionine
— Cystine
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B. — Série cyclique

1) Série aromatique.
— Tyrosine
— Phénylalanine

3) Série hétérocyclique,

— Proline
— Histidine
— Tryptaphane

Seuls les corps suivants permettent une survie
plus importante de Trypanosorna evansi @ Arginine,
sérine, cysteine, histidine, et tryptophare.

1y Arginine

De multiples expériences nous ont amené &
penser que |'arginine est favorable & Trypaneso-
ma evansi quand ce dernier provient de rafs
maintenus dans un endroit frais. Par conire ce
corps serait toxique si les animaux inoculés
souifrent de la chaleur. Ces résultats assez curieux
deivent cependant étre contrdlés de trés nom-
breuses fois avant d'&tre tenus pour définitifs.

[l semble que |'activité de I'arginine soit due
au groupement guanidique. La vérification de
ceite hypothése nous a amené aux résultats
svivants :

Pour 30.000 flagellés au millimétre cube au
temps 0, nous notions aprés 20 h a 250¢ :

— Témoin ................ 7500
— Guanidine ...
Tmg/ml oo 1700
01 mg/ml ... 8300
— Methylguanidine ..........
Tmg/ml ... 4800
01 mag/ml ..o 6600
— Glycocyamine ...... .....
Tmg/ml ... 7500
— Agmatine ...
Tmgiml ...t 1100
— Arcaine ... oo
Tmg/ml ... 70
01 mg/ml ...l 500
0.0 mgfml.............. 6400
— Arginine ...
1 mg/ml .. 13500

(I senblerait que la toxicité décroit en méme
remps que s'allonge la chaine carbonée associée
au groupement guanidique. L'arcaine, cepen-

REVUE D'ELEVAGE

| dant fait exception ; mais ce composé, gui est

une diguanidine, posséde comme la synthaline
et quelques corps de structure analogue (6) un
trés net pouvorr trypanocide in vivo. En effet,
des cobayes forfement parasités par Trypanosoma
evansi, sont rendus temporairement négatifs
en 24 h par une injection d'a peu prés 50 mg (*).

2) Sérine.

La survie obtenve avec ce corps, d la concen-
tration de 1 mg/ml, est & peu prés double de celle
observée chez le témoin. Ce résultat est amélioré
par addition de sulfite de sodium.

La sérine ne differe de l'alanine que par le
remplacement d'un hydrogéne par un oxhydryle.
L'alanine est inachve et cependant d'aprés

| WILLIAMSON et DESOWITZ (18), la plupart

des flagellés contiennent des quantités relati-
vement élevées de ce corps a I'état libre. Y a-t-1l
des rapports étroits entre ces deux acides aminés
ou bien I'alanine libre n’est-elle que le résultat
d'une transamination entre I'acide glutamique
et I'acide pyruvique ! Cette derniére hypothése
ne semble pas valable en ce qui concerne Try-
panosoma evansi mais elle expliquerait peui-étre
I'activité de |'acide glutamique signalée par
RYLEY (14) et ZELEDON (21} chez Trypanoma
lewisi et Trypanosoma cruzi. L'accroissement
de la consommation d'oxygéne serait alors en
rapport avec une transformation de ['acide
pyruvique en acide céto-glutarique moins
toxique.

L'activité de la sérine semble tenir & son oxhy-
dryle car la colamine qui en dérive par décar-
boxylation est favorable a une concentration de
0,1 mg/ml ; par contre, & 1 mg/m! elle manifeste
un nette foxicité,

3) Cystéine :

A la dose de 0,1 mg/ml, elle nous a foujours
donné des résulials remarquables. Cette activité
tient @ la présence du groupement SH dans la
molécule. En effet la cyshne, résultant de la
combinaison de deux molécules de cystemne

* |'arcaine est peu soluble dans |'eaqu; une suspen-
sion & 1 p. 100 sédimente trés rapidement dans la seringue
st il est de ce fait difficile d'injecter une dose exacternent
connue.
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reliées par un disulfure, est totalement inactive.
Par contre les acides thioglycoligue (0,1 mg/ml)
thiomalique (0.5 mg/m!) et le glutathion réduit
(0,25 mg/ml), ayant en commun le groupement
SH, influencent favorablement la survie de Trypa-
nosoma evons: comme le fait la cysteine,

Le glutathion présente un gros intérét, du fait
de son absence de foxicité, sa grande solubilité
et sa présence constante dans les hématies, @
I'état libre et sous forme oxydée ou réduite. Il
déplace facilement 'oxygéne en passant a ['état
disulfure et revient 4 sa forme initiale sous I'in-
fluence d'un réducteur. Il est donc probable qu'il
Joue un réle trés actif dans les phénoménes d'o-
xydo-réduction chez Trypanesoma evons). Nous
avans d'ailleurs constaté, en ulilisant une méthode
calguée sur celle de la recherche des hydrolases
(2} que le glutathion réduit accélére sensiblement
la consommation d'oxygéne. Von BRAND et
ses coll. (4} ont de plus abservé que la respiration
des frypancsomes des groupes evansi et bruces
est sensible aux inhibiteurs de la fonction SH.

Il est vraisemblable que I'ergothianeine, que
I'on trouve 4 I'état réduit dans le sang, inter-
vienne également dans les phénoménes respi-
rataires.

Il semble que le glutathion et I'arginine soient
anfagonistes ; en effet, dans I'expérience suivante,
pour 20.000 flagellés au temps O, nous avons
obteru aprés 20 h ;

— Témoin................. 1880
— Arginine (0,5 mg/mfy ....... 4800
—- Glutathion (0,25 mg/mly .... &400
— Glutathion + arginine...... 5400

Enfin, signalons que les composés sulfhydrylés
sent des activateurs des cathepsines, or Trypano-
soma evansi en posséde une (8) (9.

4) Histidine :

Cet acrde aminé résulte de la combinaiscn
du noyau imidazol et de 'alanine,

De nombreux essais ont réguliérement montré
gue sa présence enfrafnait une meilleure survie
de Trypanosoma evansi. Cefte activifé ne tient ni
a I'analine, ni au noyau imidazol mais & la molé-
cule entiére, En effet pour 15.000 irypanosomes
au temps O nous avons noté aprés 20 h les résul-
tats suivants .

I

o8

— Témoin ... 5800
— Imidazol (1 mg/ml) ........ 6200
— Histidine (1 mg/ml). ........ 8200

De plus I'histamine qui en dérive par décar-
boxylation est également inefficace.

L'ergothioneine et la thiolhistidine n’ont donné
aucun résultat ; cec tient probablement au fajt
que les échantillons utilisés étaient sous forme
disulfure {aucune coloration avec le nitroprus-
siate de sodium). Signalans enfin que la parasité-
mie n'est pas modifiée chez le rat par une injec-
tion sous-cutanée de 40 mg d'hishdine et qu'il
semble exister in witro un léger antagonisme
entre cette substance et celles passédant un grou-
pement SH dans leur molécule.

5) Tryptophane :

Les résultats sont comparables a ceux abtenus
avec ['histidine, cependant le noyau indole est
trés toxigue « in vitro » pour Trypanoscma evanst
aux doses de 0,1 et 0,01 mg/ml. Par contrel «in
vivo» une injecfion de 10 mg n'a pas modifié
le cours de la maladie chez le cobaye.

CONCLUSIONS

Les essais effectués dans ce travail ont porté
sur 23 acides aminés et 13 de leurs dérivés.

Un certain nombre de corps chimiques influ-
encent favorablement la survie de Trypanosoma
evansi. '

Par ordre d’importance nous avons frouvé
le glutathion, la cysteine ef en général taus les
composés passédant un groupement SH dans leur
molécule. Ces substances interviennent irés
activement dans les phénoménes d’oxydo-réduc-
tion. Puis viennent I'arginine, la sérine, la cola-
minge, |'histidine et le tryptophane pour lesquels
il n'a pas été possible de déferminer avec certi-
tude le graupement actif ni le mode d'action. Enfin
I'arcaine qui est une diguanidine posséde un
trés net pouvoir trypanocide,

Institut d’Elevage et de Médecine
vétérinaire des Pays tropicaux
Laboratoire de Farcha-Fort-Lamy
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SUMMARY

Influence of certain chemical substances on the survival « ip vitro » of
Trypanosoma evansi

1)} Amino-acids and some of their derivatives

The author has studied the behaviour, 1n vitro, of T. evansi in the presence of
23 different amino acids and 13 of their derivatives. Gluiathione, cysteine and
the compounds containing an SH group in their molecule intervene very acti-
vely In the oxidatien-reduction phenomena.

Arginine, serine, colamine, histidine and tryptophan also cause, although fo
a lesser degree, an improvement in the survival of T, evansi, On the other hand
arcaine possesses a very definite trypanocidal capacity.

RESUMEN

Influencia de algunos cuerpos quimicos en la sobrevida « in vitro » de
Trypanosoma evansi. |. Acidos aminados y algunos de sus derivados

El autor estudid el comportamiento, in vitro, de T. evansi con 23 acidos ami-
nados v 13 de sus derivados. El glutation, la cisteina y los compuestos teniendo
un grupo 5H en su molécula infervienen muy activamente en los fendmenos de
oxido-reduccion.

LLa argining, |a sering, la colamina, la 1stidina y el triptofano acarrean tam-
bién, aunque en menor grade, una mejor sobrevida de T. evansi. En cambio
la arcaina tiene un neto poder fripanccido. '
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