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N-Acétylation enzymatique de la tryptamine par des homogénats de cerveaux de Locusta migratoria avant et
aprés intoxication par le chlordimeform ou le lindane

Enzymatic N-acetylation of tryptamine by brain homogenates of Locusta migratoria before and after intoxication
by chlordimeform or lindane
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Summary. Brain homogenates of Locusta migratoria are found to possess enzyme capable of catalyzing the N-acetylation
of tryptamine. A main product of the enzymatic reaction is isolated and identified as N-acetyltryptamine by chromatogra-
phy analyse. Both insecticides, chlordimeform and lindane, inhibit enzyme activity. A direct correlation between the

degree of intoxication and acetylation of tryptamine is described.

Si de nombreuses amines biogénes: dopamine, adrénaline,
noradrénaline, octopamine et hydroxy-5-tryptamine ont été
caractérisées chez les insectes'™®, on ne connait que peu de
choses sur leur synthése et leur catabolisme. Certes, une
activité monoamineoxydase (MAO) a été trouvée dans le
tissu nerveux des blattes”® mais cette activité est trés faible,
comparée a celle des vertébrés; seuls les tubes de Malpighi
de Periplaneta americana® semblent montrer une activité
comparable a celle des vertébrés mais il faut souligner que
cela n’a jamais été retrouvé dans les autres especes de
blattes.

Par contre, une acétyl-N-transférase transformant la trypta-
mine en acétyl-N-tryptamine a pu &tre mise en évidence
dans le tissu nerveux de Drosophila'®, de méme, des sys-
témes enzymatiques acétylant les indol-alkylamines ont été
mis en évidence dans le cerveau de ’abeille A pis mellifera'!,
dans celui de la blatte P.americana' et depuis peu dans
différents tissus de Locusta migratoria'®.

En 1977'% nous mettions en évidence, par la méthode de
Wurtman et Axelrod'’, dans le cerveau de L. migratoria une
activité enzymatique comparable a celle de la MAO qui se
montrait, cependant, assez indifférente vis-a-vis d’inhibi-
teurs spécifiques de la MAO tels que la pargyline, 'ipronia-
zide ou la nialamide, ce qui impliquait 'existence d’autres
voies métaboliques. Nous avons, donc, repris ces expé-
riences afin d’analyser les produits formés et voir quelles
interférences pouvaient étre observées a la suite d'une
intoxication des criquets par le chlordimeform ou le lin-
dane.

Pour cela, nous avons incubé & pH 7,4 de la tryptamine
2%C (49,6 mCi/mM) en présence de broyats de cerveaux
prélevés sur des criquets males pris au milieu de leur Se
stade larvaire (0,25 nmoles de tryptamine 2'“C pour 10
cerveaux). Les conditions expérimentales sont les mémes
quen 1977'%) mais la solution de toluéne contenant les
métabolites formés est évaporée sous azote 4 température
ambiante et le résidu repris par I’éther, une partie aliquote
servant aux mesures de radioactivité!, le reste étant
chromatographié sur couche mince d’acide silicique
(Uniplate Anachem de 250 nm d’épaisseur; phase solvante
CH,Cl,: MeOH 100:3; migration ascendante de 15 cm) en
présence de témoins internes d’acide indole-3-acétique et
de son acétate, de tryptophol, d’indole-3-acétaldéhyde, de
méthyl-N-tryptamine et d’acétyl-N-tryptamine (obtenu par
acétylation de la tryptamine)!”. La radioactivité des pro-
duits séparés par la chromatographie sur couche mince est
mesurée en prélevant des bandes d’absorbant de 0,25 cm de
haut, le support ainsi prélevé étant mis directement dans les
fioles a scintillation.

Dans le cas ou les larves sont intoxiquées, elles regoivent
une dose de 6 pg de lindane ou de 1,2 mg de chlordime-
form (solution acétonique dans les 2 types d’essai) par
application topique dans la région mésothoracique a la

base des ptérothéques; les incubations sont effectuées 24 h
aprés lintoxication, I’état physiologique des larves étant
noté.

Dans un premier temps, pensant que la faible transforma-
tion de la tryptamine pouvait étre due 4 un temps d’incuba-
tion trop court, nous avons testé plusieurs durées - 20, 40 et
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Fig. 1. Activité enzymatique* d’homogénats de cerveaux de Locusta
migratoria (larves L5) en fonction du temps (min). *L’activité
correspond & la radioactivité moyenne (5-6 mesures) retrouvée
dans Pacétyl-N-tryptamine apres incubation de, 10 cerveaux en
présence de 0,25 nmoles de tryptamine 2M14C. %Ecart-type ala
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Fig.2. Chromatographie sur couche mince d’acide silicique des
produits de transformation de la tryptamine obtenus par incubation
d’homogénats de cerveaux de Locusta migratoria (larves L5) en
présence de tryptamine 2!4C avant et aprés intoxication par le
lindane. — —— Larves L5 non-traitées; —— larves L5 traitées par le
lindane; d: départ; f: front. Chromatographie avec témoins inter-
nes de dérivés de la tryptamine: A: acide indolacétique; B: acetyl-
N-tryptamine; C: indol-3-éthanol; D: indol-3-acétaldéhyde; E:
ester méthylique de I’acide indolacétique.
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60 min. Les radioactivités retrouvées dans les blancs en
faisant des incubations en présence de broyats de cerveaux
préalablement chauffés & 100 °C restent négligeables quel
que soit le temps d’incubation; en effet, elles sont respec-
tivement de 56, 62 et 70 dpm en moyenne. La figure 1
montre une augmentation trés nette du rendement entre 20
et 40 min alors qu’elle est négligeable entre 40 et 60 min.
Ceci est 4 rapprocher de ce qui a été obtenu au cours
d’incubation de tryptamine avec des broyats de téte chez
P. americana'? o, dés la 40e min, on observe une baisse tres
nette du rendement. Il ne fait aucun doute que 'obtention
aussi rapide d’'un équilibre entre la tryptamine et ses
dérivés est due a ce qu'aucun cofacteur n’a été rajouté au
milieu d’incubation et au fait que trés rapidement le milieu
s’appauvrit en précurseurs intervenant dans les transforma-
tions observées.

Comme le montre la figure no 2, aucun composé oxydé de
la tryptamine (acide-indole-3-acétique, indole-3-acétaldé-
hyde) n’a pu étre mis en évidence dans le milien d’incuba-
tion et ceci que ce soit aprés une durée de 20, 40 ou 60 min.
Dans tous les cas, nous obtenons un produit majoritaire
(90% de la radioactivité retrouvée) qui a été identifié¢ a
Pacétyl-N-tryptamine. Les 10% de la radioactivité rési-
duelle sont du méme ordre de grandeur que la radioactivité
obtenue quand nous inactivons I’enzyme des broyats de
cerveaux en les portant & ébullition. 11 s’agit de composés
mineurs formés vraisemblablement par voie chimique et
non enzymatique.

Ainsi, nous pouvons admettre que le catabolisme de la
tryptamine dans le cerveau de L.migratoria suit une voie
acétylante comme chez A.mellifera' ou P.americana'? op-
posant ainsi les insectes aux vertébrés. La signification
biologique (inactivation de substances physiologiquement
actives?) est difficile & cerner dans I’état actuel des recher-
ches car il semble que les insectes soient capables d’acétyler
de nombreuses amines: dopamine en acétyl-N-dopamine,
tyramine en acétyl-N-tyramine chez P.americana'®; dopa-
mine en acétyl-N-dopamine, octopamine en acétyl-N-octo-
pamine, hydroxy-5-tryptamine en acétyl-N-hydroxy-S-tryp-
tamine chez L.migratoria'>. Nous n’avons pas pu mettre en
évidence d’activité MAO dans les cerveaux de L.migrato-
ria; ceci est en accord avec ce qui a été trouvé pour les
insectes étudiés récemment' 13 la mise en évidence d’acti-
vité MAO chez les insectes”'®1*-2 gtant due au manque de
spécificité des méthodes utilisées. Néanmoins, il semble
que les tubes de Malpighi soient capables d’oxyder la
tryptamine en acide indole-3-acétique”, ce qui pourrait
indiquer que l'activité des MAO chez les insectes serait liée
a ’excrétion des amines biogénes sous forme oxydée.

La figure 2 fait ressortir que I'intoxication au lindane (ou
au chlordimeform) des criquets se traduit par une baisse de
Paptitude que présentent leurs cerveaux A transformer la
tryptamine en acétyl-N-tryptamine; par contre, on n’obser-
ve pas de déviation du métabolisme. 24 h apres les applica-
tions topiques de lindane ou de chlordimeform, les criquets
ne se trouvent pas tous au méme degré d’intoxication
(pénétration des produits plus ou moins grande, sensibilité
des individus pouvant étre différente); pour cela, nous
avons réuni les criquets en 3 groupes correspondant chacun
a un degré d’intoxication différent: le ler groupe corres-
pond a des animaux qui, 24 h aprés ’application topique de
lindane ou de chlordimeform présentent une motricité peu
ou pas perturbée, le 2e correspond a des insectes atteints
d’une profonde ataxie locomotrice ou partiellement paraly-
sés mais présentant encore une activité spontanée, le 3e
groupe correspond a des individus paralysés au stade
psérique.

Le tableau 1 fait ressortir qu’il y a une corrélation directe
entre le degré d’intoxication et I'inhibition de Pacétylation
de la tryptamine.

Experientia 35 (1979), Birkhiduser Verlag, Basel (Schweiz)

Tableau 1. Evolution de lacétylation de la tryptamine par des
broyats de cerveaux de Locusta migratoria en fonction de
Pintoxication de ces derniers, par 6 pug de lindane

Activité moyenne par cerveau®

Témoins 2400 dpm
Animaux du ler groupe** 2451 dpm
Animaux du 2e groupe 1761 dpm
Animaux du 3e groupe 789 dpm

* Lactivité correspond 3 la radioactivité moyenne (5-6 mesures)
retrouvée dans Pacétyl-N-tryptamine aprés incubation de 10
cerveaux en présence de 0,25 nmoles de tryptamine 214C pendant
40 min. ** Voir le texte pour la définition des groupes.

Tableau 2. Comparaison de Iinfluence d’une intoxication au
lindane et au chlordimeform sur la N-acétylation de la tryptamine

Activité moyenne* Etat physiologique
par cerveau

2500 dpm

Témoins
Intoxication par chlor-

dimeform (1,2 mg/insecte) 1590 dpm Yo paralysés
Intoxication par lindane
(6 pg/insecte) 744 dpm %0 paralysés

* Cf. tableau 1.

Cette corrélation directe entre le degré d’intoxication et
lacétylation de la tryptamine se retrouve quand on com-
pare l'action du chlordimeform a celle du lindane (tableau
2). Ce dernier trés actif antraine une diminution d’environ
70% de lactivité de la N-acétylase alors que le premier
n’entraine qu’une diminution de 36%. Cette différence se
retrouve également si on observe I’état physiologique
des criquets 24 h aprés leur intoxication: Paction du
lindane se traduit par le fait que %, des insectes sont en état
psérique alors que celie du chlordimeform se traduit par la
présence de Y, des individus paralysés.

Les 2 insecticides étudiés agissent sur le métabolisme de la
tryptamine et il y a une corrélation directe entre le degré
d’intoxication et la transformation en acétyl-N-tryptamine.
Dans I’état actuel des recherches, il est difficile de dire
quelle est la valeur spécifique de ce qui est observé.
L’enzyme qui catalyse la N-acétylation doit jouer un role
important dans le métabolisme des amines biogénes. Ce-
pendant, on ne connait pas la fonction physiologique de
l’enzyme et on ne connait pas la spécificité de l'action du
lindane et du chlordimeform. Dans ce dernier cas, on a
suggéré que cet insecticide agissait chez les vertébrés en
inhibant la MAO et chez les insectes en inhibant les N-
acétylases?>-%,

Toutefois, plus récemment, ’étude des constantes d’inhibi-
tion de plusieurs formamidines, phénylurées et carbamates,
déterminées pour la MAO du foie de rat tend & montrer
que, méme chez les vertébrés, I'inhibition de la MAO ne
serait pas le facteur essentiel dans I’empoisonnement par le
chlordimeform. En effet, ces inhibitions se sont avérées
réversibles et, en outre, aucune corrélation n’a été trouvée
entre Pefficacité de ces inhibiteurs et leur toxicité intrinseé-
que pour le rat?,

En conclusion, des investigations supplémentaires s’avérent
également nécessaires chez les insectes pour déterminer,
dans quelle mesure, les effets d’inhibitions que nous avons
observés sont spécifiques des N-acétyltransférases ou si
d’autres systémes enzymatiques sont affectés par le chlordi-
meform et le lindane. Une étude comparée des constantes
d’inhibition des divers isoméres du lindane dont le pouvoir
insecticide est trés variable d’un composé 4 ’autre, permet-
trait aussi de préciser le degré de corrélation entre les effets
toxiques et celui de inhibition des N-acétyltransférases.
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The interaction of warfarin with antacid constituents in the gut
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Summary. A study was made of the effect of 4 constituents of antacid preparations on the absorption of the coumarin
derivate warfarin sodium using an in vitro experimental model. The constituents tested were activated dimethicone
(a silicone) magnesium trisilicate, bismuth carbonate and the adsorbant, kaolin. Slight decreased intestinal absorption was
shown by magnesium trisilicate {19%) and bismuth carbonate (7%), the other 2 components showing no effects.

Drug interactions between apparently inert substances and
certain groups of drugs giving rise to decreased drug
absorption have been well documented'. The best known
interactions of this type are the tetracycline interaction with
divalent and trivalent metal ions®>? and digoxin’s interac-
tion with antacid constituents®>. It has been suggested that
antacids may also effect the absorption of the anticoagulant
warfarin from the gastro-intestinal tract®. Studies in human
volunteers have since shown no change in the intestinal
absorption of warfarin when administered together with
both magnesium and aluminium hydroxides”®. A report by
Tolbot and Meade®, however, suggested that the decreased
absorption of warfarin seen in several patients could be
attributed to dimethicone, a constituent in certain cooking
oils.

Activated dimethicone is increasingly being used as a
constituent in antacid preparations and it was, therefore,
important to determine if, and to what extent, an interac-
tion between warfarin and activated dimethicone may
occur. The present study also examined the effects of
magnesium trisilicate, bismuth carbonate and kaolin on the
absorption of warfarin using an in vitro model.

Materials and methods. The study employed an in vitro
model of drug interaction in the gut which has already been
used in evaluating the tetracycline/metal ion!® and the
digoxin/antacid’! interactions, the results reflecting clinical
findings. The technique involved the collection of warfarin
absorbed across control and test everted rat intestinal
segments by infusion of buffer through the segments.
During each experimental run consecutive segments from
the sumc rat were used as the control and test. The
segmoenis were bathed in a buffer solution (pH 7.4); the
control chamber contained warfarin sodium (20 mg in
120 1nl) while the test segment buffer contained the same
amount of warfarin plus a clinically equivalent dose of

antacid constituent (table). Infused samples (10 ml) were
collected each 10 min for 100 min; the samples were
assafyed for warfarin content using a fluorimetric techni-
que'?. Each antacid constituent was tested in triplicate and
the averaged cumulative absorption values of warfarin in
the presence of the antacid constituents were then com-
pared with control absorption values found for warfarin
alone (taken as 100%).

Results. The results show that there were small percentage
decreases in the cumulative absorption of warfarin when in
the presence of magnesium trisilicate (19%) and bismuth
carbonate (7%). No such decreases were seen in the cases of
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Cumulative absorption profiles of warfarin sodium alone and while
in combination with magnesium trisilicate across everted rat intes-
tine. Each point is the average of 3 individual determinations in
segments from individual rats. In both cases, as is nornal with the
technique, a lag period is followed by a period of linear absorption.
@®——@ warfarin sodium alone (control); A—A warfarin sodium
+ magnesium trisilicate (test).



