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Les plantes jouent un rôle important dans la vie de l'être humain. Elles

interviennent aussi bien au niveau médical comme support important pour la

médecine moderne, qu'au niveau alimentaire. Les différentes molécules de

synthèse sont souvent sorties des principes actifs de nombreux végétaux

(DANIEL,1983)(41) tels la morphine, la strychmine, la quinine, la digitaline

etc... (FOUCHÉ et al, 2001)(61).

Dans le Tiers monde en général et en Afrique en particulier, les plantes

médicinales connaissent un regain d'intérêt. Toutes les couches de la

population quel que soit leur niveau de vie, se tournent vers la médecine

traditionnelle ou associent les deux médecines afin d'avoir une solution à

leur maux. Face à l'impuissance de la médecine moderne, les hommes ont

recours à la tradithérapie dont les recettes ont permis de les soulager de

certaines maladies. De nombreuses espèces de plantes dont 50 000 en

Afrique (ADJANOHOUN, 1990)(4) et 1 421 en Côte d'Ivoire (AKÉ-ASSI,

1991i7) sont prescrites en recettes médicamenteuses pour le traitement de

plusieurs affections Les nombreux problèmes socio-économiques que

connaissent les populations africaines et les coût élevés des médicaments

pharmaceutiques ont amené certains gouvernements africains à mettre en

place des programmes nationaux de recherche tendant à valoriser la

pharmacopée africaine afin de mettre en place des médicaments semi-finis

dont le coût sera à la portée des bourses des populations. C'est ainsi qu'en

Côte d'Ivoire, a été mis en place le programme « Substances Naturelles à

usages thérapeutiques et cosmétiques de Côte d'Ivoire» en 1973. A cet effet,

des études pharmacologiques et pharmacodynamiques ont permis d'isoler et

de séparer les principes actifs de certaines plantes à pouvoir thérapeutique du

patrimoine forestier ivoirien, mais aussi des plantes d'origines diverses.

C'est ainsi que nous nous sommes intéressés à l'étude d'un champignon

d'origine asiatique (MAÏ-BAO ou Kombucha) dans notre laboratoire.

Malgré les nombreuses vertus attribuées au MAÏ-BAO ou Kombucha dont la
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régulation de la flore intestinale, la fortification des cellules, le traitement du

cancer (GÜNTHER, 1996)(80), de l'hypertension artérielle, du diabète, de

l'artériosclérose, de la tuberculose et de l'arthrite (KRAFT, 1959)(104), peu

de recherches ont été menées (GREEWALT et al, 1998)(75). Cependant,

l'activité antimicrobien du champignon a été étudiée par plusieurs auteurs

dont STEINKRAUS et al (1996)(167) et GUTTAPADU et al (2000)(81) ainsi

que sa constitution microbiologique et sa composition chimique

(GREEWALT et al, 2000; DUFRESNE et FARNWORTH, 2000)(74,50).

Par ailleurs, les recherches sur la pharmacodynamie cardiovasculaire de

MAÏ-BAO ou Kombucha restent encore mal connues malgré le pouvoir

thérapeutique sur les maladies cardiovasculaires que lui accorde la médecine

traditionnelle. La plus fréquente des maladies cardiovasculaires est

l'hypertension artérielle qui touche 15 à 20% de la population sous les

Tropiques (COLLARD, 1998)(38) en général et 14% en Côte d'Ivoire selon

BERTRAND (1981i20). La consommation de la boisson (MAÏ-BAO) en

thérapie par de nombreuses personnes hypertendues nous a amené à étudier

les effets de MAÏ-BAO sur le système cardiovasculaire, afin d'établir les

bases scientifiques des vertus cardiovasculaires de MAÏ-BAO et ses fractions

et de déterminer leurs mécanismes d'action biochimique. A cet effet, Notre

travail consistera

1- à étudier la toxicité de ces produits afin de déterminer les DMT et les

DLsü,

2- à étudier l'action de MAÏ-BAO sur le système cardiovasculaire en

comparaison avec quelques substances pharmacologiques de

référence,

3- à fractionner M-B selon ses effets cardiovasculaires et à voir l'action

cardiovasculaire de chacune des fractions. Cela nous permettra de

sélectionner les fractions à effets significatifs sur le cœur afin de

réaliser des études de comparaison avec quelques substances
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pharmacologiques de référence sur le système cardiovasculaire. Cette

méthode a pour but de mieux appréhender les mécanismes d'action

des substances contenues dans MAÏ-BAü et ses fractions

cardioactives,

4- à déterminer de façon effective, les mécanismes biochimiques de

l'action cardiovasculaire de M-B et celle de ses fractions.
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A- Généralités sur MAÏ-BAO

Les différentes vertus thérapeutiques attribuées au MAÏ-BAü (M-B)

encore appelé Komboucha (Kb) sont très nombreuses. Nous pouvons citer la

réduction de la pression artérielle sanguine, la guérison du rhumatisme,

l'amélioration de la vue, la réduction de l'obésité, la régulation de l'appétit,

la protection contre le diabète, la stimulation du système glandulaire et

l'amplification du métabolisme général (ALLEN, 1998)(10). En plus, AHUA

(l996i5) a montré que MAÏ-BAü inhibe certains germes responsables de la

diarrhée dont E. coli.

En effet, après la seconde guerre mondiale, de nombreuses recherches

ont été menées en Russie. Ces recherches ont permis de constater que les

populations qui consommaient la Kb étaient exemptes de cancer et avaient

leur système immunitaire renforcé (ALLEN, 1998)(10). C'est ainsi que la

boisson Kb a été propagée en Europe et partout dans le monde après la

deuxième guerre mondiale (GREENWALT et al, 2000)(74). Il convient de

rappeler que le Kb ou M-B a été découvert au Japon et en Chine puis

propagé partout en Europe via l'Allemagne et le Portugal depuis des siècles

(HOLLMAN et al, 1996)(92). Cependant, certains auteurs tels que KRAFT

(1959)(104) parlent de l'origine mal connue du Champignon qui pourrait

provenir de la Chine, du Pérou, du Brésil ou de l'Espagne. A cette boisson,

sont attribués plusieurs noms dont «Champignon-miracle», Champignon de

la Charité » ou « Champignon de longue vie» (KRAFT, 1959i104) ou

«Divine Che» ou «Tea Krass» (DUFRESNE et FARNWORTH, 1999)(50).

Tous ces différents noms attribués au MAÏ-BAü, sont dus aux

différents effets thérapeutiques que les auteurs lui accordent. Ces différentes

vertus thérapeutiques feraient de M-B ou Komboucha, la boisson la plus
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consommée dans le monde après l'eau (YANG et WANG, 1993)(185) Cette

boisson est préparée par fermentation du thé dont le sucrage se fait à 100 g/l

à 25°C (GREENWALT et al, 1998; CHEN et LIU, 2000i75, 36) à 50 g/l

(DUFRESNE et FARNWORTH, 2000)(50) ou à 0,7% à 23-24°C

(BILJANA et al, 2000)(23) ou à 50-150 g/l à température ambiante

(GREENWALT et al, 2000)(74).

Le champignon encore appelé Champignon Thé-trésor est un

assemblage de levures et de bactéries acétiques (KRAFT, 1959; REISS,

1994; MAYSER et al, 1995 ; LIU et al, 1996; BALENTINE, 1997;

DUFRESNE et FARNWORTH, 1999)(104,150,122, Hl, 15,50) dans un amas de

film gélatineux (ABADIE, 1962)(1). Selon certains auteurs dont ROUSSIN

(1996)(155); BLANC (1996i24
) et YUKERVICH et KUTYSHENKO,

(1998)(186), de la fermentation du substrat qu'est le sucrose, découlent

plusieurs produits finals parmi lesquels on peut citer l'éthanol, l'acide

lactique, l'acide acétique, la vitamine B etc ....Chacun de ces produits ayant

une action thérapeutique bien définie dans l'organisme. Cependant, tout

produit médicamenteux étant susceptible d'effet secondaire, l'on pourrait

penser que M-B ou Kb, après consommation entraînerait des effets

secondaires nocifs, voire toxiques. Car, à des concentrations très élevées, les

médicaments peuvent être toxiques sur les fonctions de l'organisme. Il

convient de souligner que M-B est issu de la fermentation du thé. De la

famille des Theaceae, le thé provient de deux variétés dont Came/lia sinensis

var. sinensis. et Camellia sinensis var assamica (HARA et al, 1995a)(85).

Ces différentes variétés contiennent des éléments chimiques tels que la

théamine, la caféine, la théophylline, la théaflavine (HARA et al, 1995c)(86)

et les flavonoïdes qui contribuent au goût amer et donne un arrière goût sucré

à la boisson du thé (HARA et al, 1995e)(88). En plus des macro
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éléments, le thé contient des vitamines E, K, A et un peu de vitamines B et C

ainsi que du magnésium, du potassium et du fluor (HARA et al, 1995di87
).

B- Généralités sur le système cardiovasculaire

Constitué du cœur et des différents Vaisseaux, le système

cardiovasculaire serait l'élément moteur de l'organisme. Il distribue dans le

sang, les différents éléments dont les autres organes ont besoin.

1- Le cœur

contractions régulières du muscle cardiaque assurent la circulation du

sang dans l'organisme. Les différentes contractions sont engendrées et se

propagent grâce au tissu nodal. Ce tissu comprend le nœud sinusal qui

commande la fréquence cardiaque et qui est situé dans l'oreillette droite. Le

nœud auriculo-ventriculaire est placé dans la jonction de l'oreillette et du

ventricule. Ce nœud est prolongé dans le ventricule par le faisceau de His et

ses ramifications permettant le passage de l'influx vers le ventricule.

Le cœur en se contractant, propulse le sang dans les vaisseaux en vue

d'irriguer les différents organes.

2- Les vaisseaux sanguins

Ils sont chargés de conduire l'oxygène et les nutriments aux organes

par l'intermédiaire du sang. Ils bénéficient d'un degré d'élasticité qui leur

permet de diminuer ou d'augmenter de calibre en fonction du flux sanguin

propagé par le cœur. La pression artérielle (PA) étant tributaire du travail du

cœur et des vaisseaux (GUYTON, 1976)(82) il en résulte que la variation de

la pression artérielle entraîne une hypotension ou hypertension.
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3- La pression artérielle (p.a)

La PA est la pression que le sang exerce sur la paroi des artères qui, en

retour oppose une résistance à l'écoulement du sang. En effet, selon la

relation de GREEN,

PA =débit du sang x résistance vasculaire

La résistance vasculaire est l'ensemble des forces qui s'opposent au débit

sanguin dans les vaisseaux. Quant au débit, il correspond au rapport entre la

chute de la pression (~P) dans le système et la résistance opposée à

l'avancement du sang (Loi de POISSEUILLE).

Q = débit du sang

1t • ~P . r 4 ~P = différence de pression

Q=

8.L.T]

r = rayon de l'artère

L = longueur du vaisseau

T] = viscosité du sang

Une défaillance du cœur et des vaisseaux, conduit inéluctablement à des

pathologies cardiovasculaires. Ces maladies sont susceptibles d'être soignées

soit par des cardiotoniques dans le cas d'une insuffisance cardiaque et de

certains troubles du rythme; soit par des inhibiteurs calciques dans le cas de

certaines arythmies, de l'insuffisance coronarienne et de l'hypertension

artérielle.

Le niveau de la p.a est lié au maintien de deux fonctions importantes

du système cardiovasculaire, le débit cardiaque et la pression capillaire qui,

tous deux, fixent les échanges avec les tissus (SAFAR et al, 1983)(157). En
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somme, le cœur et les vaisseaux participent à la variation de la pression

artérielle à travers les mouvements du calcium. Le calcium étant en partie

responsable de la variation de l'activité cardiovasculaire à travers les canaux

calciques.

4- Les canaux calciques

Les canaux calciques régulent l'entrée du calcium dans de nombreux

types cellulaires. Ils contribuent à la transmission des messages biologiques

tels que le couplage excitation-contraction ou contraction-sécrétion.

La diversité fonctionnelle des canaux calciques est apparue à la suite de

nombreuses études. Ainsi, la classification des canaux est basée sur:

- les études électrophysiologiques permettant de voir les propriétés

fonctionnelles des canaux calciques;

- les études pharmacologiques permettant de distinguer le sensibilité des

canaux aux différents composés;

- la localisation tissulaire.

Il résulte de toutes ces études, l'existence de quatre (4) types de

canaux calciques (L, N, P et T) dont le plus abondant sur le muscle

squelettique est le type L (KAPLAN et LIEBERMAN, 1978; MERSSON

et al, 1983; CHOBANIAN, 1984)(99,126,37). Le type L est un canal calcique

voltage dépendant de haute activité. Il est sensible à la dihydropyridine et est

localisé dans les tissus excitables et non excitables (MEYER et al, 1983;

PEDERSON, 1983; MERSSON et al, 1983)(124,144,126).

La purification de ce type de canal a conduit à déterminer sa nature

glycoprotéique constituée de cinq (5) sous unités selon SAFAR et

ROLAND, (1981)(156) que sont:

- al: transmembranaire et portant un site de phosphorylation;
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- a2 : transmembranaire et portant un site de glycosylation;

- p:cytosolique et portant un site de phosphorylation;

- y : transmembranaire et portant un site de glycosylation;

- 8 : extracellulaire et portant un site de glycosylation;

Il a été montré par des radio-ligands spécifiques, que trois types

d'antagonistes des canaux calciques à savoir les Benzothiazépines (BZT), les

Dihydropyridines (DHP) et les phénylalkylamines (PAA), ont leur sites de

fixation situés sur la sous unités al du canal de type L. Cependant, l'affinité

des DHP est supérieure à celle des PAA et des BZT. Par conséquent, le

calcium induit une augmentation de la liaison des DHP, alors qu'il diminue

celle des BZT et des PAA avec le site. Car, la partie de la séquence qui

correspond à la liaison des DHP contient un domaine de liaison du calcium

(SPEDDING, 1985)(164).

En définitive, quel que soit l'état conformationnel auquel un

antagoniste calcique est lié, la conséquence sera toujours le blocage du canal.

Cependant, le fait que la liaison s'effectue de façon préférentielle, c' est-à­

dire avec une meilleure affinité sur un état conformationnel particulier, a des

implications thérapeutiques. Ainsi, les DHP se lient avec une meilleure

affinité à l'état inactivé des canaux calciques. Ce qui leur confère une

sélectivité vasculaire. Les DHP sont pour cela des vasodilatateurs efficaces

contre certaines pathologies comme l'hypertension artérielle. Par contre les

antagonistes de type PAA ont une plus grande affinité pour l'état ouvert du

canal calcique. Par conséquent, ils se lient d'autant plus efficacement que les

canaux fonctionnent. Ce qui les rend particulièrement efficaces au niveau des

structures ayant une activité rythmique. C'est pourquoi les PAA sont plus

efficaces dans la réduction de la contractilité et le rythme des structures à

activité spontanée. (SINGH et VAUGHAN-WILLIAMS, 1972)(162).
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Les trois grands groupes d'antagonistes du calcium représentent des

médicaments très importants dans le traitement des maladies

cardiovasculaires.

c- Maladies cardiovasculaires

les maladies cardiovasculaires telle que l'hypertension artérielle

représentent un problème de santé publique majeur. Car, elles touchent près

de 15% des populations adultes des pays industrialisés (WAEBER et al,

1989)(175). Au cours de ces dernières années, des efforts considérables ont été

menés pour la mise en place de nouvelles molécules susceptibles de remédier

à ces maux. Les médicaments découverts à cet effet sont des cardiotoniques

(les glycosides cardiaques et les parasympathomimétiques) et des

cardioinhibiteurs (les sympathomimétiques et les inhibiteurs des canaux

calciques).

D- Médicaments des maladies cardiovasculaires

1- Inhibiteurs calciques

Les inhibiteurs calciques sont des substances susceptibles de bloquer

le passage du calcium au travers des canaux situés dans la membrane

plasmique d'une variété de cellules excitables telles que les cellules du

myocarde et du muscle vasculaire.

Les inhibiteurs des canaux calciques ont des actions différentes sur le

système cardiovasculaire dans la durée et dans les tissus (DEFEUDIS, 1985;

SPEDDING, 1985)(46,164). Les antagonistes du calcium, en inhibant l'influx
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calcique, entraînent une inotropie négative du myocarde et une dilatation

périphérique des vaisseaux sanguins (SCHWINGER et al, 1990iI60). Selon

SINGH et VAUGHAN-WILLIAMS, (1972)(162); GLOSSMANN et al,

(1982)(70); FLECKENSTEIN, (1983i60); MURPHY et al, (1983i133);

SPEDDING (1985)(164), ces substances sont classées en trois groupes:

- les dihydropyridines conduits l'Isradipine,

- les Benzothiazépine conduits par le Diltiazem,

- les Phénylalkylamines conduits le Vérapamil.

Aussi, chaque inhibiteur calcique a sa structure chimique qUI lui est

propre (MEYER et al, 1983)(124).

Des études récentes ont montré sur l'artère humorale que la

dihydralazine diminue le diamètre de l'artère, alors que le diltiazem

l'augmente (SAFAR et al, 1983iI 57
). C'est ainsi que la nifédipine est

utilisée dans le traitement des hypertensions sévères qui résistent aux

traitements habituels (KAPLAN et LIEBERMAN, 1978; FRISHMAN

et al, 1984; WERNER, 1984)(99, 64, 181).Quant aux autres anticalciques,

tels que le diltiazem, la nicardipine et la nitrendipine, ils permettent la

normalisation de la pression artérielle (GOULD et al, 1982)(73).

L'utilisation des antagonistes calciques comme médicaments est plus

efficace quand les sujets sont âgés. Cela serait dû au fait que la réponse

baro-réflexe est atténuée au delà de 50 ans (BUHLER et al, 1982;

CHOBANIAN, 1984)(29,37). Cependant, il faut noter que les antagonistes

des canaux calciques conduisent à un effet inotrope négatif. Mais cet effet

inotrope négatif en principe nuisible peut produire une modération dans le

fonctionnement du cœur défaillant (BODO et al, 1997i26
). A ces

antagonistes calciques, il faut ajouter l'acétylcholine qui exerce les

mêmes effets cardiaques basés sur deux mécanismes d'action
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biochimiques comme l'indique la figure 1 (NIEDERGERKE et PAGE,

1977; REUTER et SCHOLZ, 1977; ROSS et al, 1977; BIEGON et

PAPPAN0, 1980 )(139, 152, 154, 22) • De cette figure, il ressort que l' ACh se

fixe sur les récepteurs muscariniques et inhibe l'adénylcyclase

- de façon indirecte via l'interaction entre les récepteurs

~-adrénergiqueset l' adénylcyclase. Cette interaction est régulée par

une protéine G,

- de façon directe de l'adénylcyclase régulée par une protéine G.

Ces deux mécanismes concourent à la fermeture des canaux

calciques entraînant ainsi une cardioinhibition.

2- Cardiotoniques

Les hétérosides cardiotoniques encore appelés digitaliques, sont ainsi

dénommés parce qu'ils augmentent l'efficacité des contractions

cardiaques (inotropie positive). Ils sont exclusivement d'origine végétale

et sont extraits de la digitale pourpre.

Les hétérosides cardiotoniques sont constitués d'une partie osidique (non

indispensable à l'activité cardiaque) et d'une partie aglycone stéroïdique ou

génine. C'est cette partie stéroïdique qui est le support de l'activité

cardiotonique par action sur l'insuffisance cardiaque et de certains types

d'arythmies. Les glycosides cardiotoniques ont tous les mêmes

propriétés pharmacologiques. Ils augmentent le débit cardiaque chez

l'insuffisant cardiaque, mais ne le diminue pas ou le diminue légèrement

chez le sujet normal malgré l'existence de l'effet inotrope positif

(MASON et al, 1969; GOODMAN et al, 1975)(120, 72). En effet,

HOUPPE et al, (1983i93
) ont confirmé ces résultats avec la ouabaïne

chez l'insuffisant cardiaque. Alors que REIFFEL et al, (1979i I 49
)

montrèrent une diminution chez les patients aux cœurs sains. Les effets

cardiovasculaires de ces glycosides cardiaques sont tributaires d'un
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mécanisme d'action biochimique qui passe par l'inhibition de l'ATPase Na+­

K+. Cette inhibition réduit le flux entrant potassique et le flux sortant sodique

tout en augmentant le calcium cytosolique par des voies d'échange Na+-Ca++

(Fig 2). De cette figure, il ressort que l'inhibition de l'ATPase Na+-K+ par les

digitaliques, induit une augmentation de la concentration sodique

intracellulaire Il s'en suit un déc1anchement du système d'échange Na+­

Ca++. Ce qui entraîne une augmentation de la quantité cytosolique du Ca++

dont une partie est captée par le réticulum sarcoplasmique dont la fonction

est de maintenir constante la concentration calcique cytosolique. La

surcharge calcique du réticulum sarcoplasmique entraîne une libération

importante du calcium lors du potentiel d'action. Ce qui participe d'une

augmentation de la contractilité des myofibrilles (HAÏAT et al, 1995)(83).
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A- MATÉRIEL BIOLOGIQUE

1- Matériel animal

Les animaux utilisés pour la réalisation de nos travaux sont des lapins

et des rats. Ces animaux proviennent du Laboratoire de l'animalerie de

Physiologie Animale de l'UFR Biosciences de l'Université de Cocody. Ce

sont des lapins de l'espèce Orictolagus cumiculus pesant en moyenne deux

(2) kg et des rats de souche Wistar pesant en moyenne 250g. Lorsque les

lapins sont achetés dans des fermes en ville, ils sont acclimatés pendant plus

de cinq (5) jours à l'animalerie avant toute utilisation éventuelle.

2- Matériel végétal

Le matériel utilisé est le Champignon Thé-trésor. C'est une plante

d'origine asiatique se présentant sous la forme d'un amas gélatineux abritant

levures et bactéries acétiques. Ce champignon fermente le thé sucré pour

donner le MAÏ-BAÜ ou Komboucha (Fig 3) que nous allons utiliser dans nos

différentes expérimentations.
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Fig 3: Photo présentant le Champignon Thé-Trésor flottant sur le
MAÏ-BAO.

(Le ferm ent appelé mycélium, a été généré à partir d'une
suspension cellulaire pour recouvrir la totalité de l'interface air
liquide. L' épaisseur observée a été obtenue au bout de 15 jours
d'incubation à 28°c.)
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B- MÉTHODE DE PRÉPARATION DE MAÏ-BAO ET

MÉTHODES PHYSIOLOGIQUES ET

PHARMACOLOGIQUES

1- Préparation et fractionnement de MAÏ-BAO

a- Préparation de MAÏ-BAO

a.L- Préparation

MAÏ-BAü ou Kb est la boisson issue de la fermentation du thé vert

sucré par le Champignon Thé-trésor. La méthode de préparation de M-B

selon FEINSO et WONG, (1980)(58) ; SAI-RAM et al, (2000)(158) et CHEN

et LIU, 2000(36) se fait par introduction du champignon dans un récipient

contenant une solution du thé jaune (thé Lipton). Cette solution est sucrée
.. (80)

avec du saccharose à 90 g/l soit 9%, car selon GUNTHER, 1996 ,le taux

de sucre recommandé varie de 70 à 100g/1 de thé. Le taux de sucre est

mesuré avec un réfractomètre à main de type RAM et de marque Sopelem

(0-50%). Le récipient contenant le thé et le champignon est recouvert d'un

tissu propre permettant la circulation de l'air. L'ensemble est ensuite placé à

la température de 28°C. Après deux (2) à quatre (4) jours, le thé commence à

fermenter. Son goût devient semblable à celui de la citronnelle. Deux (2)

semaines après incubation, le thé devient aromatisé, acidulé et

rafraîchissant: c'est le MAÏ-BAü (Fig 3).



22

a.2- Détermination de l'acidité.

Dans le cadre de nos études, le thé devient consommable au bout de

deux (2) semaines. Ainsi donc, le thé est prélevé et son acidité est mesurée

par dosage acido-basique, En effet, nous neutralisons les acides monovalents

présents dans MAÏ-BAO avec une base monovalente qui est la soude (NaOH

0,1 N). Ce qui nous permet de déterminer l'acidité de M-B. Généralement,

après deux (2) semaines la boisson est consommable et l'acidité est comprise

entre 110 mEq.g/l et 140 mEq.g/1 . C'est à cette acidité que M-B est filtré,

stocké, lyophilisé puis fractionné.

a.3- Lyophilisation et fractionnement de MAÏ-BAO

a.3.1- Lyophilisation de MAÏ-BAO

La boisson prélevée est repartie par volume de 2S0 ml et congelée

dans des ballons de SOO ml préalablement pesés. Ces ballons sont ensuite

portés au lyophilisateur. Au bout de 24 heures, on obtient un produit

condensé sous forme de poudre jaune hydrophile dans les ballons. Nous

grattons et pesons très rapidement cette poudre que nous conservons sous

forme de solution en y ajoutant un volume connu d'eau distillée.

a.3.2- Fractionnement de l'extrait

Les dépôts sont réalisés avec des solutions de MAÏ-BAO à 1000

mg/ml. On dépose sur gel sephadex G-SO, un volume de MAÏ-BAO égal à

l/Sè du volume du gel dans la colonne. Ces solutions de M-B sont éluées à

travers une colonne de Gel sephadex G-SO de 3,S cm de diamètre sur 30 cm

de longueur. Le débit moyen de la chromatographie est une goutte toutes les

trois secondes (1 goutte/3s); soit O,OS ml toutes les trois secondes. Cette
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chromatographie sur gel à basse pression nous a permis de recueillir quatre

(4) fractions (F,; F2; F3 et F4) de 150 ml de volume chacune.

Ces différentes fractions sont congelées puis lyophilisées dans les

mêmes conditions que le produit brut. Ainsi, nous obtenons des poudres de

chaque fraction que nous conservons sous forme de solutions concentrées.

Ces solutions vont donc nous permettre de faire tous nos tests aussi bien

toxicologiques, physiologiques que biochimiques.

b- Composition chimique des solutions

physiologiques de références

Pour les tests physiologiques sur le cœur isolé de rat, nous avons

utilisé la solution physiologique de type MAC EWEN (1956i1l5
). Pour la

pression artérielle de lapin, la solution physiologique utilisée est le NaCI

9%0.

Tableau 1 : composition du Mac Ewen

Caractéristiques P.M (g) Volume (ml) ou Concentration

des solutions mères quantité (g) (mM)

NaCI (80g/l) 58,44 95ml (7,6g) 130,04

KCI (20g/l) 74,56 21ml (0,42g) 5,63

CaCh (20g/l) 111 12ml (0,24g) 2,16

P04H2Na (15g/l) 119,96 9,5ml (0,14g) 1,18

C03HNa (40g/l) 84,01 25ml (1,OOg) Il,90

MgCh,6H20 (10g/l) 203,30 5ml (0,05g) 0,24

Glucose 180,16 2g Il,10

Q.S.P. 11
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On ajoute de l'eau distillée après le CaClz et P04H2Na afin d'éviter les

précipitations.

c- Techniques expérimentales

c.l- Méthode d'études toxicologiques

Les rats utilisés pour l'expérimentation, sont placés dans des cages

contenant de la litière de copeaux de bois. Cette litière est renouvelée

périodiquement, c'est-à-dire tous les deux (2) jours. Chaque cage utilisée

contient cinq (5) rats de poids sensiblement égaux. La salle de

l'animalerie est aérée permettant donc un renouvellement de l'air. Les

différentes solutions pharmacologiques utilisées (M-B ; MB-F,; MB-F2;

MB-F3; MB-F4) sont injectées par voie intrapéritonéale à l'aide d'une

seringue à insuline de 1 ml. Ainsi, on fait cinq (5) lots de cinq (5) rats

pour chacun des produits:

- 0 à 40000 mg/kg de PC de M-B brut;

- 0 à 40 000 mg/kg de PC de :tvIB-F ,;

- 0 à 40 000 mg/kg de PC de MB-F2;

- 0 à 40 000 mg/kg de PC de :tvIB-F3;

- 0 à 43 000 mg/kg de PC de MB-F4.

c.2- Méthode d'étude physiologique

c.2.1- Enregistrement de la pression artérielle de

lapin

c.2.l.1 - Dispositif expérimental
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L'enregistrement de la pression artérielle carotidienne se fait avec le

manomètre de Ludwig (fig 4). Ce dispositif comprend un tube en U constitué

de deux branches. L'une des branches contient du mercure surmonté de la

solution de Mac Ewen et possède deux extrémités. L'extrémité la plus haute

se termine par une seringue (5) qui permet de faire la surpression. Quant à

l'extrémité la plus basse, elle se termine par un cathéter (7) qui plonge dans

un bécher (6) contenant le Mac Ewen hépariné et qui permet la canulation de

la carotide. La deuxième branche contient également du mercure surmonté

d'un flotteur auquel est relié le stylet inscripteur (2) qui transmet ses

mouvements au cylindre enregistreur (1). Ce cylindre enveloppé de papier

enregistreur tourne à la vitesse de 1 mmls grâce à un moteur (6).

c.2.1.2- Réalisation de la surpression

La sensibilité du système manométrique de Ludwig est réalisée à

l'aide d'une seringue qui assure le remplissage du tube en U adapté à un

cathéter. Le cathéter contenant du Mac Ewen, sert à la canulation de la

carotide. L'extrémité supérieure du tube en U fixe le niveau de base à partir

duquel l'on mesure la pression artérielle.

c.2.1.3- Canulation de la veine saphène et de la

carotide

Les lapins utilisés sont anesthésiés par injection intra péritonéale avec

d'éthyle uréthane 40% à raison de 1 g/kg de poids corporel.

La canulation de la veine saphène se fait en plaçant le lapin en

décubitus dorsal. Puis, on pose un garrot à la racine du membre inférieur

rendant saillant la veine saphène. Une tonte et une dissection sont ensuite
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Figure 4: Dispositif expérimental permettant l'enregistrement
de la pression artériel de lapin.
(Laboratoire de Physiologie Animale, UFR Biosciences, 1996)

1 : Cylindre enregistreur
2 : Stylet inscripteur
3 : Moteur
4 : Manomètre
5 : Seringue
6 : Becher
7 : Cathéter
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réalisées afin de mettre à nu la veine saphène qui est enveloppée dans un

amas de tissus conjonctifs. Cet amas est débarrassé sur environ 4 cm afin de

ligaturer la veine saphène en amont avec du fil. Enfin une hémisection est

faite permettant ainsi de canuler la veine à l'aide d'un cathéter.

Quant à la carotide, sa canulation se fait après une tonte et une incision

longitudinale au niveau du cou. On coupe ensuite différents plans

musculaires pour mettre à nu la carotide en évitant de léser la veine jugulaire

et les nerfs. La carotide est ligaturée en amont et du côté du cœur pour éviter

la perte de sang. Une hémisection est enfin réalisée sur la carotide dans

laquelle le cathéter de la sonde carotidienne est introduit et fixé avec une

ligature. Le cathéter est placé en direction du cœur afin que la pression

exercée par le sang soit communiquée au stylet inscripteur via le mercure.

c.2.2- Enregistrement de l'activité mécanique du cœur

isolé de rat

c.2.2.1- Le dispositif expérimental

Le dispositif utilisé dans l'expérience est celui de

LANGENDHORFF (1895i106
). Il est constitué d'un bain-Marie réglé à

37°C par un thermostat. A ce bain sont reliés différents godets suspendus à

50 cm de hauteur et contenant des solutions pharmacologiques constamment

oxygénées par un bulleur d'aquarium ou de piscine. A l'intérieur du bain, se

trouvent plusieurs voies sous forme de serpentin et qui sont reliées à un

robinet à canule externe qui permet de perfuser le cœur isolé suspendu au

dispositif. Le cœur est ensuite accroché par son apex à l'hameçon relié par

un fil au stylet inscripteur qui transmet ses mouvements au cylindre

enregistreur. Ce cylindre est enveloppé de papier enregistreur et tourne à une
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vitesse constante de 1 mm/s pour l'enregistrement de l'activité mécanique du

cœur isolé de rat (Fig 5).

c.2.2.2- Prélèvement du cœur de rat

Les rats utilisés sont anesthésiés par injection intra péritonéale

d'éthyle uréthane 20% à raison de 1 g/kg de PC. Les animaux sont placés

rapidement sous respiration artificielle à l'aide d'un générateur d'air afin

d'oxygéner leurs organes. Une thoracotomie médiane est ensuite

effectuée et la cage thoracique est maintenue ouverte avec un écarteur.

Cela permet de mettre à nu la crosse aortique et les vaisseaux sanguins en

dilacérant le thymus qui les enrobe. Des nœuds sont préparés sur les trois

artères collatérales. Par ailleurs, une hémisection est réalisée au niveau

de la crosse

aortique afin d'y introduire une canule surmontée d'une sermgue

préalablement remplie de Mac Ewen hépariné. La canule est ligaturée

dans la crosse aortique après les artères collatérales. La solution

physiologique héparinée est injectée dans le cœur pour éviter la

coagulation du sang. On isole le cœur en sectionnant les vaisseaux en

deçà des ligatures. Le cœur isolé est rapidement fixé au robinet du

dispositif expérimental et perfusé avec le liquide physiologique ( Mac

Ewen). L'apex du cœur est accroché au stylet inscripteur qui transmet les

mouvements du cœur au cylindre enregistreur. Le stylet trace ainsi les

mouvements cardiaques sur le papier enregistreur au fur et à mesure que

tourne le cylindre à une vitesse constante de 1 mm/s.
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Figure 5 : Dispositif expérimental permettant l'enregistrement
de l'activité mécanique du cœur isolé de rat.
(Laboratoire de Physiologie Animale, UFR Biosciences, 1996)
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2- Méthodes d'études pharmacologiques sur la pression

artérielle de lapin et sur l'activité mécanique du cœur

isolé de rat.

a- Effets des substances pharmacologiques sur la pression

artérielle

Nous avons effectué des effets dose-réponses par injection des

solutions pharmacologiques par la veine saphène. Ces différentes solutions

sont le diltiazem (Dz), acétylcholine (ACh), M-B et ses fractions (F}, F2, F3

et F4) à des concentrations croissantes. La pression artérielle obtenue est

inscrite sur le papier enregistreur du cylindre que nous fixons à l'aide de

venus,

---------~~

S 1 . Th l'o ution p armaco ogique

Nous avons effectué des interactions entre M-B et l'atropine à des

concentrations croissantes; l'ACh et l'atropine (Atr) afin de voir l'effet

antagoniste ou non de l'atropine sur chacun de ces produits. Ainsi, 30 s après

injection de l'Atr à une concentration bien donnée, on injecte le produit testé.

30s

f ~ ~-----Atr---s·o-l·o·n·s--------1111111

Pharmacologiques
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b- Effets des substances pharmacologiques sur le cœur

isolé de rat

b.l- Effets dose-réponses

Pour l'étude les effets dose-réponses de chacun des produits

pharmacologiques que sont M-B; MB-F 1; NIB-F2; MB-F3; NIB-F4; ACh et

Dz, nous avons procédé par la perfusion du cœur isolé avec des

concentrations croissantes de chacun de ces produits pharmacologiques.

Après deux (2) minutes de perfusion, on retourne au Mac Ewen (ME) afin de

voir si l'effet du produit est réversible ou non et d'en déterminer les

concentrations thérapeutiques et toxiques.

2 min

T_r----~
Solutions

pharmacologiques

Retour au

ME initial

b.2- Interaction solutions pharmacologiques - Atr

On a observé l'action du mélange MB (15 mg/ml) + Atr (10.2 mg/ml);

Dz (10-2
) + Atr (10.2 mg/ml); F2 (5 mg/ml) + Atr (10-2 mg/ml) et ACh (10.2

mg/ml) + Atr (10-2 mg/ml). Après environ deux (2) minutes d'action, on

retourne au Mac Ewen de référence. Ces expériences nous permettront de

voir l'action cholinomimétique ou non de chacun des produits

pharmacologiques.
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2 min

t
Atr + solutions

Pharmacologique

NIE

b.3- Effets des solutions physiologiques de composition

ionique modifiée dans l'action des substances

pharmacologiques

Le cœur est perfusé avec des solutions pharmacologiques préparées

dans du Mac Ewen contenant des ions Na+ et Ca++ de concentrations

modifiées (solutions hyper et hyposodique, et solutions hyper et

hypocalcique).

2 min

, r

solutions de composition

ionique modifiée

+

solutions pharmacologiques

ME
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C- MÉTHODES D'ÉTUDES BIOCHIMIQUES

1- Techniques d'extraction de l'ATPase Na+-K+ et de

l'AChE du cœur de rat

a- Techniques d'extraction de l'ATPase Na+-K+

Nous avons utilisé le cœur de rat pour l'extraction de l'ATPase Na+-K+.

La méthode d'extraction utilisée est celle de SCHWARTZ et al, (1962)(159);

GUÉDE-GUINA (1975)(76). Le rat est assommé par la nuque et une

thoracotomie est réalisée afin de prélever rapidement le cœur. Le cœur est

ensuite placé dans une solution de saccharose 0,32 M à O°C et à pH 7,4. On

broie six (6) grammes de cœur dans neuf (9) volumes de solution de sucrose

0,32 M avec un homogénéiseur (Ultra-turax T25 basic) à 8 500 trs/min. Le

broyage se fait pendant 15 s dans un bain de glace fondant à O°C. Le broyât

est ensuite centrifugé à différentes vitesses dans une centrifugeuse réfrigérée

(MEDIFRIGER-BL de marque SELECTA et de Rotor 7001081) à

température constante de 4°C (Fig 6).

Pour adapter les différentes vitesses de centrifugation à notre

centrifugeuse dont la vitesse maximale est 15 000 trs/min ou 19 282g, nous

avons utilisé la relation suivante

v = vitesse (trs/min)

r = rayon du rotor (cm) = 7,6 cm

Les différentes centrifugations débutent avec 2 658 trs/min pendant

10min. Le surnageant est conservé à O°C et le culot est repris une fois dans

un volume de sucrose 0,32 M. Une deuxième centrifugation est réalisée dans

les mêmes conditions. Le culot est jeté et le surnageant obtenu est mélangé

au premier surnageant conservé. Ce mélange est centrifugé à 10 849 trs/min
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pendant 15 min et le surnagent est conservé à O°C. Le culot est lavé deux

fois avec un demi volume de sucrose et subit à nouveau une centrifugation

dans les mêmes conditions que précédemment. Le culot est jeté et le mélange

des surnageants est centrifugé à 15 000 trs/min pendant 60 min. Le

surnageant issu de cette centrifugation est jeté et le culot est repris une fois

dans un volume de sucrose, puis, de nouveau centrifugé dans les mêmes

conditions. Seul le culot issu de cette centrifugation est repris dans le sucrose

et centrifugé à 13 287 trs/min pendant 10 min. Le surnageant est recueilli et

le culot contenant les mitochondries est jeté. C'est ce surnageant qui va subir

enfin une nouvelle centrifugation à 15 000 trs/min pendant 60 min. Le culot

issu de cette centrifugation et qui contient l'ATPase Na+-K+ des microsomes

est conservée à -20°C.

l'ATPase Na+-K+ microsomale obtenue est mise en suspension dans de

l'eau bidistillée à la concentration de 5 mg de microsome par ml. Ces

suspensions sont conservées par volume de 5 ml à -20°C afin que

l'enzyme puisse garder toute son activité (NAKAO et al, 1965)(135)..



Broyâtr: min, 10 min)

Surnageant culot (lavé 1 fois)

(SI) 10 min)
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culot surnageant (Sn) + SI

~49 Irs/min, 15 min)

surnagent à O°c culot (lavé 2 fois)

(Sm) ~49 Irs/min 15 min)

culot surnageant (S IV) + Sm

Surnageant culot (lavé 1fois)

(15 000 Ir'7:in)

Surnageant culot

(13 2871,*in)

Culot mitochondrial surnageant

(15 OOOtrs/min, 60 min)

Surnageant culot

microsomal

Fig 6: Méthode d'extraction de l'ATPase Na+-K+ du cœur de rat (GUÉDÉ, 1975i76
)
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b- Technique d'extraction de l'AChE

L'extraction de l'AChE a été faite selon la méthode de KHOA-BUT

et OCHILLO (1987)(103); BAHI (1998i14
) et N'GUESSAN (2001)(138) en

utilisant le cœur de rat. Le rat est assommé avec un coup de massue à la

nuque. Le cœur du rat est isolé rapidement dans le tampon phosphate mono

et disodique 0,5 M à pH 7,8 grâce à une thoracotomie médiane. Le cœur est

pesé et broyé avec un homogénéiseur (extra-turax T25) à 2 500 trs/min

pendant 2 min dans le tampon phosphate à raison de 1 g pour 50 ml de

tampon. Le broyât est ensuite centrifugé à 2 500 trs/min pendant une heure

dans une centrifugeuse de marque Alresa. Le surnageant obtenu constitue la

préparation enzymatique.

2- Méthodes de préparation des substrats et des réactifs de

l'ATPase Na+-K+ et de l'AChE

a- Préparation du substrat et du réactif de l'ATPase

Na+-K+

a.l- Préparation de l'ATP-tris

La préparation de l' ATP-tris utilise un substrat qui est le

Tris-hydroxyméthylaminométhane de l'adénosine triphosphate. Selon

SCHWARTZ et al, (1962)(159) et NAKAO et al, (1965)(135>, la préparation

de l'ATP-tris nécessite deux (2) lots de résine échangeuse de cation de 2,5 g

chacun. Chacun des lots est successivement traité avec 50 ml d'HCl (N), de

l'eau bidistillée, une solution de NH3 (N), de l'eau bidistillée, HCl (N), de

l'eau bidistillée jusqu'à l'obtention d'une solution à pH neutre (6-7). Les

deux lots de résine sont alors conservés dans une chambre froide (0-4°C).
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Parallèlement, 0,5 g d'ATP-Na2 est pesé et dissout dans 2ml d'eau

désionisée puis ajouté à l'un des lots de résine. Le mélange est agité pendant

15 min et filtré sous vide avec un büchler. La résine est ensuite lavée deux

fois avec 1 ml d'eau bidistillée. Le filtrat est ajouté à l'autre lot de résine et

traité de la même manière. Le filtrat final est amené à pH 7,4 avec le Tris­

HCl (1M), pH 7,4. La concentration de l'ATP-tris est ramenée à 15 mM en

mesurant l'absorbance à 260 nm avec un spectrophotomètre (Spectronic

Genesis). A cette longueur d'onde, l'ATP 15 mM donne une absorbance de

0,23.

a.2- Préparation du substrat standard

Le substrat standard s'obtient par le mélange de l'ATP-tris aux sels.

Ainsi, pour 100 ml de substrat standard, il faut mélanger

- 25 ml de tris-HCl (0,4 M) à pH 7,4

10 ml de NaCl (1 M)

10 ml de KCl (0,3 M)

- 1 ml de Mgf'l, (0,3 M)

- 20mld'ATP-tris(15 mM)

- qsp 100 ml d'eau distillée

Le substrat standard ainsi obtenu, donne des concentrations finales de

3mM en ATP; 100mM en Tris-HCI; 100mM en NaCl; 3mM en MgCh et

30mM en KCl.

Ce substrat standard ainsi préparé, va servir de substrat pour l'ATPase

N +K+ .a - extraite,
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b- Préparation du substrat et du réactif de l'AChE

b.l- Préparation des solutions d'ASCh et de DTNB

La solution d'iodure d'acéthylthiocholine (ASCh) de concentration

0,014 M, nécessaire à la préparation du substrat de l'AChE est obtenue en

dissolvant O,4g de ASCh dans 100ml d'eau distillée. Cette solution est

conservée à 4°C pendant une semaine au plus. Quant à la solution de DTNB

0,01 M nécessaire à la préparation du réactif d'Ellman, elle est obtenue par

dissolution de 0,4 g de ce produit dans 100 ml de tampon phosphate O,S M à

pH 7,8 dilué au 1/S
è

. La solution de DTNB est aussi conservée à 4°C.

b.2- Préparation du réactif d'Ellman

Le réactif d'Ellman est préparé à partir de la solution de DTNB

(O,Ol,M) et de la solution d'iodure d'acéthylthiocholine (0,014 M).

L'ASCh est le substrat de l'AChE.

Ainsi, le réactif d'Ellman est préparé extemporanément à partir de

100 /lI (ASCh) 0,014 M

100 /lI de DTNB (0,01 M)

- 20 ul de tampon phosphate (O,S M) à pH 7,8

- 780 ul d'eau distillée

Ce mélange conduit à un volume final de 1000 /lI contenant 0,0014M

d'acéthylthiocholine.
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3- Méthodes d'étude de l'activité de l'ATPase Na+-K+ et de

l'AChE

a- Étude de l'activité de l'ATPase Na+-K+

a.J- Dosage des protéines par la méthode de Lowry

La méthode de LOWRY et al, (1951i1l 2
) est la résultante de

l'association de deux réactions:

la réaction de biuret qur permet de caractériser les liaisons

peptidiques,

- la réaction de Folin qui permet de mettre en évidence les acides

aminés aromatiques.

La méthode de Lowry permet de doser la quantité de protéines présentes

dans une solution donnée. Pour ce faire, nous avons établi une courbe étalon

avec une protéine de référence: le Sérum Albumine Bovine (SAB) à des

concentrations de 0 à 200 ug/ml, Au delà de cette concentration, la loi de

Beer-Lambert n'est plus respectée. Il n'existe donc plus de corrélation entre

l'absorbance et la concentration.

La réalisation de la méthode de Lowry utilise les solutions suivantes:

- solution A: réactif de Folin dilué deux fois,

- solution B: Na2C03 2% dans NaOH O,IN

- solution C: CUS04 1%

- solution D: tartrate de sodium et de potassium à 2%

- solution E: préparée extemporanément en mélangeant 1 ml de C,

1 ml de D et 98 ml de B.

Dans différents tubes à essai, sont mIS 1 ml de la solution SAB à

concentrations différentes allant de 0 à 200 ug/ml. Puis, dans chacun de ces
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tubes, on ajoute 0,5 ml de réactif de Folin. On agite énergiquement et on lit

après 30 min, l'absorbance à 700 nm.

a.2- Dosage du phosphate inorganique

La méthode de SUMNER (1944)(168): elle permet de mettre en

évidence le complexe phosphomolybdique par la coloration bleue. La lecture

se fait à 540 nm. Cette méthode utilise comme réactif, le sulfate ferreux

(FeS04) qui est préparé extemporanément pour le dosage du phosphore

avec:

* 5 g de FeS04

* 50 ml d'eau distillée

* 1 ml de H2S04 (7,5 N)

Pour le dosage du phosphore, on ajoute successivement

* 0,5 ml de molybdate d'ammonium 6,6%

* 0,5 ml de H2S0 4 (7,5 N)

* 0,4 ml de FeS04

On laisse la coloration se développer pendant 30 min avant de faire la

lecture de l'absorbance à 540 nm sur un spectrophotomètre.

Une gamme étalon est réalisée dans les mêmes conditions avec une solution

b- Étude de l'activité de l'AChE

b.J- Technique de dosage de l'activité des

cholinestérases totales

La solution enzymatique obtenue à l'issu de l'extraction selon la

méthode de KHOA-BUT et OCHILLO (1987fl03) est constituée de deux
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cholinestérases : l'acéthylcholinestérase (AChE) ou vraie cholinestérase et la

Butyrylcholinestérase (BuChE) ou pseudocholinestérase.

Selon ELLMAN et al (1961i54
), le dosage de l'activité des deux

cholinestérases est basé sur la réaction suivante:

AcéthylthiOChOline-----j

acétique

Cholinestérases

thiocholine + acide

La thiocholine libérée à l'issu de l'hydrolyse de l'acéthylthiocholine par les

cholinestérases, s'associe au DTNB pour donner une coloration jaune. Et

c'est cette coloration qui est mesurée au spectrophotomètre à 412nm.

Le milieu réactionnel est constitué par

1 ml de tampon phosphate (0,5 M) à pH 7,8

100 JlI de solution enzymatique.

Après agitation au vortex et préincubation au bain Marie à 38°C pendant

15 min, on ajoute 50 JlI de réactif d'Ellman. Ensuite, le mélange est incubé à

38°C pendant 15 min puis la lecture est faite à 412 nm.

b.2- Dosage de l'activité de l'AChE.

Le dosage de l'activité de l'acéthylcholinestérase seule se fait en

utilisant un inhibiteur de l'activité de la BuChE qu'est l'éthopropazine.

L'expérience est réalisée dans les mêmes conditions que précédemment.

Mais avant d'ajouter le réactif d'Ellman, l'enzyme est pré incubée à 38°C

pendant 15 min en présence de l'éthopropazine à 10-4 M. Après l'ajout du



42

réactif d'Ellman, le mélange est incubé dans les mêmes conditions que

précédemment, puis la lecture à 412 nm.

Le tube témoin contient tous les éléments sauf l'enzyme. Pour toutes les

autres études, le tampon phosphate (0,5 M) à pH 7,8 est préparé avec

l'éthopropazine 10.4M.

c- détermination des paramètres cinétiques de l'ATPase

Na+-K+ et de l'AChE

c.l- Étude de l'activité de l'ATPase Na+-K+ et de

l'AChE en fonction du temps de réaction

Cette étude permet de déterminer le temps de réaction. Ce temps est la

période au cours de laquelle la vitesse de catalyse de l'enzyme est

proportionnelle au temps. Cela permet de déterminer le temps d'incubation

du milieu réactionnel pour les études ultérieures et de calculer la vitesse

initiale.

c.Ll- Etude de l'activité de l'ATPase Na+-K+ en

fonction du temps de réaction

L'étude de l'activité catalytique de l'ATPase Na+-K+ du cœur de rat a

été réalisée par la méthode de Sumner selon le protocole suivant:

Après introduction de 0,2 ml de substrat standard dans les tubes à

essai, on ajoute 0,2 ml de la solution microsomale (solution enzymatique).

Ensuite, 0,5 ml de molybdate d'ammonium (6,6%) est introduit dans chacun

des tubes. Puis, on y ajoute successivement 0,5 ml de H2S04 (7,5 N) et

0,4 ml de FeS04. Le volume final est ramené à 5 ml avec de l'eau distillée et

est placé à 37°C au bain Marie. A intervalle de temps régulier, la réaction est
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arrêtée dans chacun des tubes en précipitant les protéines en excès avec 1 ml

d'acide trichloroacétique à O°C (ATTILIO, 1975)(12). Le contenu des tubes

est prélevé à intervalle régulier de 5 min et la DO est lue à 540nm.

c.1.2- Etude de l'activité de l'AChE en fonction du

temps de réaction

La détermination de l'activité de l'AChE se fait par la préparation du

milieu réactionnel qui comprend :

- 50 ml de tampon phosphate (0,5 M) à pH 7,8

- 750 J.lI de solution enzymatique.

Après agitation, l' erlenmeyer contenant le milieu réactionnel est porté au

bain marie à 37°C. Après 15 min de préincubation, on ajoute 250 J.lI de

réactif d'Ellman. Le milieu réactionnel est immédiatement prélevé pour

déterminer l' absorbance à zéro minute. Puis à intervalle de temps régulier de

5 min, 1ml du milieu est immédiatement prélevé et lu à 412 nm contre le

tube témoin.

Le tube témoin est réalisé avec

-1,015 ml de solution tampon (0,5 M) à pH 7,8

-5 J.lI de réactif d'Ellman.

c.2- Détermination du pH optimum d'activité de

l'ATPase Na+-K+ et de l'AChE

Toutes les enzymes sont des protéines. Elles possèdent donc des

groupements ionisables qui sont sensibles aux variations du pH.
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c.2.1- Détermination du pH optimum d'activité de

l'ATPase Na+K+

Pour la détermination du pH, nous avons utilisé les mêmes conditions

de dosage selon la méthode de Sumner. Le tampon utilisé est le sucrose

O,32M qui est préparé à pH compris entre 2 et 12.

c.2.2- Détermination du pH optimum d'activité de

l'AChE

Pour la détermination du pH, nous avons utilisé le tampon phosphate

qui est préparé à pH compris entre 5 et 9. Puis l'étude est faite selon la

méthode de KHOA-BUT et OCHILLO, (1987)(903).

c.3- Détermination de la température optimale

d'activité de l'ATPase Na+-K+ et de l'AChE

Les enzymes exercent leur activité à une températures qui leur est

spécifique afin d'éviter leur dénaturation: c'est la température optimale. Au

delà de cette température, l'enzyme se dénature et son activité baisse.

c.3.1- Détermination de la température optimale

d'activité de l'ATPase Na+-K+

Pour déterminer cette température optimale, nous avons réalisé les

mêmes conditions d'expérimentation que celles décrites par Sumner. Les

tubes à essai sont portés au bain Marie et incubés à une gamme de

températures comprises entre 0 et 60°C pendant 30 min.
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c.3.2- Détermination de la température optimale

d'activité de l'AChE

La température optimale est déterminée en préincubant à 38°C pendant

15 min dans des tubes à essai,

1 ml de tampon phosphate (0,5 M) à pH 7,8

- 75}l1 de solution enzymatique.

On agite les tubes et on ajoute 75 ul de réactif d'Ellman. Le mélange de

chaque tube est homogénéisé et incubé pendant 15 min à différentes

températures variant de 24 à 44°C. L'absorbance est lue à 412 nm contre le

témoin.

Pour chaque expérience aussi bien de l'ATPase Na+-K+ que de l'AChE,

on réalise toujours un témoin pour chaque paramètre donné et dans les

mêmes conditions.

4- Méthode d'étude des différents effecteurs

a- Étude de l'influence du substrat sur l'activité

catalytique de l'ATPase Na+-K+ et de l'AChE

a.l- Étude de l'influence du substrat sur l'activité

catalytique de l'ATPase Na+-K+

Dans cette étude, le milieu réactionnel est composé de :

substrat (ATP) de concentration variant de °à 8 mM;

- 0,2 ml de solution enzymatique;

- 0,5 ml de molybdate d'ammonium (6,6 %);

- 0,5 ml de HzS04 (7,5 N);

- 0,4 ml de FeS04;
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- qsp 5 ml.

On incube les tubes à 37°C pendant 15 mm et on ajoute 1 ml d'acide

trichloroacétique juste après pour arrêter les réactions et on fait la lecture à

540 nm.

a.2- Étude de l'influence du substrat sur l'activité

catalytique de l'AChE

Dans cette étude, nous avons préparé le substrat (le réactif

d'Ellman) à différentes concentrations allant de 0 nM à 15 nM.

Le milieu réactionnel est composé de :

1000 ul de tampon phosphate 0,5 M à pH = 7,8

- 75 ul de solution enzymatique.

Après 15 min de pré incubation, 50/-l1 de réactif d'Ellman sont ajoutés

dans les différents tubes à essai à des concentrations variant de 0 M à

15.10.6 M. Le mélange est homogénéisé et incubé à 38°C pendant 15 min

contre le tube témoin qui ne contient pas d'enzyme. On fait la lecture à

412 nm.

b- Influence des effecteurs sur l'activité de l'ATPase

Na+-K+ et l'AChE

b.l- Influence de MAÏ-BAO, MB-F3 et Dx sur

l'activité de l'ATPase Na+-K+

Cette étude nous a permis de voir l'action des concentrations

croissantes de chacun des trois produits sur l'activité catalytique de l'ATPase

Na+-K+ du cœur de rat. A savoir pour M-B et MB-f3 (10.2 à 50 mg/ml) et

pour Dx (1,28.10.2 /-lM à 64 uM). Dans des tubes à essai, on met 0,2 ml de

substrat
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standard. Puis on ajoute un volume X de l'effecteur afin qu'avec le volume

total de 5 ml, l'effecteur soit à la concentration voulue. Après l'effecteur, on

ajoute 0,5 ml de molybdate d'ammonium (6,6 %) dans chacun des tubes. On

ajoute successivement 0,5 ml de H2S04 (7,5 N) et 0,4 ml de Fe2S04. Les

différents tubes sont incubés à 37°C pendant 15 min au bout desquelles on

ajoute de l'acide trichloroacétique à O°C pour précipiter la protéine en excès.

On fait la lecture à 540 nm.

On prépare pour chaque concentration de l'effecteur, des tubes

témoins ne contenant pas l'enzyme.

b.2- Influence des effecteurs sur l'activité

catalytique de l'AChE

b.2.1- Influence de MAÏ-BAO, MB-F2 et Atr sur

l'activité de l'AChE

Nous avons étudié l'action de MAÏ-MAO à 15 mg/ml, de MB-F2 à 5

mg/ml et de l'atropine à 10-2 mg /ml sur l'activité catalytique de l'AChE de

cœur de rat. Le milieu réactionnel est constitué de :

- 900 ul de tampon phosphate 0.5 M à pH=7.8

- 100 Jll de M-B ou MB-F2ou Atr préparé dans du tampon.

- 75 JlI de la solution enzymatique.

Après préincubation incubation, on ajoute 50 ul de réactif d'Ellman et le

mélange homogénéisé est incubé à 38°C pendant 15 min. On fait ensuite la

lecture à 412 nm.
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b.2.2- Influence de l'association M-B - Atr et

MB-F2 - Atr l'activité de l'AChE

Ces différentes expérimentations ont été réalisées avec l'association

MB-Fz (5 mg/ml) + Atr (10_z mg/ml) et M-B (15 mg/ml) et Atr (10_z mg/ml).

Le milieu réactionnel est composé de :

- 800 ul de tampon phosphate 0,5 M à pH = 7,8

- 100 ul de M-B ou de MB-F z,

- 100 ul de Atr

- 75 ul de solution enzymatique.

Après préincubation incubation, on ajoute 50 ul de réactif d'Ellman

et le mélange homogénéisé est incubé à 38°C pendant 15 min. On fait

ensuite la lecture à 412 nm contre un tube témoin ne contenant pas de

solution enzymatique pour chaque expérience..

c- Détermination de l'activité résiduelle de

l'ATPase Na+-K+

En fonction des expériences ci-dessus réalisées, nous avons déterminer

les pourcentages de l'action des effecteurs sur l'activité catalytique de

l'ATPase Na+-K+ du cœur de rat. La représentation graphique de ces

pourcentages va nous permettre d'avoir les CIsDde chacun des effecteurs.

5- Méthodes statistiques de comparaison

a- Comparaison de deux échantillons indépendants

Deux échantillons (1et 2) ou deux séries d'expériences de populations

NI et N, sont dites indépendantes quant elles n'ont aucun lien entre elles.
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Soit rn, et m-, les moyennes respectives des deux séries d'expériences.

Dans notre cas, N] et N, < 30 . Nous comparons les résultats des deux séries

d'expériences réalisées sur le cœur isolé de rat avec deux produits différents

à des concentrations différentes.

On suppose que:

- la variable étudiée est gaussienne dans les deux populations.

- les variances dans les deux populations sont égales.

On peut alors effectuer le test du t de Student. Ainsi, on définit deux

hypothèses:

Ho: rn, = m-, la concentration des différentes substances utilisées dans

nos expérimentations est la même dans les deux populations.

Hi: ml';tmz, alors les moyennes des deux échantillons diffèrent.

Si Ho est vraie, alors la théorie nous indique que la quantité

Iflj > rn,

t=

s ~ 1 + 1 \

suit la loi du t de Student à v = N]+Nz-2 d.d.l (nombre de degré de liberté).

On détermine alors dans le tableau du t de Student la valeur ta en choisissant

a dans le tableau.

Si après le calcul, t ne se trouve pas dans la région critique, c'est-à-dire si t se

trouve dans l'intervalle ± ta, alors on accepte l'hypothèse Ho et on conclut
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qu'au risque œ, les moyennes ne diffèrent pas significativement, donc les

deux produits ont sensiblement les mêmes effets. Dans le cas contraire, l'un

d'entre les deux produits comparés est plus actif que l'autre.

b- Comparaison de deux échantillons appariés

Deux échantillons de populations NI et N, sont dits appariés, quant ils

ont des liens entre eux.

Dans notre cas, nous avons comparé les résultats d'expériences de deux

produits différents mais aux mêmes concentrations.

Dans ce cas, on détermine les différences (d) pour chaque couple de

résultats à la même concentration. On calcule la moyenne de d (d") et l'écart

type (s).

et s=

N

N-l

Puis, selon le test t de Student, on peut poser deux hypothèses:

Ho : Id = 0, alors les moyennes des deux expériences sont les mêmes,

Hi : Id f. 0 , alors les moyennes diffèrent.

Si Ho est vraie, alors le paramètre t
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d

t = -- suit une loi de Student à N-l ddl en supposant que

s les différents d suivent une loi normale. On

détermine comme précédemment ta dans la table de

"JN' Student avec a et le ddl. Ainsi, la région critique

Est formée des valeurs extérieures à l'intervalle ± ta.

Si t tombe dans la région critique, on accepte Hi et on conclut qu'au risque

a, l'un des deux produits testés est plus actif que l'autre.

Si t tombe à l'extérieur de la région critique, alors on conclut que les deux

produits testés ont sensiblement les mêmes effets.

6- Limites des techniques expérimentales de

l'enregistrement de l'activité mécanique du cœur isolé de

rat

Le cœur ne produit pas ses contractions rythmiques normales, car les

techniques utilisées connaissent des limites qui sont liées à deux facteurs

dont

la température: le cœur est isolé dans un milieu ambiant de 22°C,

alors qu'il devrait être à la température de 37°C afin d'être dans les

conditions d'activité normale. Aussi, le cathéter de perfusion du cœur

étant placé à une certaine distance de celui-ci, les substances

pharmacologiques connaissent une déperdition de température allant

de 37°C à 35°C avant d'arriver au cœur.

- L'oxygénation: Le cœur ne reçoit pas suffisamment d'oxygène pour

produire une activité normale, car au lieu d'utiliser un barbotage de

carbogène, l'on a utilisé un bulleur d'aquarium.
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Tableau II : les produits chimiques utilisés
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produits P.M Provenance

(g/mol)

NaCI 58,44 SIGMA

csci, 111 LABOSI

KCI 74,56 SIGMA

P04HNa 119,96 MERCK

C03HNa 84,01 MERCK

MgClz 95,30 MERCK

Glucose (C6H1Z06) 180 MERCK

Diltazem (CZZHZ6Nz04S) 414 SIGMA

Atropine (C 17H23N03) 289,38 PROLABO

Acéthylcholine choride (C7HI6NOzCI) 181,66 SIGMA

Gel Séphadex G-50 SIGMA

Digoxine Procter et

(C4IH64014) 780,90 gamble

pharmaceuticales

Saccharose (ClzH22011) 342,30 MERCK

Tris-hydrométhylaminométhane

(C4H11N03) 121.14 MERCK

Adénosine triphosphate disodique

(C IOHI4Ns013P3Naz) 551,1 SIGMA
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Résine PROLABO

Société

Eau dés ionisée Ivoirienne de

Raffinage (SIR)

NB3 17,03 SIGMA

Phosphate monosodique 334,14 MERK

Potassium phosphate (KH2P04) 134.12 MERK

Réactif de Folin MERK

Molybdate d'ammonium 321,92 MERK

Acide sulfurique (H2S04) 98,07 MERK

Sulfate de fer (FeS04) 152 PROLABO

Acide trichloroacétique (C2HCh02) 163,39 PROLABO

Sérum Albumine Bovine (SAB) BioMérieux

Carbonate disodique (Na2C03) 106 MERK

Hydroxyde de sodium (NaOH) 40 MERK

Sulfate de cuivre (CUS04) 159,68 MERK
1

Tartrate de sodium et de potassium 210,91 MERK

(C4H4NaK06)

Ethopropazine (C19H24N2S .HCI) 348,90 SIGMA

2,2'dinitro-5,5'dithiodibenzoique acide

(C14HsN20SS2) 396,36 MERK

Acéthylthiocholine iodide

(C7H16ISNO) 289,20 SIGMA
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Cette étude nous a conduit à déterminer la toxicité aiguë et la toxicité

chronique.

A-TOXICITE AlGUE

Dans notre cas, nous avons cherché la dose unique pouvant entraîner

la mort de SO% d'animaux mis en expérimentation selon leur poids. Dans

cette étude, des doses croissantes de M-B; MB-F 1 ; MB-F2 ; MB-F3 et MB-F 4

ont été administrées par voie intrapéritonéale à des lots de cinq (S) rats ayant

le même poids à l'intérieur de chaque lot.

1- Comportement des animaux.

Après injection par voie intra péritonéale de fortes doses de produits,

la respiration des rats s'entrecoupe et devient saccadée. Ils restent alors,

immobiles pendant quelques instants. Ensuite, ils se déplacent lentement par

des mouvements désordonnés. Puis, environ 10h de temps après injection des

produits, survient la mort du premier animal. L'animal meurt couché sur le

ventre.

2- détermination des doses minimales toxique (DMT)

La DMT est la plus petite dose qui entraîne la mort du premier animal.

Les DMT ont été déterminées graphiquement (Fig 7) et résumées dans le

tableau VI. Ces DMT sont très élevées. Cependant, la DMT de MB-F2, soit

lS 000 mg/kg de PC est plus faible par rapport à celles de MAÏ-BAü

(17 SOO mg/kg de PC) et de MB-F3 (20 000 mg/kg de PC). Quant aux

fractions MB-F 1 et MB-F4, leur injection n'entraîne pas de mortalité.
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Tableau III : valeurs des DMT des différents produits.

Produits M-B MB-F1 MB-F2 MB-F3 MB-F4

DMT

(mg/kg de PC) 17500 - 15000 20000 -

3- Détermination de la dose létale 50% (DLso)

Au cours de cette toxicité, on détermine la Dose Létale 50% (DLso) .

La DLso est la quantité d'un produit exprimée en mg/kg de PC ou parfois en

mg/m' et qui provoque la mort de 50% des animaux d'un lot homogène

quant à la race, au sexe ou au poids. Selon VEZINET et al, (1981)(173), la

détermination de la DLso est une étude quantitative et qualitative des

phénomènes toxiques qu'on peut rencontrer après administration d'une dose

unique du produit. C'est donc un test d'orientation susceptible de fournir des

indications sur des effets probables d'un surdosage chez l'Homme.

Trois méthodes nous ont permis de déterminer la DLso de M-B,

MB-Fl, MB-F 2, MB-F 3 et MB-F 4. Ce sont:

- la méthode directe,

- la méthode graphique,

- la méthode par calcul.

a- La méthode directe

Cette méthode consiste à déterminer par dénombrement des animaux,

la dose de chacun des produits entraînant la mort de la moitié des animaux

mis en expérimentation dans chaque lot 24 h après l'injection. Ainsi, nous

avons constaté que pour M-B, la DLso est 24000 ± 1 520mg/kg de PC.

Celles de MB-F 2 et MB-F 3 sont respectivement 20000 ± 1 350 mg/kg de PC

et 25 500 ± 1 250 mg/kg de PC. Quant aux fractions MB-F 1 et MB-F4, elles
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n'ont conduit à aucune mortalité même aux doses élevées de 40 000 mg/kg

de PC.

b- La méthode de détermination graphique

La courbe de la mortalité en fonction de Log des doses (Fig 7), permet

de faire les observations suivantes :

- Les doses inférieures à 15 000 mg/kg de PC n'induisent aucune

mortalité pour tous les produits.

- Les DLso sont respectivement,

.- pour M-B : 23 387 mg/kg de PC,

.- pour MB-F 2 : 20 417 mg/kg de PC,

.- pour MB-F3 : 24942 mg/kg de PC.

100
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Figure: Détermination des DMT et des DLso de MB, BM-F2

et MB-F3
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c- Détermination par calcul

Le tableau VI montre de façon globale le nombre de rats qui sont

morts après injection d'une dose donnée de chacun des produits. En effet, à

partir de ces tableaux, nous pouvons déterminer par calcul la DLso de chacun

des produits selon la méthode de BERHENS et KARBER, (1935)(19). Selon

ces auteurs,

L(a x b)

DLso = DLlOO -

n

Avec

DLso= dose donnant 50% de mortalité

DL lOO= dose donnant 1000/0 de mortalité

a nombre moyen d'animaux morts entre deux doses

successives.

b = différence entre deux doses successives.

n = nombre d'animaux utilisés par lot ou moyenne d'animaux

utilisés.

Exemple de calcul: MAI-BAD

DL lOO = 40 000 mg/kg de PC

L(a x b) = 80 000 mg/kg de PC

n=5
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TABLEAU IV: calcul des DLsode MAI-BAO et ses fractions selon la méthode
de BERHEN8 ET KARBER (1935)(19)

Lot

animaux 1 II III IV V

Nombre de

rats 5 5 5 5 5

Concentration

des produits 1 500 1 750 2000 3000 4000

en mg/ml

Quantité de

drogue en 15000 17500 20000 30000 40000

mg/kg de PC

Produits M-B FI F2 F3 F4 M-B FI F2 F3 F4 M-B FI F2 F3 F4 M-B FI F2 F3 F4 M-B FI F2 F3 F4

Nombre de

rats morts 0 0 1 0 0 1 0 2 0 0 2 0 4 2 0 4 0 4 4 0 5 0 5 5 0

bll-I = 2 500

all_I = 0,5

bIll-II = 2 500

aIll-II = 1,5

bIV-I1I = 10 000

aIV-IIl = 3

bV-IV = 10 000

aV-IV = 4,5
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80000
DLso= 40 000 ---- = 24 000 mg/kg de PC

5

D'après la méthode de calcul, les valeurs des DLso des produits sont

résumées dans le tableau VII.

4- Comparaison des DLsodes différentes méthodes

Tableau V: Les DLsodes produits selon les trois (3) Méthodes

Produits DLso (mg/kg de PC)

M-B MB-F 1 MB-F2 MB-F3 MB-F4

Méthodes

Méthode Directe 24000 0 20000 25000 0
(± 1 520) (± 1 350) (± 1 250)

Méthode graphique 23387 0 20417 24942 0
(± 2050) (± 1 650) (± 1 067)

Méthode par calcul 24000 0 20750 24500 0
(± 1 382) (± 1 440) (± 850)
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Nous avons fait la comparaison des DLsodes trois (3) méthodes pour

chaque produit par la méthode de comparaison de deux échantillons

indépendants selon le test t de Student. Nous avons alors constaté que les

DLso des trois méthodes pour chacun des produits ne différent pas

significativement. En effet, les trois (3) méthodes de détermination des

DLso des différents produits donnent des valeurs sensiblement égales pour

chacun des produits.

Cette même méthode de comparaison par le test t de Student nous a

permis de comparer les DLsomoyennes des produits. De cette comparaison,

nous avons conclu que les DLsomoyennes des trois produits ne diffèrent pas

significativement l'une de l'autre.

Nous avons déterminé ensuite, l'intervalle de confiance de la DLso

moyenne de chaque produit.

D 22 883,48 s DLso(M-B) s 24 707,86 mg/kg de PC

D 19561,09~DLso(MB-F2)~21216,91 mg/kg de PC

D 24 223,46 ~ DLso(MB-F 3) ~25 404,54 mg/kg de PC

B- TOXICITÉ CHRONIQUE

L'étude de cette toxicité s'est faite sur 150 jours (5mois). Elle nous a

permis de voir que pour les doses inférieures à la DLso de chacun des

produits, la mortalité est nulle ou se fait après injections de doses répétées

de M-B, MB-F2 et MB-F 3 sur une longue période. C'est ainsi que pour MB­

F2, seule la dose de 12500 ± 3750 mg/kg de PC entraîne la mort d'un seul

animal 648h (27 jours) après injection. Puis, de trois animaux après 3096h,

soit 127 jours. Quant à M-B et MB-F3, les doses inférieures à 15000 mg/kg

de PC, entraînent la mort d'aucun animal durant toute la période

d'expérimentation. Seulement, après quelques signes de faiblesse, les

animaux métabolisent les produits.



63

C- DISCUSSION ET CONCLUSION

Les différentes DLsü au cours de nos expériences sont respectivement

• 24000 ± 1 520 mg/kg de PC pour M-B

• 20000 ± 1 350 mg/kg de PC pour MB-f2

• 25 000 ± 1 250 mg/kg de PC pour MB-f3

Quant à MB-f 1 et MB-f4, elles n'entraîne la mort d'aucun animal

quelle que soit la dose dans l'intervalle de concentrations testées.

Nous observons que toutes les DLsü sont supérieures à 20 000 mg/kg

de PC. Elles témoignent donc d'une faible toxicité aiguë. Cependant, il

convient de noter que quel que soit le produit, la DLsü est supérieure à 5 000

mg/kg de PC. Par conséquent, conformément aux intervalles de toxicité

établis par DUPIN et al, (1992)(51), M-B et ses fractions sont dits

pratiquement non toxiques. Ce résultat corrobore celui de SAI-RAM et al

(2000)(158) selon lequel, le Komboucha préparé dans de meilleures conditions

ne conduit pas à une toxicité significative au niveau hématologique,

histopathologique et biochimique. Aussi, certains auteurs, par des études

épidémiologiques, ont confirmé le très faible taux de toxicité. A cet effet, les

études de SRINIVASAN et al, (1997)(165) n'ont pu montrer qu'un très faible

taux de personnes (2 à 4%) a eu des désagréments liés à une toxicité gastro­

intestinale après consommation du thé fermenté. Ce faible taux pourrait nous

amener à penser que le thé fermenté ne serait pas directement impliqué dans

cette intoxication. En fait, M-B et ses fractions (MB-f2 et MB-f3) pourraient

être l'objet de contamination par des microorganismes pathogènes lors de la

préparation de la boisson et de sa conservation malgré son pH acide

d'environ 2,5. Ces microorganismes pourraient être des moisissures

toxicogéniques qui ont des effets carcinogènes et toxiques sur l'organisme.
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Par conséquent, PHAN et al, (1998)(147) préconisent la préparation et le

stockage de la boisson dans du matériel en verre afin d'éviter la

contamination de celle-ci par des éléments toxiques. Car, si des conditions

aseptiques ne sont pas respectées lors de la préparation et de la conservation

du breuvage, le pourcentage de contamination toxique devient grand

(MAYSER et al, 1995i122).

MAÏ-BAü étant acidifié, il pourrait avoir des réactions chimiques

entre le breuvage et le récipient qui le contient. C'est la raison pour laquelle

il est recommandé de ne pas utiliser les pots céramiques qui sont souvent

décorés et dont le contact avec la boisson pourrait être nuisible à l'organisme

(PERRON et al, 1995i145). En effet, ce sont des éléments extérieurs au

MAÏ-BAü qui participeraient à la toxicité du thé fermenté qui, à l'origine

s'avère peu ou non toxique. Aussi, il convient de noter selon la littérature

que M-B contiendrait des éléments antitoxiques ou détoxifiants tels que

l'acide acétique et l'acide glucuronique (ROUSSIN, 1996 ; BILJANA et

LIDIJA, 2000)(155,23). En plus, ces auteurs ont montré que le thé fermenté

contiendrait de très faibles taux, voire des traces d'ions toxiques (0,001

ug/rnl de chromium; 0,005 ug/ml de charges et pas de cadmium). Le

cadmium par exemple, selon DUPIN et al, (1992i51), est un métal lourd qui

a été à l'origine de la maladie « Haï-Haï» dans la population japonaise.

L'on ne peut cependant pas dire que MAÏ-BAü n'a aucun effet

toxique, même si la plupart des chercheurs s'accordent sur sa non toxicité au

cas où le breuvage est préparé et conservé dans de bonnes conditions. Il

convient de noter qu'à très fortes doses, M-B et ses fractions (F2 et F3)

peuvent causer une intoxication. Comme l'ont montré nos résultats, M-B

donne une toxicité à des doses supérieures ou égales à 20 000 mg/kg de PC.

Cela confirme les résultats de IBRAHIM et al, (1993)(94) selon lesquels, au
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bout de douze (12) semaines de consommation, des lésions internes

apparaissent au niveau de certains organes des rats. Ces différents résultats

obtenus sur M-B et ses fractions font que l'effet toxique de la boisson

devient nuancée. Ces résultats nous amènent donc à dire que M-B et ses

fractions ne peuvent produire des effets toxiques qu'à très fortes doses. Car,

à ces fortes concentrations, il pourrait se produire une acidose (PERRY,

1995)(146).

Les différentes méthodes utilisées pour la détermination des DLso de

M-B et de ses fractions, donnent des résultats concordants. Ces résultats ont

montré que les DL so sont supérieures ou égales à 20 000 mg/kg de PC. Cela

confirme donc la faible toxicité de ces différents produits. Cet effet toxique

faible pourrait être le fait de certains éléments présents dans le breuvage. Il

pourrait cependant être conseillé de consommer M-B à des concentrations

inférieures à 20 000 mg/kg de PC à doses faibles.
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A- ACTIONS DE MAÏ-BAO (M-B); D'ACETYLCHOLINE

(ACh) ET DU DILTIAZEM (Dz) SUR L'ACTIVITE

CARDIOVASCULAIRE

1- Effets comparés de M-B, de l'ACh et de Dz sur la

pression artérielle de lapin

a- Effets de MAÏ-BAO sur la pression artérielle de lapin

L'expérience consiste à injecter des doses croissantes de MAÏ-BAÜ au

lapin. Ainsi, comme la Figure 8 qui montre un exemple typique de cinq (5)

séries d'expériences, il a été injecté au lapin, des concentrations de M-B

allant jusqu'à 2200 mg/kg de PC.

La solution physiologique (NaCI 9%0) ne modifie pas la pression

artérielle du lapin ainsi que les doses inférieures à 50 mg/kg de PC. Quant

aux doses supérieures à 50 mg/kg de PC, elles induisent une hypotension

dose-dépendante. La concentration inhibitrice 50% (Clso) déterminée est

2000 mg/kg de PC.(Fig 9).

L'hypotension est immédiatement SUIVIe d'une hypertension

compensatrice. En effet, l'hypotension induite par MAÏ-BAÜ varie de

4 ±1,00 mmHg (50 mg/kg de PC) à 38 ± 09,28 mmHg (2000 mg/kg de PC)

et elle a une durée variant de 18 s à 22 s. Cependant, à partir de 2200 mg/kg

de PC, la réversibilité de l'hypotension artérielle induite, se fait lentement

après environ 90s.
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b- effets de l'ACh sur la pression artérielle de lapin

La figure 10 montre un exemple de cinq (5) séries d'expériences de

l'ACh sur la pression artérielle de lapin. Ainsi, de la concentration de 10-7

mg/kg de PC à la concentration de 10-1 mg/kg de PC, l'hypotension induite

par l'ACh passe de 10 ± 2,13 mmHg à 52 ± 10,00 mmHg avec une CI soégale

à 10-3 mg/kg de PC (Fig 10). L'ACh induit donc une hypotension dose­

dépendante. Cette hypotension a une durée qui augmente avec la dose. Mais

à partir de 10-1 mg/kg de PC, l'ACh induit une hypotension irréversible.

c- Effets du diltiazem sur la pression artérielle de lapin

A l'instar des deux premiers produits (M-B et ACh) utilisés, les cinq

(5) séries d'expériences réalisées avec Dz montrent qu'au fur et à mesure de

l'augmentation de la dose de Dz de 10-s mg/kg de PC à 10-1 mg/kg de PC,

l'hypotension induite augmente en passant de 2 ± O,SO mmHg à 34 ± 6,00

mmHg (Fig Il). Dx induit donc une hypotension dose-dépendante. Cette

figure montre La valeur de la CIsoest égale à 6.10- 1 mg/kg de PC (Fig 13).

L'hypotension créée par Dz à toutes ces concentrations, est réversible.

Mais, cette réversibilité se fait très lentement et est effective après SOs.
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d- Études comparatives des interactions M-B-Atr

et ACh-Atr sur la pression artérielle de lapin

Après cinq (5) séries d'expériences menées pour chacun des produits dans le

cadre de leur interaction avec l'Atropine, comme le montrent les figures 14,

15 et 16, il apparaît que:

• l'hypotension témoin induite par M-B à 2000 mg/kg de PC et qui

a une valeur de 38 ± 09,28 mmHg est réduite jusqu'à 24 ± 05,00

mmHg par l'Atr à 10-1 mg/kg de PC; soit un réduction de 36,84%

de sa valeur ( Fig 14 F) et qui est sa valeur maximale de réduction

quelle que soit l'augmentation de la concentration d'Atr.

L'Atr relève l'hypotension induite par M-B mais ne l'annule pas

(Fig 16).

• 1'hypotension témoin induite par l' ACh à 10-3 mg/kg de PC, est

40 ± 10,21 mmHg et est totalement relevée par l'Atr à 10-1 mg/ml

(Fig 15 F et 16).

En conclusion, on peut dire que MAÏ-BAü contiendrait aussi bien des

substances de type cholinergique que d'autres composés non cholinergiques

responsables de l'hypotension induite par M-B.
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Figure 14 : Effets de l'interaction MAI-BAO - Atr sur la pression artérielle de lapin

A : Effets de M-B à 2000 mg/kg de PC
Les enregistrements suivants montrent les effets de M-B 2000 mg/kg
de PC après injection respectivement de doses de :

B : 10-5 mg/ml d'Art
C : 10-4 mg/ml d'Art
D : 10-3 mg/ml d'Art

E : 10-2 mg/ml d'Art
F : 1 mg/ml d'Art
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Figure 15 : Effets de l'interaction Ach - Atr sur la pression artérielle de lapin

A : Effets de Ach à 10.4 mg/kg de PC
Les enregistrements suivants montrent les effets de Ach à 10-4 mg/kg de PC
après injection respectivement de doses de :

B : 10.5 mg/ml d'Atr
C : 10-4 mg/ml d'Atr
D : 10-3 mg/ml d'Atr

E : 10-2 mg/ml d'Atr
F : 1 mg/ml d'Atr
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ACh (10-4 mg/ml) par l'Atropine.
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2- Effets dose-réponses de M-B, de l'ACh et de Dz sur les

contractions rythmiques du cœur isolé de rat.

Les paramètres cardiaques mesurés dans nos expériences, sont

l'amplitude et la fréquence exprimées respectivement en centimètre (g) et

en battements/ minute (batt/min), puis ramenés en pourcentage (%).

a- Effets de MAÏ-BAO sur les contractions du cœur isolé

de rat.

Les différentes expériences réalisées sur les contractions du cœur isolé

de rat sont faites en perfusant le cœur avec des doses croissantes de M-B. Il

convient de noter que toutes les expériences effectuées sont au nombre de

cinq (5) pour chacune des doses (n = 5). Il apparaît que, MAÏ-BAÜ à des

doses inférieures à 5 mg/ml n'induit aucun effet. Cependant, les doses égales

ou supérieurs à 5 mg/ml induisent des effets inotrope et chronotrope négatifs

dose-dépendants avec une CIsü de 15 mg/ml (Fig 17). Les effets

cardioinhibiteurs de M-B sont toujours précédés d'un faible effet inotrope

positif fugace. Les effets de M-B pour les concentrations inférieures à 50

mg/ml sont totalement réversibles après le retour au Mac Ewen de référence.

Mais ces effets deviennent irréversibles pour les concentrations supérieures

ou égales à 50 mg/ml. Ainsi, la figure 18 représente un exemple typique des

variations de l'amplitude et de la fréquence des contractions cardiaques après

perfusion du cœur isolé de rat avec M-B (15 mg/ml). A cette dose, MAÏ­

BAü induit une diminution l'amplitude des contractions de 0,168 à 0,119g

équivalant à un effet inotrope négatif de 29,16 ± 13,52% et une diminution

de la fréquence des battements cardiaques de 36 à 24 batt/min ; soit un effet

chronotrope négatif de 33,33 ± 12,04%. Cet effet cardioinhibiteur persiste

durant 135s avant de se stabiliser. Cependant, après un retour au Mac Ewen
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de référence, la réversibilité des paramètres cardiaques se fait

progressivement et totalement au bout de 220s.

log [Concentration] (mg/ml)
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Fig 17: pourcentage de diminution de l'amplitude
et de la fréquence cardiaques en

fonction des doses de M-B
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Figure 18 : Effets de M-B à 15 mg/ml sur l'activité mécanique du cœur isolé de rat

A : Enregistrement témoin suivi des effets de M-B (15 mg/ml)
B : suite enregistrement de A
C : suite de B suivi du retour de Mac Ewen de référence
D : suite enregistrement de C
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b- Effets de l'ACh sur les contractions du

cœur isolé de rat.

La figure 19 montre les différents résultats obtenus après perfusion du

cœur avec des concentrations croissantes d'ACh dans une gamme de

concentration de 10-8 mg/ml et 10.2 mg/ml. Les concentrations d'ACh

inférieures à 10-8 mg/ml n'ont aucun effet sur la contraction cardiaque.

Cependant, pour les concentrations supérieures à 10-8 mg/ml, l'ACh induit

une cardioinhibition dose-dépendante avec une CIsD égale à 10-4 mg/ml ( Fig

21). A 10-4 mg/ml, l'ACh induit un effet inotrope négatif de 13,10 ± 1,28% et

une diminution de la fréquence de 55 à 36 batt/min, soit un effet chronotrope

négatif de 20,00 ± 05,110/0.
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Figure 19 : Effets dose-réponses de ACh sur l'activité mécanique
du cœur isolé de rat
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c- Effets du diltiazem sur les contractions du cœur isolé

de rat.

Le diltiazem (Dz) est un anticalcique de référence. Ainsi, pour

comparer l'effet de M-B à celui de Dz, nous avons observé l'effet de Dz sur

le cœur isolé de rat. La figure 21 montre que Dz induit un effet

cardiodépressif dose-dépendant sur les contractions du cœur isolé de rat. La

faible concentration de Dz (10-10 mg/ml) entraîne un effet inotrope positif de

0,140 à 0,154g; soit 10,00 ± 02,72% et aucun effet sur la fréquence

cardiaque. Quant à la plus forte concentration (1 mg/ml), elle induit aussi

bien une diminution de l'amplitude de 0,154 à 0,021g (86,36 ± 10,26%)

qu'une augmentation de la fréquence des contractions de 48 à 54 batt/min

(12,50 ± 2,630/0) (Fig 22). La CIso de Dz est égale à 6.10-1 mg/ml (Fig 22).

En conclusion, Dz induit un effet inotrope négatif dose-dépendant net

et un effet chronotrope positif peu variable d'environ 14% entre 10-10 mg/ml

et 1 mg/ml.
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3- Interaction M-B-Atr et ACh-Atr sur l'activité mécanique

du cœur isolé de rat

L'objectif de ces expériences est de savoir si la cardioinhibition induite

par chacun des produits (M-B et ACh) peut être levée par l'Atr.

a- Interaction M-B - ATr

La figure 23 représente un exemple de cinq (5) expériences réalisées

suite à la perfusion du cœur isolé avec l'association M-B (15 mg/ml) et Atr

(10-2 mg/ml). Ces enregistrements (23 A) montrent d'une part qu'au niveau

de l'amplitude des contractions cardiaques, M-B induit un effet inotrope

négatif de 0,105 à 0,071g; soit 33,33 ± 09,25% après 34 s de perfusion. Par

contre, les enregistrements (23 B) montrent qu'après 18 s de perfusion, le

mélange M-B (15 mg/ml) et Atr (10-2 mg/ml) induit une diminution de

l'amplitude de 0,126 à 0,091g; soit 27,00 ± Il,50%. D'autre part, la

fréquence cardiaque aussi subit une réduction de 48 à 30 batt/min (37,50 ±

08,60%), alors que M-B seul réduit la fréquence de 50,00 ± 16,22%.

Selon le test de comparaison de deux échantillons indépendants par le

test t de Student, les pourcentages de diminution aussi bien de la fréquence

que de l'amplitude des contractions du cœur, induits par M-B (15 mg/ml) et

le mélange M-B (15 mg/ml) - Atr (10-2 mg/ml), diffèrent significativement.

Ce qui nous amène à dire que l'Atr lève partiellement la cardioinhibition

induite par MAÏ-BAO.
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Figure 23 : Effets de l'interaction M-B + Atr Sur l'activité mécanique de cœur isolé de rat

AI : enregistrements témoin suivi des effets
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A2 : suite de AI
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b- Interaction ACh - ATr

La figure 24 est un exemple de cinq (5) expériences réalisées sur

l'activité mécanique du coeur isolé de rat avec le mélange

Atr (10.2 mg/ml) - Ach (10.4 mg/ml). Cette figure 24 B montre qu'aussi bien

l'effet inotrope négatif (38,09 ± Il,05 %), que l'effet chronotrope négatif

(50,00 ±09,80) induits par l'ACh à 10-4 mg/ml (Fig 24 A), s'annulent avec le

mélange ACh-Atr.

Ainsi, la cardioinhibition induite par l' ACh est totalement levée par

l'Atr.
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4- Effets des solutions physiologiques de composition ionique

modifiée dans l'action de MAÏ-BAO et du Diltiazem sur

l'activité mécanique du cœur isolé de rat.

a- Effets du milieu hyperCa'" sur l'action de MAÏ-BAO

sur les contractions du cœur isolé de rat

a.L- Effets du milieu hypcrCa'" sur les contractions

du cœur isolé de rat

Selon la figure 25, la perfusion du cœur avec le milieu hypercalcique (150%

CaClz) conduit à un effet cardiotonique. Cet effet se résume en une

augmentation aussi bien de l'amplitude des contractions de 0,126 à 0,168g

(22,22 ± 09,20%) que de la fréquence des contractions du cœur de 60 à 66

batt/min (10,00 ± 04,53%). Le milieu hypercalcique induit donc sur le cœur

isolé de rat, des effets inotrope et chronotrope positifs. Par ailleurs, le lavage

avec la solution physiologique de référence (ME) rétablit les paramètres des

contractions initiales.

a.2- Effets du milieu hyper-Ca'" sur l'action de MAÏ­

BAO sur contractions du cœur isolé de rat

- La figure 26 montre un exemple de cinq (5) expériences réalisées

avec M-B (15 mg/ml) seul et M-B (15 mg/ml) en milieu hypercalcique

(150%). Ces expériences permettent de constater que:

~ Les enregistrements (26 A) indiquent un effet inotrope

négatif de 0,147 à 0,077g; soit 47,62 ± 26,50% et un effet

chronotrope négatif de 54 à 42 batt/min; soit 22,22 ± 08.20%

après 30s de perfusion avec M-B.
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~ L'action de M-B (15 mg/ml) en milieu hypercalcique (150%

CaCh) représentée par les enregistrements (26 B), donne une

augmentation de l'amplitude des contractions cardiaques de

0,126 à 0,133g (05,26 ± 01,20%) après 21s de perfusion. Et

une diminution de la fréquence des contractions cardiaques

de 28 à 32 batt/min (12,50 ± 04,70%) . Le lavage avec la

solution de Mac Ewen rétablit les paramètres des

contractions cardiaques.

Il apparaît donc que lorsque M-B est mis en milieu hypercalcique, son

action inotrope négatif sur le cœur est annulé. Par conséquent, l'excès de

calcium inhibe la cardioinhibition induite par M-B.



Figure 25 : Effets du milieu hyperCa ++ sur l'activité mécanique
de cœur isolé de rat

A : enregistrements témoin suivi des effets du
milieu hyperCa++ (150%)

B : suite de A suivi du retour au Mac Ewen de référence
C : suite de B

93



RME

twt

B

"fi

... .1

•
M-B (15 mg/ml) + hyperCa++ (150%)

BI fJJHHHJtHJKtm

Bz

...A

1~1!ll. lO'071g

tM-B 15 mg/ml 10 s

Al

Az

~
Q\

RME

B3

~"

BI : enregistrements témoin suivi des effets
de M-B en milieu hyperCa++

B2 : suite de BI et retour au
Mac Ewen de référence

B3 : suite de B2

AI : enregistrements témoin suivi des effets M-B

A2 : suite de AI et retour au Mac Ewen

A3 : suite de A2

Figure 26 : Effets de M-B et de M-B en milieu hyperCa++ sur l'activité mécaniqne de cœur isolé de rat
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b- Effet du milieu hypersodique dans l'action de M-B sur

les contractions de l'activité mécaniquedu cœur isolé

de rat.

La figure 27 nous montre d'une part en A, l'effet de la solution

hypersodique (150% NaCI) et d'autre part, en B, l'action de M-B (15 mg/ml)

en milieu hypersodique (150% NaCI) sur l'activité mécanique du cœur isolé

de rat. On constate que :

• Le milieu hypersodique (150% NaCI) induit un effet inotrope négatif

de 0,091 à 0,035g (61,54 ± 23,33%) et un effet chronotrope positif de 42 à 48

batt/min (14,28 ± 02,23%). Ces effets apparaissent après 33s de perfusion du

cœur. Par ailleurs, ces effets sont réversibles 30s après lavage du cœur avec

la solution physiologique de référence (Fig 27 A).

• M-B (15 mg/ml) en milieu hypersodique (150% NaCI) diminue

l'amplitude des contractions de 0,077 à 0,007g (90,90 ± 07,34%). La

fréquence cardiaque est également diminuée de 54 à 24 batt/min; soit un

effet chronotrope négatif de 55,55 ± 08,22%. Tous ces effets n'apparaissent

qu'après 15s de perfusion du cœur isolé de rat. Ces effets disparaissent après

retour au Mac Ewen de référence.

En conclusion, M-B accentue les effets cardioinhibiteurs de la

solution hypersodique. En plus, la solution hypersodique raccourcit le temps

de latence de l'action de M-B. Ceci nous amène à dire que M-B agit plus

rapidement en milieu hypersodique sur les contractions du cœur.
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Figure 27 : Effets du milieu hyperNa+et de M-B en milieu hyperNa+ sur l'activité mécanique de cœur
isolé de rat

Al : enregistrements témoin suivi des effets
du milieu hyperNa+ (150%)

A2 : suite de Al et retour
au Mac Ewen de référence

BI : enregistrements témoin suivi des effets
de M-B en milieu hyperNa+ et retour au
au Mac Ewen de référence

B2 : suite de BI
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c- Effets du milieu hypercalcique dans l'action de Dz sur

les contractions du cœur isolé de rat

La figure 28 montre un exemple parmi cinq (5) expérimentations

réalisées avec Dz (6.10- 1 mg/ml) en milieu hypercalcique. Ainsi, les

enregistrements 28A montrent que la solution hypercalcique (150% CaCh)

seule augmente l'amplitude des contactions cardiaques de 0,105 à 0,189g;

soit un effet inotrope positif de 44,44 ± 10,30%. Cependant, la fréquence des

contractions subit une réduction de 54 à 24 batt/min ; soit 55,55 ± 08,45%.

Par ailleurs, sur cette même figure, les enregistrements 28B montrent que Dz

(6.10. 1 mg/ml) en solution hypercalcique (150% CaCh), induit un effet

inotrope positif de 0,126 à 0,168g (25,00 ± 04,58%) et un effet chronotrope

négatif de 32 à 26 batt/min (23,07 ± 07,60%).

En conclusion, le diltiazem en milieu hypercalcique, réduit la

cardiotonicité du cœur induite par la solution hypercalcique seule. Aussi, il

apparaît que l'excès de calcium inhibe la cardiodépression induite par le

diltiazem.
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Figure 28: Effets du milieu hyperCa++ et de Dz en milieu hyperCa++ sur l'activité mécanique de cœur isolé de rat

Al : enregistrements témoin suivi des effets
du milieu hyperCa++ (150%)

A2 : suite de Al et retour au Mac Ewen de référence
A3 : suite de A2

BI : enregistrements témoin suivi des effets
de Dz en milieu hyperCa++

B2 : suite de BI et retour au Mac Ewen de référence
B3 : suite de B2
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5- Discussion et conclusion

MAÏ-BAü induit une cardioinhibition en diminuant l'amplitude et

la fréquence des contractions cardiaques à partir des concentrations

supérieures à 5 mg/ml et une hypotension dose-dépendante à partir de 50

mg/ml. Cette hypotension résulterait probablement d'une diminution du

volume de sang injecté dans les vaisseaux par le cœur (MORITA et al,

1982)(131). Les effets de M-B sur le cœur et la pression artérielle sont

semblables à ceux de l'ACh qui, selon WEBB et HOLLANDER,

(1956)(177), GALPER et al, (1977)(66) et BOLTON, (1981)(27) conduit à des

effets inotrope et chronotrope négatifs sur le cœur et à une hypotension dose­

dépendante. Cependant, les effets de M-B aussi bien sur le cœur que sur la

pression artérielle sont partiellement inhibés par l'Atropine qui, selon

NARGEOT (1978)(136), est l'antagoniste de l'ACh sur les récepteurs

cholinergiques de type muscarinique du cœur. A cet effet, M-B pourrait

contenir aussi des substances cholinomimétiques qui agiraient sur le cœur

selon le mécanisme de l'ACh. En fait, l'ACh en se fixant sur les récepteurs

muscariniques de la membrane cellulaire, inhibe les canaux calciques

(WEBB et HOLLANDER, 1956; FIELDS et al, 1978)(177, 59). Cette

inhibition directe des canaux calciques par l' ACh, se fait à travers

l'inhibition de l' adénylcyclase. Par conséquent, la formation de l'AMPc est

diminuée. Il y va aussi de la diminution de la phosphorylation des canaux

calciques voltage-dépendants et partant de la diminution du courant calcique

lent (IKEMOTO et GOTO, 1977; BIEGON et PAPPANO, 1980; HINO

et OCHI, 1980)(96, 22, 91) responsable de la diminution de la fréquence

cardiaque (MURAD et al, 1962 ; WATANABE et al, 1978; CARON et al,

1993i132, 176,31). Cela sous-tend le fait que MAÏ-BAü agirait en partie selon
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le mécanisme de l'ACh. Cependant, compte tenu du fait que l' Atr réduit

l'effet de M-B sans l'annuler, cela suppose qu'il existe dans M-B des

composés muscariniques inhibés par l'atropine et des composés non

cholinergiques qui induisent une hypotension et une cardiodépression

résiduelles en présence de l' Atr. Ces effets sont semblables à ceux des

antagonistes calciques. Car, selon FABIATO et FABIATO, (1979)(57)

FLECKENSTEIN, (1983)(60) et DAVID MC CALL, (1987)(44) les

phénomènes d'excitation - contraction sont dus à la perméabilité

membranaire aux ions calcium à travers le canal calcique lent. Il se trouve

que l'excès de calcium annule l'action cardiodépressive de M-B comme dans

le cas du Diltiazem, un antagoniste calcique de référence. En effet, le

Diltiazem a une haute spécificité pour les canaux calciques voltage­

dépendants (ZANNAD, 1988)(187). De ces expériences, on peut dire que les

effets de M-B sur le cœur sont semblables à ceux des antagonistes du

calcium. Les antagonistes du mouvement du calcium agissent

essentiellement au niveau des canaux calciques voltage-dépendants (KATZ,

1983; CARON et al, 1993)(102,31). Par conséquent, les inhibiteurs de l'influx

calcique peuvent diminuer le courant entrant calcique dans la cellule et

exercer des effets inotrope et chronotrope négatifs sur l'activité du cœur

(GODFRAIND et al, 1986)(71) et une hypertension résiduelle. Aussi, l'effet

cardiodépressif résultant de l'accumulation des ions calcium dans leur

réservoirs que sont la mitochondrie et le réticulum sarcoplasmique des

cellules cardiaques. MAÏ-BAü pourrait donc stimuler cette accumulation.

OTOKORÉ (197SiI40) a montré à travers ses études sur la cinétique de

l'accumulation des ions calcium dans le cœur de porc que la mitochondrie

est un véritable réservoir de ces ions.
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MAÏ-BAO accentue l'action inotrope négative induite par un excès de

Na+. Or l'excès de Na+ dans le milieu extracellulaire entraîne dans un

premier temps l'entrée du Na+ dans la cellule selon le gradient de

concentration. Puis, dans un deuxième temps, l'augmentation du taux de Na+

dans le cytosol induit une sortie du Ca++ par le canal d'échange Na+-Ca++

situé sur la membrane cellulaire (CREPSO et al, 1990; LEDERER et al,

1990; FRANK et al, 1992; MOORE et FAY, 1992i40, 108, 63, 128).

L'amplification de l'effet cardiodépressif du Na+ par M-B, justifierait

l'action anticalcique du breuvage, soit par la stimulation de l'accumulation

des ions calcium dans leur réservoirs, soit par le blocage du courant entrant

calcique. Ainsi, l'hypotension et la cardiodépression induites par MAÏ-BAO

en présence d'Atr pourrait être due à l'inhibition de l'entrée des ions Ca2+

dans la cellule à travers les canaux calciques. Hormis son activité

cardiodépressive persistante, M-B induit aUSSI une hypertension

compensatrice et une cardiotonicité fugace aux concentrations supérieures ou

égales à 15 mg/ml. Cette cardiotonicité peut être due à une dépolarisation

liée à l'augmentation transitoire des courants entrants calciques (KASS et al,

1978ilOl
). Ces courants seraient aussi liés aux mouvements du calcium à

l'intérieur même de la cellule (MOHABIR et al, 1990i127
). A ce titre, M-B

agirait comme Mareya micrantha qui, selon ABO et al, (1998)(2) contient

aussi bien des substances cardioinhibitrices que cardiotoniques. Cependant,

les substances cardioinhibitrices sont prépondérantes sur les substances

cardiotoniques et par conséquent, masquent leur effet.

En conclusion, MAÏ-BAO contient des composés cholinergiques

muscariniques inhibés par l'Atr et des composés cardioinhibiteurs et non

cholinergiques qui seraient des anticalciques. En plus de ces composés, il
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existerait dans MAÏ-BAO, des composés hypertenteurs et cardiotoniques à

effets fugaces. Ces composés seraient donc en faible quantité dans M-B.

Pour séparer ces composés, M-B a été fractionné.
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B- ACTIONS DES FRACTIONS DE MAÏ-BAO (MB-F1;

MB-F2; MB-F3; MB-F4) SUR L'ACTIVITÉ

CARDIOVASCULAIRES

C- 1- Actions des fractions MB-F1; MB-F2; MB-F3; MB-F4 sur

la pression artérielle carotidienne de lapin

a- Effets dose-réponses des fractions sur la pression

artérielle de lapin

Nous allons tester les quatre fractions (FI, F2, F3 et F4) de M-B sur la

pression artérielle carotidienne de lapin par injection de doses croissantes de

chaque produit. Des cinq (5) expériences réalisées pour chaque fraction et

dont les résultats figurent dans le tableau IX, il en résulte :

* dans la gamme des doses comprises entre 50 et 1 800 mg/kg de

PC, la fraction FI induit une très faible hypotension allant de 4 ± 1,00 mmHg

à 6 ± 1,52 mmHg. Cette hypotension ne varie pas même pour les

concentrations supérieures. L'effet de MB-F 1 est rapidement réversible.

* la fraction MB-F2 induit une hypotension dose-dépendante qui

varie de 6 ± 1,05 mmHg pour 50 mg/kg de PC à 20 ± 4,41 mmHg pour 2000

mg/kg de PC (Fig 29). Il faut noter que l'hypotension induite par MB-F2 a

une valeur maximale égale à 20 ±4,41 mmHg quelle que soit l'augmentation

des doses de MB-F2 au delà de 2000 mmHg (Tabl IX).

* la fraction MB-F3 induit une faible hypotension inférieure

6 ±2,01 mmHg suivie d'une hypertension dose-dépendante qui varie de
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4 ± 1,00 mmHg pour 50 mg/kg de PC à 20 ± 07,16 mmHg pour 2200 mg/kg

de PC. En outre, l'hypertension reste toujours réversible comme le montre la

figure 30 au bout de 142 s pour la dose de 2 200 mg/kg de PC.

* la fraction MB-F4 n'induit qu'une très faible hypertension dont la

valeur maximale est 5 ± 02,35 mmHg à 800 mg/kg de PC. Cette

hypertension reste faible même pour des doses allant jusqu'à 2200 mg/kg de

PC.

La fraction MB-F 1 induit une très faible hypotension, alors que la

fraction MB-F2 induit une hypotension dose-dépendante semblable à l'effet

de MAÏ-BAü. Quant à la fraction MB-F3, elle induit une hypertension dose­

dépendante. La fraction MB-F4 entraîne une très faible hypertension. Il faut

également souligner que les effets des fractions sur la pression artérielle sont

réversibles quelle que soit leur concentration.
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Tableau VI: hypotension et hypertension induites par MB-FI ; MB-F2;

MB-F3 et MB-F4 sur la pression artérielle de lapin

[ ] mg/kg NaCI 50 600 800 1000 1400 1600 1800 2000 2200

fractions 9%0

MB-FI ° -4 -4 - 5 -4 - 5 - 5 -6 -6 - 6

±2,07 ±1,98 ±2,05 ±3,09 ±1,35 ±3,18 ±1,83 ±2,12 ±1,52

MB-F2 ° - 6 - 8 - 9 - 10 - 10 5 - 12 - 15 - 20 - 20,

±1,05 ±4,55 ±3,98 ±2.00 ±2,78 ±1.47 ±4,26 ±4,41 ±5,02

MB-F3 ° +4 +6 + 10 + Il + 12 +12,8 + 14 + 16 + 20

±2,00 ±3,11 ±2,90 ±5,33 ±4,43 ±3,23 ±3,68 ±4,65 ±7,16

MB-F4 ° +4 +4 +5 +4 +4 +2 +4 +3 +3

±1,35 ±2,24 ±2,35 ±1,27 ±2,67 ±1,40 ±2,05 ±1,52 ±2,22

Signe (+) : hypertension

Signe (-) : hypotension



106

10 s

B
tMB-F, 50 mg/kg de PC

C ,r--....--"....,.-~

iMB-F, 800 mg/kg de

D ~~"""""-~"..,J

rMB-F, 1400 mg/kg de PC

E ----..-...,.------.............-

MB-F2 1800 mg/kg de PC

4 1\ .r

Figure 29 : Effets dose-réponses de MB-F2 sur la pression
Artérielle de lapin
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Figure 30 : Effets des dose-réponses de MB-F3 sur la pression Artérielle de lapin
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b - Étude comparative de l'action de MB-F2 et M-B sur

la pression artérielle de lapin

La figure 31 montre que des concentrations 50 à 2000 mg/kg de PC, les

hypotensions induites par M-B et NIB-F2 sont similaires. Cependant,

l'hypotension induite par MAÏ-BAO est élevée par rapport à celle de MB-F2.•

Mais au delà de 1 000 mg/kg de PC, c'est-à-dire à 2200 mg/kg de PC, M-B

induit une forte hypotension de valeur égale à 58 ± 06,33 mmHg avec une

CIso= 1800 mg/ml, alors que l'hypotension induite par MB-F2 reste faible et

égale à 20 ± 05,02 mmHg avec une CIso = 1000 mg/kg de PC. Cependant, la

comparaison de l 'hypotension induite par ces deux produits selon le test t de

Student, indique que dans l'intervalle de 50 à 2000 mg/kg de PC, les valeurs

des hypotensions induites par M-B et MB-F 2 ne sont pas significativement

différentes.

On peut alors conclure que le fractionnement n'améliore pas

significativement l'action de M-B sur la pression artérielle carotidienne de

lapin.
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Fig 31: Comparaison des effets hypotensifs de
M-B et de F2 sur la pression artérielle

carotidienne de la in.
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c- Interaction MB-F2--Atr sur la pression artérielle

carotidienne de lapin.

La figure 32 montre l'interaction de MB-F2 (2 000 mg/kg de PC)

avec l' Atr à des doses variant de 10-4 à 10-1 mg/ml. Il apparaît que

l'hypotension induite par MB-F2 à cette concentration, soit 20 ± 5,02 mmHg

est de plus en plus réduite par les doses croissantes d'Atr. La réduction

maximale par l' Atr de 1'hypotension induite par MB- F2 est de 20%. Par

ailleurs, la réversibilité de 1'hypotension devient lente et passe alors de 70 s

en absence d'Atr à 105 s après injection de 10-1 mg/ml d'Atr.

L'Atr n'entraîne donc qu'une inhibition partielle de l'hypotension

induite par la fraction MB-F2 tout en allongeant la durée de la réversibilité.
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Figure 32 : Effets Interaction MB-F2 - Atr sur la pression Artérielle de lapin

A: Effets de MB-f2 à 2000 mg/kg de PC
Les figures suivantes montrent les effets de MB-f2 2000 mg/kg
de PC après injection respectivement des doses de :

B: 10-4 mg/ml d'Arr
C: 10-3 mg/ml d'Atr

D : 10-2 mg/ml d'Atr
E : 10-1 mg/ml d'Atr
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Après avoir étudié l'action des différentes fractions sur l'animal

entier, nous allons tester leur effets sur le cœur de rat. Ces expérimentations

visent à expliquer les résultats obtenus sur la pression artérielle qui est

tributaire en partie de l'activité contractile du cœur.

2- Actions des fractions MB-F}, MB-F2, MB-F3 et MB-F4 sur

l'activité mécanique de cœur de rat

a- Effets des différentes fractions de MAÏ-BAO sur

l'activité mécanique de cœur isolé de rat.

Les différentes figures de cette étude sont des exemples typiques de

cinq (5) expériences réalisées pour chacune des fractions et pour chacune des

concentrations testées. A cet effet,

.- la figure 33 montre l'action de NIB-FI sur les contractions du

cœur isolé de rat. Cette fraction induit une faible cardioinhibition qui se

résume en une faible diminution aussi bien de l'amplitude que de la

fréquence des contractions cardiaques. Les pourcentages de diminution

n'excèdent pas 10%.

+- la figure 34 montre l'action de la fraction MB-F2 sur le cœur

isolé de rat dans l'intervalle de concentrations de 10-4 mg/ml à 15 mg/ml. On

constate que MB-F2 induit une cardioinhibition dose-dépendante qui se

traduit par des effets inotrope et chronotrope négatifs similaires à ceux de

MAÏ-BAO (Tabl VII). Ainsi, à la concentration de 1 mg/ml (planche C) par

exemple, MB-F2 diminue l'amplitude de 0,112 à 0,071g; soit un effet

inotrope négatif 33,33 ± 08,07% et la fréquence de 42 à 39 batt/min; soit un

effet chronotrope négatif



MB-F1 10-4 mg/ml

c . Il .l(. illl~rrl~11111' ~I~~I~II
t

MB-F1 1 mg/ml

MB-F1 5 mg/ml

MB-F1 15 mg/ml

Figure 33 : Effets de MB-F1 sur l'activité mécanique
de cœur isolé de rat
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Figure 34 : Effets de MB-F2 sur l'activité mécanique
du cœur isolé de rat
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égal à 7,43 ± 02,68%. Cette cardioinhibition devient de plus en plus forte au

fur et à mesure que les doses de MB-F2 augmentent. C'est ainsi que les

concentrations de 5 mg/ml (planche D) et de 15 mg/ml (planche E) induisent

une diminution de l'amplitude des contractions respectivement de 0,091 à

0,049g; soit 46,15 ± 12.28% et de 0,071 à 0,021g; soit 70,00 ± 10,46%. Ces

mêmes concentrations (5 mg/ml et 15 mg/ml) entraînent aussi une

diminution de la fréquence cardiaque respectivement de 41 à 37 batt/min

(09,75 ± 01,14%) et de 36 à 32 batt/min (11,11 ± 04,05%). Tous ces effets se

produisent au bout de 14s et de lOs de perfusion respectivement pour 5

mg/ml et 15 mg/ml et sont réversibles.

En conclusion, on peut dire que F2 exerce un effet cardioinhibiteur

semblable à celui de MAÏ-BAÜ sur le cœur isolé de rat.

.- la figure 35 montre l'action de la fraction MB-F 3 sur les

contractions cardiaques. Ainsi, les enregistrements A et B montrent qu'aux

doses de 10-4 mg/ml à 10-2 mg/ml, MB-F 3 induit de très faibles effets inotrope

et chronotrope négatifs. Cependant, à partir de 10-1 mg/ml, F3 induit un effet

inotrope positif et chronotrope négatif. C'est ainsi qu'à 1 mg/ml, MB-F3

entraîne une augmentation de l'amplitude de 0,126 à 0,140g (11,11 ±

03,20%) et une diminution de la fréquence de 35 à 31 batt/min (11,43 ±

1,77%). Ces effets sont accentués avec l'augmentation des doses jusqu'à la

dose de 15 mg/ml où on obtient une augmentation de l'amplitude de 0,133 à

0,175g (31,58 ± 08,05%) et une diminution de la fréquence de 46 à 38

batt/min (17,37 ± 03,42%). Ces effets apparaissent après 37 s de perfusion

pour 1 mg/ml et 17s pour la dose de 15 mg/ml. Au delà de 15 mg/ml, les

effets induits par MB-F 3
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Figure 35 : Effets de F3 sur l'activité mécanique
de cœur isolé de rat
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restent les mêmes et semblables à ceux de 15 mg/ml. Par conséquent, 1

Concentration cardiotonique 50% (CTso) est égale à 1 mg/ml. Par ailleurs, il

convient de noter que tous ces effets sont réversibles.

En conclusion, à des doses égales ou supérieures à 1 mg/ml, MB-f3

exerce un effet cardiotonique comparable à celui des digitaliques.

• - la figure 36 montre l'action de MB-f4 sur l'activité mécanique de

cœur isolé de rat. Dans la gamme de concentrations variant de 10-4 mg/ml à

15 mg/ml, MB-f4 exerce peu d'effets sur les contractions cardiaques. Ce sont

de très faibles effets inotrope et chronotrope négatifs (10-4 mg/ml) ou

inotrope positif et chronotrope négatif (5 et 15 mg/ml).

En conclusion, il convient après analyse, de dire que MB-f2 et

MB-f3 induisent respectivement des effets cardioinhibiteurs et

cardiotoniques sur le cœur isolé de rat. Par contre, les deux autres fractions

MB-f 1 et MB-f4 n'induisent pas d'effets notables sur l'activité mécanique

du cœur isolé de rat.(tabl VII).
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de cœur isolé de rat
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TABLEAU VII : Pourcentage de variation de l'amplitude des contractions
et de la fréquence maximales cardiaques en fonction des
doses des substances pharmacologiques

~
MAI-BAO FI F2 F3 F4

A- F- A- F- A- F- A- A+ F- A- A+ F-
Doses(mgl (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

° ° ° 05,55 ° ° 06,66 ° 05,55 ° ° °10-4 ± ± ±
01,67 02,99 01,48

° ° ° 03,70 04,00 05,45 09,37 ° 05,00 05,00 0 06,67
10-2 ± ± ± ± ± ± ±

02,07 03,05 01,25 02,80 1 01,35 03,40 02,23

° ° 05,55 05,77 29,41 21,43 0 11,11 Il,43 0 ° 07,14
1 ± ± ± ± ± ± ±

02,65 02,36 08,07 07,08 03,20 01,77 01,33
5,26 20 07,69 02,17 37,10 26,08 0 17,65 16,66 0 05,00 14,28

5 ± ± ± ± ± ± ± ± ± ±
00,22 06,24 04,32 0,97 06,28 01,14 04,98 04,38 02,22 04,83
29,16 33 7,69 01,96 70,00 30,00 0 31,58 17,37 0 03,22 15,38

15 ± ± ± ± ± ± ± 1 ± ± ±
03,52 06,04 01,78 01,00 11,46 31,05 02,05 03,05 01,85 05,52

A"t": Effet inotrope positif.
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b- Études comparatives des effets de M-B et de la fraction

MB-F2 sur l'activité mécanique de cœur isolé de rat.

b.l- Effets sur l'amplitude des contractions

Selon la figure 37, les deux produits (M-B et MB-f2) entraînent une

diminution progressive de l'amplitude des contractions cardiaques dans

l'intervalle de concentrations de 10-4 mg/ml à 15 mg/ml. Cependant, la

diminution induite par MB-f2 est plus forte que celle de M-B. Ainsi, MB-f2

et M-B induisent le même effet inotrope négatif sur le cœur isolé de rat avec

des CIso respectives de 5 mg/ml et 15 mg/ml.

Le test de comparaison de deux échantillons appariés du test t de

Student utilisé pour la comparaison des effets de MB-f2 et M-B indique que

les pourcentages de diminution de l'amplitude de MB-f2 et M-B sont

significativement différents. Alors, nous pouvons conclure que MB-f2 est

plus active sur l'amplitude des contractions du cœur isolé de rat que M-B.

b.2- Effet sur la fréquence des contractions

Les deux produits (M-B et MB-f2) induisent une diminution de la

fréquence des contractions cardiaques dans l'intervalle de concentrations

10-4 mg/ml à 15 mg/ml (fig 38). Cependant, contrairement à la diminution

progressive induite par M-B sur la fréquence cardiaque, la diminution de la

fréquence cardiaque induite par MB-f2 reste constante à partir de 1 mg/ml..

De cette étude, il ressort donc que NIB-f2 et M-B induisent des effets

chronotropes négatifs sur le cœur isolé de rat avec des CIsorespectives de

5 mg/ml et 15 mg/ml.
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Le test de comparaison de deux échantillons appariés du test t de

Student utilisé pour comparer les effets des deux produits sur la fréquence

des contractions cardiaques, montre que les pourcentages de diminution de la

fréquence induits par M-B et MB-F2 ne diffèrent pas significativement

Donc MAÏ-BAü n'est pas plus active sur la fréquence des contractions que

F2 et vis-versa.

c- Études comparatives des effets de la fraction MB-F3 et

de la digoxine (Dx) sur l'activité mécanique de cœur

isolé de rat.

c.I- Effets de Dx sur l'activité mécanique de cœur isolé

de rat.

Nous avons réalisé cinq tests pour chacune des doses de Dx sur le

cœur de rat (Fig 39). De ces expériences, il ressort que Dx exerce un effet

inotrope positif dose-dépendant et un effet chronotrope négatif environ 30 s

après le début de la perfusion du cœur. Ainsi, les enregistrements de A à D

représentant les effets des concentrations de 10-8 mg/ml à 10-2 mg/ml sur le

cœur, montrent que Dx induit une augmentation de l'amplitude de

07,41 ± 02,20% à 36,00 ± 10,80% et une diminution de la fréquence de

20,00 ± 13,42% à 15,15 ± 07,53%.

Par ailleurs, il convient de noter la courte durée de l'effet inotrope

positif, soit environ 70 s pour les doses de 10-8 à 10-6 mg/ml. Par contre, pour

les concentrations supérieures à 10-6 mg/ml, l'effet inotrope positif se

stabilise sur une longue durée. Tous ces phénomènes induits par Dx sont

parfaitement réversibles après un retour au Mac Ewen de référence.
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Figure 39 : Effets dose-réponses de Dx sur l'activité mécanique
de cœur isolé de rat



124

c.2- Étude comparative des effets de MB-F3 et Dx sur

l'amplitude des contractions cardiaques.

Les courbes des effets de doses croissantes de Dx et de NIB-F3

indiquent une augmentation progressive de l'amplitude des contractions

cardiaques (Fig 40). Cependant, la concentration de Dx qui augmente

l'amplitude des contractions cardiaques de 50%, soit 10-6 mg/ml est très

faible par rapport à celle de MB-F 3 qui est égale à 1 mg/ml.

c.3- Étude comparative de MB-F3 et Dx sur la

fréquence des contractions cardiaques.

La courbe de Dx montre que Dx et MB-F3 exercent une inhibition

sur la fréquence cardiaque (Fig 41). En effet, l'inhibition induite par Dx et

MB-F3 est progressive avec des CIsorespectives de 10-4 mg/ml et 10-1 mg/ml.
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3- Étude de l'interaction MB-F2 - Atr sur l'activité

mécanique de cœur isolé de rat

La figure 42 représente un exemple de cinq (5) expériences

effectuées sur l'interaction MB-f2 - Atr. Ainsi, les enregistrements A

représentent l'effet de MB-f2 (5 mg/ml) sur l'activité mécanique de cœur

isolé de rat. La fraction F2 induit un effet inotrope négatif faisant passer

l'amplitude de 0,105 à 0,077g; soit 26,66 ± 08,05%. Quant aux battements

cardiaques, F2 diminue la fréquence de 46 à 34 batt/min; soit 26,08 ±

09,33%.

Les enregistrements B représentent l'effet du mélange

MB-f2 (5 mg/ml) et Atr (10.2 mg/ml) sur l'activité mécanique du cœur isolé

de rat. On constate que ce mélange MB-f2 + Atr induit une diminution de

l'amplitude de 0,105 à 0,091g (13,33 ± 03,05%) et une diminution de la

fréquence, le nombre de battements cardiaques par minute passe de 31 à 27

batt/min; soit 12,90 ± 05,20%.

Ainsi, on remarque qu'en présence d'Atr (10.2 mg/ml), l'effet

inotrope négatif de MB-f2 (5 mg/ml) est réduit de 50,53%, quand l'effet

chronotrope négatif est relevé de 58,78%. L'Atr antagonise donc

partiellement les effets inotrope et chronotrope négatifs induits par MB-F2 •
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Al : enregistrements témoin suivi des effets F
2

A2 : suite de Al et retour au Mac Ewen de référence
A3 : suite de A2

BI : enregistrements témoin suivi des effets F2 + Atr
B2 : suite de BI et retour au Mac Ewen de référence
B3 : suite de B2
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4- Effets des solutions physiologiques de composition ionique

modifiée dans l'action de MB-F2 et MB-F3 sur l'activité

mécanique de cœur isolé de rat.

a- Effets sur la fraction MB-F2

a.l- Effets de MB-F2 en milieu hypercalcique

La figure 43 montre l'action de MB-F2 à 5 mg/ml et l'action de

MB-F2 (5 mg/ml) en milieu hypercalcique (150% CaCh) sur le cœur isolé de

rat. La diminution de l'amplitude des contractions de 0,105 à 0,063g (40 ±

05,30%) qu'entraîne MB-F2 à 5 mg/ml (Fig 43A) est annulée par l'excès de

calcium (43 B). On observe alors que, MB-F2 en milieu hypercalcique, induit

un effet inotrope positif de 0,105 à 0,126g; soit 20,00 ± 07,53%

d'augmentation de l'amplitude. Quant à l'effet chronotrope négatif de 26,47

± 12,00% induit par MB-F2 (5 mg/ml), il est accentué en présence de l'excès.

On peut dire que l'excès de calcium inhibe l'action de MB-F2 sur

l'amplitude des contractions cardiaques.

a.2 -Effets de la fraction MB-F2 en milieu

hypersodique

La figure 44 montre deux types d'enregistrement. Les

enregistrements A représentent l'effet de la solution hypersodique (150%

NaCl) et les enregistrements B représentent l'effet de la fraction MB-F2

(5 mg/ml) en milieu hypersodique (150% NaCI) sur l'activité mécanique du

cœur isolé de rat.

On note que la solution hypersodique diminue l'amplitude des

contractions cardiaques de 0,105 à 0,056g; soit 38,89 ± 04,02%, mais est
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Sans effet notable sur la fréquence cardiaque. Cependant, l'association

MB-F2 (5 mg/ml) et l'excès de sodium, diminue l'amplitude des contractions

du cœur de 0,133 à 0,035g ; soit 73,68 ± 13,47% et est également sans effet

notable aussi sur la fréquence cardiaque.

La MB-f2 amplifie l'effet inotrope négatif de la solution hypersodique

de 34,79% sur les contractions du cœur isolé de rat.

b- Effets sur la fraction MB-F3

b.l- Effets de la fraction MB-F 3 en milieu

hypocalcique sur l'activité mécanique de cœur

isolé de rat.

Les enregistrements A et B de la figure 45 représentent respectivement

l'effet de la solution hypoca1cique (50% CaCI2) et celui de NIB-F3 (1 mg/ml)

en milieu hypoca1cique (50% CaCh) sur les contractions de cœur isolé de rat.

De ces enregistrements, on note que la solution hypoca1cique (50%

CaCh) entraîne une diminution de l'amplitude des contractions de 0,133 à

0,105g; soit un effet inotrope négatif de 21,05 ± 03,52%. Cette solution n'a

aucune action sur la fréquence des contractions cardiaques. Par ailleurs,

MB-F3 (1 mg/ml) en milieu hypoca1cique (50% CaCh) induit une diminution

de l'amplitude de 0,119 à 0,1 05g ; soit un effet inotrope négatif de

11,76 ± 04,36% sans produire des modifications notables sur la fréquence

cardiaque.

On note que NIB-F3 réduit la cardioinhibition induite par la solution

hypocalcique d'environ 44,13%.
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b.2- Effets de la fraction MB-F3 en milieu

hypersodique sur l'activité mécanique de cœur

isolé de rat.

Les enregistrements 46A et 46B représentent respectivement l'effet de la

solution hyperl-la" (1S0%) et celui de MB-f3 (1 mg/ml) en milieu hyperNa"

(lS0%) sur les contractions de cœur isolé de rat.

Il apparaît que la solution hyperNa+ entraîne une diminution de

l'amplitude des contractions de 0,10S à 0,063g ; soit un effet inotrope négatif

de 40,00 ± 12,340/0, avec une faible diminution de la fréquence cardiaque.

Toutefois, la présence de MB-f3 (1 mg/ml) dans la solution hyperbla'

(1S0%) induit une augmentation de l'amplitude de 0,126 à 0,140g ; soit un

effet inotrope positif de Il, Il ± 02,31 % sans effet notable sur la fréquence

cardiaque.

On peut noter que NIB-F3 annule la cardiodépression induite par la

isolution hyperl-la".
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5- DISCUSSIONS ET CONCLUSIONS

Parmi les quatre (4) fractions de M-B, seules MB-F2 et MB-F3 sont

significativement actives. En effet, MB-F2 induit une cardioinhibition

doublée d'une hypotension alors que F3 induit un effet inotrope positif et une

hypertension. Ces différents résultats corroborent l'hypothèse selon laquelle

MAÏ-BAO contiendrait plusieurs substances bioactives. En effet, la

cardioinhibition persistante induite par M-B est comparable à celle de F2 qui

reste plus intensifiée. Ceci montre que le fractionnement a permis d'isoler

seulement les substances cardioinhibitrices dans MB-F2.

Paradoxalement, l'hypotension induite par M-B est plus forte que

celle de MB-F 2 . Cela laisse supposer que l'extrait total (MAÏ-BAO)

contiendrait des molécules qui renforceraient l'effet hypotensif de MB-F 2. Le

fractionnement a donc débarrassé MB-F2 de ces molécule. L'Atropine,

antagoniste caractéristique de l' ACh sur les récepteurs muscariniques

(NARGEOT, 1978; GIACHETTI et al, 1986; MICHELETTI et al,

1987)(136, 67, 125), annule partiellement l'action de MB-F2 aussi bien sur la

pression artérielle que sur le myocarde. Cette inhibition étant partielle, cela

suppose que MB-F2 contiendrait en plus des substances cholinomimétiques,

d'autres substances comme la MB-F 2 de Mareya micrantha (ABO et al,

1998P). Pour ce qui concerne les substances cholinergiques, leur actions

cardioinhibitrice et hypotensive serait due à leur fixation sur les récepteurs

muscariniques du cœur (HAMMER et al, 1986)(84). Par conséquent, l'entrée

du Ca++ dans la cellule est freinée. Car, l'ACh provoque une inhibition du

courant calcico-sodique (GILES et NOBLE, 1976; IKEMOTO et GOTO,

1975)(68,97). L'antagonisme observé entre MB-F2 et l'Atr laisse supposer que

l'action de MB-F 2 sur le cœur passerait par les mêmes mécanismes que

l'ACh.
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L'effet cardioinhibiteur et vasodilatateur de MB-F2 est annulé par

l'excès de Ca++ dans le milieu extracellulaire. Cela suppose q' en présence de

MB-F2, il Ya une réduction de l'entrée du Ca2
+ dans les cellules cardiaques,

entraînant ainsi une diminution de la force des contractions cardiaques. Cet

effet cardioinhibiteur de MB-F2 est partiellement antagonisé par l'atropine,

par ailleurs NIB-F2 exerce aussi un effet inhibiteur sur l'influx calcique. De

ce fait, les substances cardioinhibitrices non cholinergiques de MB-F2

pourraient être des anticalciques. Ce qui corrobore l'effet hypotensif exercé

par MB-F2 sur la pression artérielle. Les antagonistes du calcium, en exerçant

une inhibition spécifique sur le courant entrant calcique à travers les canaux

calciques, réduisent ainsi l'entrée du Ca++ dans le cellule. Ainsi, le milieu

intracellulaire étant appauvri en Ca++, il en résulte une cardiodépression et

une vasodilatation dose-dépendante (WEISS, 1977; ROSENBERGER et

TRIGGLE, 1978; KARAKI et WEISS, 1984i179
, 153, 100). Cela est en accord

aussi avec les travaux de CAUVIN et VAN BREEMEN, (198Si34
) qui ont

montré que les inhibiteurs calciques induisent une relaxation dose­

dépendante du muscle lisse. La fraction MB-F2 réduit donc le phénomène

excitation-contraction des muscles cardiaques et des muscles lisses des

vaisseaux. Ce phénomène se fait à travers le courant calcium entrant lent

(LABRID et al, 1979)(,105). La fraction MB-F2 inhibe alors l'entrée du

calcium dans la cellule en réduisant la contractilité des muscles cardiaque et

vasculaire. Selon WEISS (1977)(179), seuls les canaux calciques de la

membrane cellulaire sont inhibés par les antagonistes du calcium, réduisant

ainsi l'entrée du Ca++ dans la cellule.

A l'instar de MAÏ-BAO, l'effet inotrope négatif induit par l'excès de

sodium est renforcé par MB-F2. L'augmentation du sodium extracellulaire

entraîne moins d'entrée de calcium dans la cellule. Car, il existe sur la
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membrane de la cellule cardiaque le canal calcico-sodique. Ces deux ions

empruntant le même canal. Si la concentration extracellulaire du sodium

augmente, il se manifeste une compétition entre le sodium et le calcium pour

leur passage à travers la membrane cellulaire. Par ailleurs, l'apport du Ca++

extracellulaire relève la cardioinhibition de MB-F2• A cet effet, MB-F2

agirait en partie, en bloquant les canaux calciques, empêchant ainsi l'entrée

du Ca++ dans la cellule.

Nos résultats montrent que la fraction MB-F2 est partiellement un

anticalcique et un cholinomimétique direct, agoniste de l'ACh sur les

récepteurs muscariniques du cœur. Afin d'approfondir nos expérimentations

sur le mécanisme biochimique de l'action cholinomimétique, nous allons

testé MB-F2 sur l'acétylcholinestérase (AChE). En effet, l'action de MB-F2

sur le système cardiovasculaire, pourrait résulter de l'inhibition de l'AChE

qui est l'enzyme spécifique de l'élimination de l' ACh dans l'espace

synaptique (MASSOULIÉ et al, 1993i121
). L'AChE étant une enzyme de

régulation, l'étude de l'action de MB-F2 sur elle, nous précisera l'action

cholinomimétique directe ou non de MB-F2•

En conclusion partielle, la fraction MB-F2 exerce une cardioinhibition

et une hypotension dose-dépendantes. Ces effets ont permis de comparer

MB-F2 aux substances cholinomimétiques grâce à l'action inhibitrice

partielle de l'Atr aussi bien sur la cardioinhibition que sur 1'hypotension

induites par MB- F2. la cardioinhibition induit par MB-F2 est levée par l'excès

de Ca++, mais accentuée par l'excès de Na+ en raison de la compétition Na+­

Ca'". Ces résultats nous ont amené à comparer MB-F2 aux anticalciques dont

le rôle principal est d'inhiber les canaux calciques. Par conséquent, MB-F2

contiendrait à la fois des substances cholinomimétiques et anticalciques.

Quant à la fraction F3 de MAÏ-BAü, elle induit un effet inotrope
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positif dose-dépendant sur le cœur isolé de rat comparable à celui montré par

CORABOEUF et al (1953)(39), BRAUWALD et al (1961i28
) et AKERA,

(1977)(8) sur glycosides cardiaques au niveau du tissu isolé du cœur. De

cette comparaison, on peut dire que sur le système cardiovasculaire, MB-F3 a

les mêmes effets que les digitaliques dont la propriété pharmacologique

essentielle est l'effet inotrope positif et chronotrope négatif (CATTLE et

GOLD, 1938; BRAUNWALD et al, 1961; YANKOPOULO et al, 1968i33
,

28, 184). A cet effet, les glycosides cardiaques sont utilisés pour leur effet

bénéfique sur l'insuffisance cardiaque (BENTFELD et al, 1977; BUSSE et

al, 1979; MORGAN et MORGAN, 1984)(18,30,130). L'effet inotrope positif

de MB-f3 est comparable à celui de la Mansonine (GUEDE, 1977; EHILE

et al, 1991)(77, 53) et de Parquetina nigrescens (DATTÉ et ZIEGLER,

2001)(43). Alors MB-f3 pourrait donc agir sur le cœur selon le mécanisme

d'action des glycosides cardiaques, qui se fonde sur l'inhibition de l'ATPase

Na+-K+ (DZIMIRI et al, 1987)(52) qui est le récepteur des digitaliques

REPKE (1964)(151). Bien que l'inhibition de la pompe à sodium soit

responsable de l'effet inotrope positif des digitaliques, elle implique les

mouvements ioniques du sodium, du potassium et du calcium (NOBLE,

1980)(140). Le calcium en particulier joue un rôle primordial dans le couplage

des phénomènes d'excitation-contraction-relaxation. Ces hypothèses nous

ont amené à étudier l'action des solutions physiologiques de composition

ionique modifiée sur l'effet de MB-f3 au niveau de l'activité mécanique du

cœur isolé de rat. Cette assertion corrobore le mécanisme d'action des

digitaliques qui inhibent dans un premier temps l'ATPase Na+-K+

membranaire. Cela entraîne l'augmentation des ions Na+ dans la cellule.

Dans un deuxième temps les digitaliques se fixent sur leur propre site qui est

le canal d'échange Na+-Ca++. Par conséquent, le fonctionnement du canal

d'échange Na+-Ca++ électrogénique (GILLIS et OUEST, 1980)(69)
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transmembranaire se met en place afin de faire rentrer une molécule de

calcium contre la sortie de trois (3) molécules de sodium de la cellule. Il en

résulte une surcharge calcique du réticulum sarcoplasmique (NAYLER,

1973; CARRIER et al, 1974) (137.32) dont le rôle est de maintenir constante

la concentration cytosolique du calcium. Cette surcharge déclenche une

libération autocatalytique plus importante du calcium par le phénomène de

"calcium induced calcium release" de FABIATO, (1983i56
). L'augmentation

du taux calcique cytosolique entraîne une activation de l'appareil contractile

du muscle cardiaque induite par NIB-F3 et les digitaliques. Ce même

mécanisme dans les muscles lisses des vaisseaux pourrait expliquer

l'élévation de la pression artérielle par MB-F3. L'excès du sodium induit un

effet inotrope négatif sur le cœur isolé de rat. Cependant, en présence de

MB-F3, cet effet est totalement levé en fonction de l'accroissement de

l'influx calcique. Ceci préjuge de l'inhibition de l'entrée du sodium dans la

cellule par MB-F3 en ralentissant le courant entrant sodique.

Après le milieu hypersodique, nous avons étudié l'action de F3 sur le

cœur isolé en milieu hypocalcique. Les résultats ont permis de constater que

MB-F 3 relève totalement l'effet inotrope négatif du milieu hypocalcique. De

ces résultats, on pourrait dire que MB-F3 augmente le taux de Ca++

intracellulaire; soit par l'entrée massive du Ca++ qu'il contiendrait; soit par la

mobilisation du Ca++ intracellulaire ou soit par les deux mécanismes à la fois.

Ainsi, tout comme les digitaliques, MB-F3 pourrait induire une inhibition de

l'ATPase Na+-K+, ce qui aurait pour conséquence la libération du Ca++

intracellulaire. Cette libération du calcium intracellulaire justifie le fait que

les effets cardioinhibiteurs des milieux hypocalcique et hypersodique soient

levés en présence de NIB-F3.
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MB- F3 exerce un effet inotrope positif et chronotrope négatifanalogues

à ceux des glycosides cardiaques. A l'instar de ces derniers, MB-f3 pourrait

se fixer sur l'ATPase Na+-K+ et bloquer le fonctionnement de la pompe à

sodium. Par conséquent, MB-f3 augmenterait le flux entrant calcique lent.

Car des expériences de voltage-clamp ont montré qu'en présence des

digitaliques, le courant entrant calcique est augmenté (SOROLO et al, 1974;

FOZZARD et BEELER, 1975)(163, 62) . Ceci, à l'instar du mécanisme

d'action de la Digitaline (WEINGART et al, 1978; MARBAN et TSIEN,

1979; NOBLE, 1980; MARBAN et TSIEN, 1982)(178, 119, 140, 118) , de la

Mansonine (GUEDE, 1989; GUEDE et al, 1992)(78, 79) et de la Ouabaïne

(MICKAEL et al, 1978; BIEDERT et al, 1979; SEIFEN et al, 1979)(126,21,

161). Mais au niveau du myocarde, ce courant entrant calcique reste

insuffisant pour déclencher la contraction (RASMUSSEN et al, 1985)(148).

Donc, à ce courant calcique, il faut joindre le calcium intracellulaire par

l'intermédiaire du phénomène de "calcium induced calcium release". Cela

entraîne non seulement la libération du calcium fixé à la membrane du

réticulum sarcoplasmique dans le cytosol (CARRIER et al, 1974;

LÜLLMANN et PETERS, 1978i32
, 113); mais aussi la libération du calcium

emmagasiné dans le réticulum sarcoplasmique (DHALLA et al, 1978;

DHALLA et al, 1984 1989)(48,47). Par ailleurs, nous avons montré que

MB-f3 induit une hypertension dose-dépendante qui peut s'expliquer par son

action tonicardiaque. Car, la pression artérielle dépend en partie de la

composante cardiaque (force de contraction du cœur) et de la composante

vasculaire suite à l'augmentation des résistances vasculaires périphériques

(ALLAIN, 2000)(9) . La fraction MB-f3 agirait donc directement sur les

fibres vasculaires lisses artérielles et veineuses pour induire une

vasoconstriction. Nous avons aussi montré que l'effet cardiotonique est plus

prononcé avec la digoxine qu'avec la F, compte de l'état purifié de la
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digoxine. Cependant, les deux effets cardiotoniques restent comparables. A

partir de nos résultats, il convient donc d'étudier l'action de MB-F3 sur

l'ATPase Na+-K+ membranaire avec des techniques biochimiques afin de

tirer des conclusions plus probantes qui pourraient préciser le mécanisme

d'action de MB-F3 à l'échelle cellulaire.
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A- ACTION DE MAÏ-BAO ET DE F2 SUR L'ACTIVITÉ DE

L'AChE DU CŒUR DE RAT

Eu égard aux différents résultats physiologiques sur l'activité

mécanique du cœur isolé de rat et sur la pression artérielle de lapin, des

analyses et des hypothèses émises, nous avons jugé important de voir

l'influence de MAÏ-BAÜ et de sa fraction Fz sur l'activité catalytique de

l'AChE du cœur de rat.

1- Détermination du taux de AChE du cœur de rat

Les expériences menées nous montrent que l'extrait enzymatique total

du cœur de rat contient 62,66 ±10,22% de AChE contre 37,34 ± 13,30% de

BuChE. Le taux de l'AChE dans l'extrait enzymatique est deux fois

supérieur à celui de la BuChE dans le cœur de rat.

2- Détermination du temps de linéarité de l'AChE

Le temps de linéarité permet de déterminer le temps nécessaire à

l'incubation de l'enzyme. Par conséquent, selon la figure 47, l'activité

catalytique varie de façon linéaire jusqu'à 20 min. Après ce temps, l'activité

de l'enzyme croît de façon logarithmique.

3- Détermination du pH et de la température d'activité

de l'enzyme

Les figures 48 et 49 présentent la variation de l'activité de l'enzyme

en fonction du pH et de la température du milieu. Au fur et à mesure de

l'augmentation du pH et de la température, l'activité catalytique de l'enzyme
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augmente jusqu'à atteindre son activité maximale à pH 7,8 et à 38°C. C'est

le pH et la température optimum d'activité.
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4- Détermination de la concentration en protéine de

l'extrait enzymatique

La figure 50 représente la courbe étalon des protéines. Nous avons

déterminé la pente de la droite qui est 2,56. A partir de cette pente, nous

avons pu déterminer la concentration de l'AChE présente dans le cœur de rat.

En effet, l'extrait protéique du cœur de rat a une concentration de 2,99 ±0,92

ug/ml.

5- Influence de M-B et de F2 sur l'activité de l'AChE.

Selon la figure 51, MAÏ-BAO et Fz exercent une action inhibitrice sur

l'activité catalytique de l'AChE. En effet, au fur et à mesure de

l'augmentation de la concentration de M-B et Fz (de 10-zmg/ml à 15 mg/ml),

l'activité enzymatique diminue respectivement de 84,00% à 27,00% pour

M-B et de 62,00% à 12,00% pour Fz• Nous allons utiliser les CIsû de MAÏ­

BAO et Fz avec lesquelles nous avons réalisé les expériences physiologiques.

C'est-à-dire 15 mg/ml pour M-B et 5 mg/ml pour Fz. Cela permettra de tirer

des conclusions adéquates quant à l'action de ces produits sur l'enzyme.

6- Influence de la concentration en substrat sur l'activité

de l'AChE.

La figure 52 montre la croissance de le vitesse de l'activité

catalytique de l'AChE en fonction de l'augmentation de la concentration en

acétylthiocholine. Cette catalyse conduit à la formation de l'acétate et de la

thiocholine. Cependant, on note que la vitesse de catalyse croît jusqu'à

193,00 ± 25,42 umoles.min' pour la concentration de substrat égale à Il,20

nM. Quant à la représentation de Lineweaver et Burk (Fig 54), elle a permis

de déterminer la Vm de l'AChE du cœur de rat, soit 0,40 umoles.min' et la

Km, soit 0,68 nM (Tabl VIII).
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7- Influence de MAÏ-BAO (15 mg/ml), de F2 (5 mg/ml) et

de l'atropine (10-2 mg/ml) sur l'activité de l'AChE.

a- Action de M-B (15 mg/ml) sur l'activité de

l'AChE.

Selon la représentation de Mickaelis-Menten (Fig 54), on constate que

la présence de M-B (15 mg/ml) diminue la vitesse de catalyse de l'enzyme.

Donc, M-B exerce une action inhibitrice sur l'AChE. En effet, la

représentation de Lineweaver et Burk (Fig 55) permet de constater que M-B

fait varier à la fois Vm de l'AChE de 0,40 à 0,16 umoles.min'; soit une

diminution de 60,00% et la Km de 0,60 à 0,25 nM; soit une diminution de

58,33% (tabl VIII). M-B exerce donc sur l'AChE une inhibition non

compétitive mixte.

b- Action de F2 (5 mg/ml) sur l'activité de l'AChE.

La figure 56 qui est la représentation de Mickael-Menten, montre que

F2 inhibe aussi l'AChE en diminuant son activité catalytique. Selon la

représentation de Lineweaver et Burk (Fig 57), F2 diminue la Vm de l'ACh

de 0,40 à 0,12 umoles.min"; soit 70,00% de diminution. La constante

d'affinité de l'AChE a également diminuée de 0,60 à 0,37 nM; soit une

diminution de 38,33% (tabl VIII). La fraction F2 exerce une inhibition non

compétitive mixte sur l'AChE.

En conclusion, l'AChE a une affinité plus grande pour F2 que pour

MAÏ-BAü avec une différence de 32,43%. Quant à la vitesse de catalyse de

l'AChE, F2 la diminue de 37,50% par rapport à M-B. Donc, F2 inhibe plus

l'activité de 1'AChE que M-B.
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c- Action de l'Atropine 10-2 mg/ml sur l'activité de

l'AChE.

Selon la représentation de Mickaelis-Menten (Fig 58), l' Atr augmente

l'activité catalytique de l'AChE. Donc l'Atr active l'AChE.

La quantification de cette activation enzymatique par l' Atr est montrée

par la représentation de Lineweaver et Burk (Fig 59). Ainsi, l' Atr augmente

la vitesse de catalyse de l'AChE en faisant passer Vm de 0,40 à 0,56

umoles.min" tout en maintenant la Km intacte. Par conséquent, l' Atr exerce

une activation sur l'AChE.

8- Influence de l'interaction M-B - Atr et F2 - Atr sur

l'activité de l'AChE.

a- Action de M-B (15 mg/ml) + Atr (10-2 mg/ml)

La figure 60 montre l'effet induit par le mélange NIB - Atr selon la

représentation de Mickaelis-Menten. Le mélange inhibe l'activité catalytique

de l'AChE.

Selon la représentation de Lineweaver et burk (Fig 61), le mélange a diminué

la Vm de l'AChE de 0,40 à 0,25 umolcs.min"; soit une diminution de

37,50%. Quant au Km, il passe de 0,25 à 0,27 nM. Soit une augmentation de

07,40%.(tabl VIII). Le mélange MAÏ-BAO-Atr exerce une inhibition

incompétitive sur l'enzyme.

L'Atr lève partiellement l'inhibition induite par M-B sur l'AChE de

36%.
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b- Action de F2 (5 mg/ml) + Atr (10.2 mg/ml)

La représentation de Mickaelis-Menten montre que le mélange

F2 (5 mg/ml) + Atr (10-2 mg/ml) inhibe l'activité de l'enzyme (Fig 62). Par

ailleurs, la représentation de Lineweaver et Burk (Fig 63) permet de voir

qu'en présence d'Atr, la Vm de l'AChE a diminué de 0,12 à 0,19

umoles.rnin" ; soit une diminution de 52,50%. La Km est passée de 0,37 à

0,40 nM, Soit une augmentation de 07,50% (tabl VIII).

En conclusion, on peut dire que l'Atr lève en partie l'inhibition

exercée par F2 sur l'AChE de 36,84%.



156

20 • ~- - -~
N - SE
0

- F2 + Atr l-
----
'=
E
~ JO
::::t
'-'

>
-2

[SJ.1O Ü1M)
a

a 5 la 15

Fig 62: influence du mélange F2 (5 mg/ml)-Atr (10-
2

mg/ml) sur l'activité l'AChE selon la
représentation de Michaelis-Menten

15la5
- \ I K m(SI':)

- -
- F2 + Atr

80 - SE
..........
>::

6 60

~
::::t. 40<;»

2:.-
20

-1ï'k Ill(F2-A Ir)

Fig 63: Détermination des Vm et Km de l'AChE
en présence du mélange F2 + Atr



157

Tableau VIII: récapitulation des Vm et des Km de l'AChE en présence
des différents produits pharmacologiques utilisés.

Produits SE Atr MAÏ-BAO M-B + Atr F2 F2 + Atr
(10-2 mg/ml) (15 mg/ml) (5 mg/ml)

Paramètres

Vm 0,40 0,56 0,16 0,25 0,12 0,19
(umole.min")

Km (nM) 0,60 0,60 0,25 0,27 0,37 0,40

0/0 de variation de +40 -60 -37,50 -70 -52,50
Vm

0/0 de variation de ° -58,33 -60,29 -38,33 -33,33
Km
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9- Discussion et conclusion

Les différentes expériences menées dans le but de distinguer l'activité

catalytique de l'acétylcholinestérase, ont permis de constater que le cœur de

rat contient 62,66 ± 10,22% d'AChE et 37,34 ± 13,30% de BuChE. Les

résultats corroborent ceux de N'GUESSAN (2001)(138) qui a montré que le

cœur de rat contient 63% d'AChE et 37% de BuChE.

De cette étude, il ressort l'existence de deux types de cholinestérases

dans le cœur de rat: l'AChE et la BuChE (NYQUIST-BATTIE, 1990)(141).

Ces deux cholinestérases existent dans les tissus de vertébrés supérieurs

(MASSOULIÉ et al, 1993)(121), dans le cœur humain (CHEMNITIUS et al,

1999)(35), dans le cœur de chien (DARVESH et al, 1990)(42), dans le muscle

de certains poissons (LEIBEL, 1988a,b; STEIGER et al, 1989)(109,110,166)

ainsi que dans tous les muscles des mammifères où prédomine l'AChE sur la

BuChE (VIGNY et al, 1978; LYLES et al, 1982)(174,114). Chacune de ces

enzymes a son substrat spécifique qui est la butyrylcholine pour la BuChE et

l'acétylcholine pour l'AChE (MOORE et HESS, 1975)(129). Cela a permis la

séparation des deux enzymes en vue de l'utilisation de l'AChE seule pour

nos expérimentations par inhibition totale de l'action de la BuChE avec

l'éthopropazine. Par conséquent, seule l'AChE s'exprime dans les conditions

physico-chimiques qui lui sont propres. Nos résultats montrent que l'AChE

exerce son action maximale à 38°C et à pH 7,8 comme l'ont montrée BAHI

(1998)(14) et TREBISSOU (2001)(170).

Dans les conditions sus-citées et selon la représentation de Mickaelis­

Menten, l'AChE est inhibée par son substrat, MAÏ-BAü et la fraction F2 de

M-B. L'excès de substrat exerce une inhibition sur l'AChE. Selon FROEDE

et al, (1986)(65), l'explication de cette inhibition découlerait de la liaison
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d'une seconde molécule de substrat au complexe enzyme-substrat (E-S)

formant ainsi, un complexe ternaire inactif. L'inhibition de l'AChE par son

substrat pourrait avoir l'explication subséquente. Par ailleurs, WILSON et

BERGMAN (1950)(182), ont montré que l'acétylenzyme pourrait être inhibée

par son substrat. La choline libérée se fixerait sur le complexe E-S formant

ainsi un complexe binaire dont l'hydrolyse par l'enzyme se fait lentement

rendant l'AChE inactive. L'AChE est inhibée par MAÏ-BAü et F2. Cet effet

inhibiteur exercé par M-B et F2 sur l'AChE qui corrobore l'action

cardioinhibitrice de ces deux produits (M-B et F2) , est similaire à l'action

obtenue par N'GUESSAN (2001)(138) sur BOO, Fs, par YAMAMOTO et al

(1996)(183) et par NAKAHARA et al, (1998)(134) sur la néostigmine,

l'édrophonium et l'ambenonium au niveau du cœur isolé et de l'AChE. En

effet, ces auteurs ont montré que l'action bradycardisante de la néostigmine,

de l'édrophonium et de l'ambenonium serait due à l'inhibition de l'AChE par

ces produits. Ce qui par conséquent, augmenterait le taux de l'ACh dans la

jonction neuromusculaire.

Au vu de l'inhibition de l'AChE induite par les organophosphates

(BARTELS et NACHMANSOHN, 1969; ASHANI et al, 1972)(16, (2) et les

carbonates (HERTNARSKI et O'BRIEN, 1975i90
), on pourrait penser que

M-B et F2 contiendraient des organophosphates et des carbonates.

L'inhibition induite par F2 est plus forte que celle de M-B avec une

affinité plus élevée de F2 pour l'AChE. La F2 étant issue du fractionnement

de M-B, son action sur l'AChE a été plus renforcée. Ce qui a permis à F2

d'inhiber plus l'activité de l'enzyme par rapport à M-B, en augmentant le

taux d'ACh dans la jonction neuromusculaire. Par conséquent, la

cardioinhibition induite par F2 est plus accentuée que celle de MAÏ-BAO.

La représentation de Lineweaver et Burk a montré que F2 et M-B

exercent une inhibition incompétitive sur l'AChE. Ainsi, selon
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l'interprétation moléculaire de cette inhibition, F2 et M-B se fixent sur le

complexe E-S afin d'induire l'inhibition.

AI' issue des expériences, on a constaté que l' Atr augmente la vitesse

catalytique de l'AChE du cœur. Il résulte de cette expérience que l'Atr active

l'AChE comme l'ont montré TOMLINSON et al, 1982(169) sur certains

cations tels que Ca++, Mg++ et Mn"'. En effet, l'antagonisme crée par l'Atr

sur l'ACh au niveau des récepteurs muscariniques du cœur, résulte de

l'activation de l'AChE par l' Atr. Dans cet état conformationnel, l'AChE

hydrolyse rapidement l'ACh et annule son action cardiovasculaire, Cette

hypothèse expliquerait aussi l'action antagoniste partielle exercée par l'Atr

sur M-B et F2, en relevant en partie leur effets cardioinhibiteur et hypotensif.

Dans le cœur de rat, il existe plus d'AChE que de BuChE. MAÏ-BAü

et F2 exercent une inhibition incompétitive sur l'AChE. Toutefois, l'action

inhibitrice de F2 est plus forte que celle de M-B. Le fractionnement a donc

permis d'améliorer l'action inhibitrice de MAÏ-BAO.

Quant à l'Atr, elle active l'AChE. Elle exerce donc une action opposée

à celle de M-B et F2 sur l'AChE. Cela justifierait d'une part les effets

antagonistes de l' Atr et MAÏ-BAü et d'autre part, les effets antagonistes de

l'Atr et F2 sur le système cardiovasculaire.
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B- ACTION DE MAÏ-BAO ET DE MB-F3 SUR L'ATPase

Na+-K+ DU CŒUR DE RAT

Les différentes expériences sur le système cardiovasculaire ont permis

de voir que:

a- MAÏ-BAO exerce un effet inotrope positif fugace.

b- la MB-F3 de M-B induit un effet inotrope positif, chronotrope

négatif et une hypertension comparables aux effets

cardiovasculaires des digitaliques tel que la digoxine.

Eu égard à ces résultats et dans le but de déterminer le mécanisme

d'action biochimique de M-B et de MB-F3, il nous a semblé opportun de voir

l'action de ces deux produits sus-indiqués sur l'ATPase Na+-K+.

1- Détermination du taux de protéine dans le cœur de rat

La figure 50 représente la courbe étalon des protéines. Nous avons

alors pu déterminer la pente de la droite qui est 2,56. A partir de cette pente,

nous avons calculé la concentration de l'ATPase Na+-K+ présente dans le

cœur de rat. En effet, la concentration de l'extrait protéique du cœur de rat

est en moyenne l,56 ± 0,38 ug/ml. Cependant, il convient de noter que la

suspension microsomale a une concentration de 5 mg/ml. On en déduit que la

concentration réelle de l'extrait protéique (ATPase Na+-K+) dans le cœur de

rat est 0,312 ± 0,076 ug/mg de microsome.

2- Étude de l'activité de l'ATPase en fonction du temps

La figure 64 montre que l'activité catalytique de l'ATPase sur l'ATP

croît pendant 20 min. Au delà de ce temps, l'activité catalytique de l'enzyme

décroît. Cependant, dans l'intervalle de °à 15 min, la courbe de DO est une
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fonction linéaire du temps. Par conséquent, nous avons retenu 15 min comm

le temps nécessaire à l'activité maximale de l'enzyme dans le cadre de nos

expériences.

3- Détermination de l'activité spécifique de

l'ATPase Na+-K+ du cœur de rat

Au bout de 15 min (temps d'incubation de l'enzyme), 0,312 ug/ml de

protéine libère 1,8 ug de phosphore inorganique (Pi)

(Fig 65); soit 0,0581Ilmole. Alors, l'activité (A) de la protéine est:

Pi libéré (umole) 0,0581

A=------- = ----- = 387.10-sl-lmole .min'

t (min) 15
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4- Détermination de la température maximale d'activité

de l'ATPase Na+-K+

Selon la figure 66 qui est une courbe en cloche, l'activité de

l'ATPase Na+-K+ augmente avec la température jusqu'à 37°C. Au delà de

cette température, l'activité décroît. Par conséquent, la température de 37°C

est la température optimale d'activité de la pompe à sodium.

5- Détermination du pH optimum d'activité de

l'ATPase Na+-K+

La courbe en cloche (Fig 67) montre que l'activité de l'enzyme croît

avec le pH du milieu jusqu'à 7,4 au delà duquel, l'activité chute. Par

conséquent, le pH optimum d'activité de l'ATPase Na+-K+ est 7,4.

6- Influence de la concentration en substrat sur

l'ATPase Na+-K+

L'influence de la concentration en substrat (ATP Naz) sur l'activité de

l'ATPase Na+-K+ est indiquée par la figure 68. Selon cette figure qui est la

représentation de Mickaelis-Menten, l'activité catalytique de l'enzyme croît

avec l'augmentation de la concentration du substrat. L'enzyme hydrolyse

donc l'ATP en ADP + Pi. Le taux de Pi libéré augmente jusqu'à se stabiliser

à partir de la concentration 6mM d'ATP. Les concentrations élevées du

substrat inhibent l'activité de l'enzyme.

Selon la représentation de Lineweaver et Burk (Fig 69) obtenue à

partir des données précédentes, les valeurs de Vm et Km de l'ATPase Na+­

K+ en absence d'effecteur sont respectivement 0,321 umoles.min" et

3,540 J-lM (Tabl IX).
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7- Influence de M-B (15 mg/ml) et de MB-F3 (1 mg/ml)

sur l'activité catalytique de l'ATPase Na+-K+

a. Action de M-B (15 mg/ml) sur l'ATPase Na+-K+

La figure 70 indique la diminution de la vitesse de catalyse de

l'ATP par l'ATPase Na+-K+ en présence de M-B. Cette représentation nous

permet de voir que M-B inhibe l'activité catalytique de l'ATPase Na+-K+.

Quant à la représentation de Lineweaver et Burk (Fig 71), elle nous montre

que la droite de M-B et celle de l'ATPase sans effecteur se coupent au dessus

de l'axe des abscisses. L'inhibition exercée par M-B sur l'enzyme donne une

Vm égale à 0,274 }lM.min-1 et une Km égale à 3,320 mM.

En conclusion, M-B (15 mg/ml) exerce une inhibition non compétitive

mixte de 14,64% sur l'activité catalytique de l'ATPase Na+-K+ (Tabl IX).

b. Action de MB-F3 (1 mg/ml) sur l'activité

catalytique de l'ATPase Na+-K+

La représentation de Mickaelis-Menten montre que MB-f3 exerce une

inhibition sur la vitesse de catalytique de l'enzyme (Fig 72).

Selon la représentation de Lineweaver et Burk (Fig 73) sur les données

précédentes, la droite de MB-f3 et celle de l'ATPase sans effecteur se

coupent aussi au dessus de l'axe des abscisses. A la concentration de

1 mg/ml, MB-F 3 fait passer la Vm de de catalyse de l'enzyme de 0,321 à

0,248 }lM.min-! et la Km de 3,54 à 3,24 mM.

En conclusion, MB-f3 (1 mg/ml) exerce une inhibition non

compétitive mixte de 22,74% sur l'activité catalytique de l'ATPase Na+-K+

(Tabl IX).
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8- Comparaison de l'influence de M-B et Dx à 15 mg/ml

et de MB-F3 et Dx à 1 mg/ml sur l'activité de l'ATPase

Na+-K+ du cœur de rat

a. Comparaison de l'action de M-B (15 mg/ml) et

Dx (15 mg/ml) sur l'ATPase Na+-K+

La figure 74 présente l'influence de M-B et de Dx à la même

concentration sur l'activité catalytique de l'ATPase Na+-K+ du cœur de rat.

On remarque que les deux produits (M-B et Dx) inhibent l'activité de

l'enzyme. Cependant, l'inhibition induite par Dx est plus élevée que celle

induite par M-B.

La représentation de Lineweaver et Burk (Fig 75) des différentes

données nous amène à voir que Dx exerce une inhibition non compétitive sur

l'ATPase Na+-K+, car à 15 mg/ml, Dx fait passer la Vm de l'enzyme de

0,321 ulvl.min' à 0,114 JlM.min-1 tandis que la Km ne varie pas; Soit une

inhibition de 64,48%. Alors que les résultats précédents nous ont montré

qu'à 15 mg/ml, M-B exerce une inhibition de 14,64% sur l'ATPase Na+-K+

(Tabl IX) .

En conclusion, on peut dire qu'à la même concentration, la digoxine

inhibe plus l'activité de l'ATPase Na+-K+ que M-B.

b. Comparaison de l'influence de MB-F3 (1 mg/ml) et

Dx (1 mg/ml) sur l'activité de l'ATPase Na+-K+.

Selon la figure 76, MB-F3 (l mg/ml) et Dx (1 mg/ml) diminuent

l'activité catalytique de l'ATPase Na+-K+. Cependant, l'inhibition induite par

Dx est plus forte que celle de MB-F3 à la même concentration. Les mêmes

données en représentation de Lineweaver et Burk (Fig 77), montrent que

l'inhibition
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exercée par Dx sur l'enzyme est non compétitive. Car, Dx (1 mg/ml) n'agit

pas sur la Km , mais réduit la vitesse de catalyse de l'enzyme de 0,321 à

0,177~M.min·l; soit une inhibition de 44,85%. Quant à F3, les données

précédentes ont permis de voir que F3 (1 mg/ml) diminue la vitesse de

l'enzyme de 22,74% (Tabl IX).

Au vue de ces pourcentages de réduction, on peut dire qu'à la même

concentration, Dx inhibe deux fois plus l'ATPase Na+-K+ la F3•

9- Détermination de l'activité résiduelle de l'ATPase

Na+-K+ et des CIsodes inhibiteurs (M-B, MB-F3 et Dx)

Les trois effecteurs (M-B, MB-F 3 et Dx) diminuent l'activité

catalytique de l'ATPase Na+-K+ de 100% à 80,81% pour MAÏ-BAÜ, à

67,33% pour lVIB-F3 (Fig 78) et à 21,77% pour Dx (Fig 79). Les différents

pourcentages représentent l'activité résiduelle de l'enzyme en fonction des

effecteurs. Ces figures 79 et 80 nous ont permis de déterminer la CIsü de

chacun des effecteurs qui est 5 mg/ml pour M-B, 1 mg/ml pour MB-F3 et

0,796 mg/ml pour la digoxine.

En conclusion, la CIsü et l'activité résiduelle de Dx sont plus faibles

que celles de MB-F3, qui sont à leur tour plus faibles que celles de M-B. Par

conséquent, Dx inhibe plus l'activité catalytique de l'ATPase Na+-K+ que

MB-F3 qui à son tour est plus inhibiteur que M-B.
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Tableau IX: récapitulation des Vm et des Km de l'ATPase Na+-K+

en présence des substances pharmacologiques
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Produits Sans MAÏ-BAO Digoxine MB-F3 Digoxine
Paramètres Effecteur (15 mg/ml) (15 mg:ml) (1 mg/ml) (1 mg/mf)

Vm
(J.tM.min-1 ) 0,321 0,274 0,114 0,248 0,177

Km.
(mM) 3,540 3,320 3,540 3,240 3,540

0/0 de variation
deVm ° -14,644 -64,485 -22,741 -44,859

0/0 de variation
deKm ° -06,214 ° -08,474 °
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10- Discussion et conclusion

Les expériences que nous avons menées sur le système

cardiovasculaire avec MB-F 3, nous ont amené à étudier son effet sur

l'ATPase Na+-K+ du cœur isolé de rat en comparaison avec ceux de M-B et

Dx. Nous avons alors déterminé l'activité de cette enzyme, soit 387.10-5

J.lM.min· l
. Signalons que, l'ATPase Na+-K+ est une enzyme commune aux

membranes cytoplasmiques de toutes les cellules animales exceptée

l'érythrocyte de chien (HAÏAT et al, 1995)(83). GUEDE en 1975(76) a montré

que l'ATPase Na+-K+ du cerveau de lapin a une activité spécifique égale à

0,152 umole.min'l.mg'; quand ATTILIO (1975)(13) montra que l'activité

spécifique ATPasique du cœur de porc après purification est de 120 à 160

umoles de Pi/min/mg de protéine. Bien que l'ATPase Na+-K+ soit extraite

d'un même organe, son activité spécifique peut varier en fonction de

l'organite. Ainsi, l'ATPase Na+-K+ du réticulum sarcoplasmique donne une

activité spécifique plus élevée que 28-35 DI/mg (MACLENNAN, 1970)(116)

avec un maximum à 43,5 DI/mg (MACLENNAN et HOLLAND, 1975)(117),

D'autres auteurs tels que OWENS et al, (1972)(143) et DE MEIS et TUME,

(1975)(45) avancent des valeurs respectives de 16,8 DI/mg et 7 à Il,4 DI/mg.

Par ailleurs, nous avons déterminé les conditions d'activité maximale

de l'ATPase Na+-K+ qui sont pH 7,4 et la température de 37°C. Ces

différentes valeurs sont en accord avec celles de MACLENNAN, (1970i116);

GUEDE, (1989i78
); ALMOTREFI et DZIMIRI, (1991)(11). On a constaté

qu'au delà de pH 7,4 et de 37°C, l'activité de l'enzyme baisse. Ceci est dû à

la dénaturation de la protéine à forte température et aux pH extrêmes

(KAMOUN, 1987)(98). Par conséquent, dans ces conditions sus-citées, nous
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avons mesuré l'activité spécifique et déterminé les vitesses d'hydrolyse de

l'ATP par l'ATPase Na+-K+ en présence de divers ligands que sont M-B,

MB-F 3 et Dx.

L'influence du substrat sur l'activité de l'ATPase Na+-K+ nous a

permis de voir qu'en présence d'un excès de substrat (1'ATP-Na2), c'est-à­

dire pour les fortes concentrations, l'activité de l'enzyme atteint son

maximum et ne varie plus. Ce résultat nous amène à dire qu'à des

concentrations élevées de substrat, la quantité totale de molécules d'enzymes

est saturée. Par conséquent, la quantité d'ATP transformée par l'ATPase ne

varie plus quelle que soit la quantité de substrat introduite. La vitesse

d'hydrolyse de l'enzyme reste alors constante. L'activité de l'ATPase

Na+-K+ du cœur de rat diminue sous l'influence des trois effecteurs que sont

MAÏ-BAO, la fraction MB-F3 et la digoxine. Les trois ligands constituent

donc des inhibiteurs pour l'ATPase Na+-K+ . Lors de nos études, il a été

constaté que Dx inhibe plus l'activité catalytique de l'enzyme que NIB-F3

qui à son tour est plus inhibiteur que M-B. Cela pourrait s'expliquer par le

fait que la digoxine est un produit purifié comme la ouabaïne dont la CIso

reste faible (ERDMANN et al, 1984; ALMOTREFI et DZIMIRI,

1991)(55, II). En outre, ces résultats confirment le fait que MB-f3 est issue du

fractionnement de M-B et montrent par la même occasion, l'existence de

substances antiATPasiques qui seraient en faible quantité dans M-B, mais

prépondérantes dans la fraction F3 Par ailleurs, comme l'ont décrit BLOOD

et NOBLE, (1977)(25); SEIFEN et al, (1979)(161); AKA, (1980)(6); GUEDE

et al, (1992)(79) sur les digitaliques au niveau du muscle cardiaque, MB-F3 et

M-B augmenteraient le flux calcique entrant suite à une réduction de

l'activité de la pompe ionique par inhibition de l'ATPase Na+-K+ dépendante.

Le cytosol s'appauvrit en Na+ et s'enrichit en Ca++ par inversion de

l'échangeur Na+-Ca++ qui fait entrer un (1) ion Ca++ pour trois (3) ions Na+

qui sortent (HERCHUELZ et al, 1995)(89). Ainsi, la concentration
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intracellulaire du Ca++ augmente (LEBLANC et HUME, 1990)(107). Ce qui

explique l'action cardiotonique de MB-f3 et des digitaliques. Cependant,

l'inhibition induite par MB-f3 et M-B sur l'ATPase Na+-K+ du cœur reste

faible malgré leurs fortes concentrations. Ces résultats sont en accord avec

ceux de TROTZ et al , (1989)(171) et de WEITMAN et al (1989)(180) sur les

antiarrythmiques de classe 1. Selon ces auteurs, la faible inhibition de

l'ATPase Na+-K+ par les fortes concentrations des antiarrythmiques de

classe I, serait liée à leur effets cardiaques indépendamment de leur action

sur le système nerveux sympathique. Mais, cette faible inhibition peut être

aussi due à l'effet stabilisant de la membrane ou à l'inhibition des canaux

sodiques voltage-dépendants (IJZERMAN et al, 1987)(95). Il convient de

noter que le bon fonctionnement de la pompe Na+-K+ dépend de l'énergie

fournie par l'hydrolyse de l'ATP par l'ATPase Na+-K+ (UMESH, 2000)(172).

Or, comme les glycosides cardiaques, MB-f3 et M-B, en inhibant

partiellement l'ATPase Na+-K+, diminuent l'hydrolyse de l'ATP et partant,

diminue l'énergie nécessaire au fonctionnement de l'enzyme. Cela conduit à

la réduction de la vitesse d'hydrolyse de l'ATPase Na+-K+ de 14,64% pour

M-B (15 mg/ml); de 22,74% pour MB-f3 (1 mg/ml); 44,85% pour Dx

(1 mg/ml) et de 64,48% pour Dx (15 mg/ml). Ces résultats obtenus

corroborent l'hypothèse selon laquelle la Dx est un produit purifié et que

MB-f3 provient du fractionnement de M-B.

L'action de l'ATPase Na+-K+ est d'hydrolyser l'ATP afin de fournir de

l'énergie à la pompe à sodium pour son fonctionnement. Mais en présence de

Dx, MB-f3 et M-B, l'hydrolyse de l'ATP est partiellement inhibée. Par

conséquent, l'activité de la pompe se voit diminuée par ces trois produits.

Cependant, de la comparaison de MB-f3 et M-B à Dx, un glycoside

cardiaque de référence, il ressort que MB-f3 est plus inhibiteur que M-B,

mais moins que Dx.
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Cependant, de la comparaison de F3 et M-B à Dx, un glycoside cardiaque de

référence, il ressort que F3 est plus inhibiteur que M-B, mais moins que Dx.
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Les études que nous avons menées ont porté sur MAÏ-BAü et ses fractions

bioactives (F2 et F3) sur le système cardiovasculaire et sur leur mécanisme

d'action biochimique.

Les expériences réalisées au niveau de la toxicologie ont montré que,

seules deux des quatre fractions de M-B, c'est-à-dire F2 et F3 sont faiblement

toxiques alors que Flet F4 sont non toxiques dans l'intervalle de concentrations

utilisées. Car, les DLso de M-B, F2 et F3 sont respectivement 24 000, 20 000 et

25 000 mg/kg de PC et sont par ailleurs supérieures à

5 000 mg/kg de PC. Ces DLso correspondent respectivement à des volumes de

8,0 1; 6,6 1et 8,3 1en une prise.

Au niveau pharmacodynamique, nous avons constaté après les expériences

faites, que MAÏ-BAü et F2 sont cardioinhibiteurs et hypotensifs comme l'ACh et

le diltiazem qui sont des cardioinhibiteurs de référence. Cependant, aux

concentrations égales ou supérieures à 15 mg/ml, MAÏ-BAü induit un effet

cardiotonique fugace qui précède l'effet cardioinhibiteur prépondérant.

L'effet cardioinhibiteur et hypotensif de M-B et F2 nous ont conduit à faire

l'interaction MAÏ-BAü-Atr et FrAtr. Comparativement à l'action antagoniste

de l'Atr sur l'ACh sur les sites muscariniques du cœur, les interactions ont

montré que l'Atr reverse partiellement la cardioinhibition induite par M-B et F2.

Ainsi, on a conclu que M-B et F2 contiendraient des substances cholinergiques et

d'autres substances cardioinhibitrices non cholinergiques. Dans le but de

déterminer la nature de ces substances non cholinergiques, nous avons étudié

l'action de MAÏ-BAü et F2 en milieux hypercalcique 150% et hypersodique

150%. Il a été constaté que le milieu hypercalcique reverse totalement l'action

cardioinhibitrice de M-B et F2• Par contre, l'effet cardioinhibiteur du milieu

hypersodique est potentialisé par les deux produits. Nous avons alors dégagé

1'hypothèse selon laquelle les autres substances cardioinhibitrices seraient des

anticalciques.
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La F3 induit un effet cardiotonique et hypertensif. La comparaison des

effets de F3 à ceux de la digoxine et a permis de supposer que F3 induit un effet

digitalique sur le cœur isolé de rat.

L'effet cardiotonique de F3 reverse la cardioinhibition induite par les

milieux hypocalcique (50%) et hypersodique (150%). Cela corrobore l'action

digitalique de F3. Car, à l'instar des digitaliques, F3 augmenterait le taux du

calcium dans le cytosol en vu de déclencher la contraction cardiaque.

L'explication biochimique des effets cardiovasculaires de M-B, F2 et F3

nous ont conduit à étudier d'une part, l'action in vitro de M-B et F2 sur l'AChE

du cœur de rat et d'autre part, l'action in vitro de M-B et F3 sur l'ATPase Na+-K+

du cœur de rat.

Les expériences ont montré que M-B (15 mg/ml) et F2 (5 mg/ml) inhibent

l'AChE respectivement de 60% et 70%. Cependant, l'interaction avec l'Atr a

montré que l'Atr antagonise M-B et F2 sur les sites de l'AChE. Ce qui confirme

l'effet cholinergique de M-B et F2•

MAÏ-BAü (15 mg/ml) et F3 (1 mg/ml) inhibent l'ATPase Na+-K+

respectivement de 14,64% et 22,74% à l'instar de la digoxine qui est un

digitalique de référence dont les pourcentages d'inhibition in vitro de l'ATPase

Na+-K+ sont 64,48% à 15 mg/ml et 44,85% à 1 mg/ml. Les résultats de ces

expériences montrent que M-B et F3 ont des effets digitaliques sur le cœur.

MAÏ-BAü apparaît comme une substance à action essentiellement

cardioinhibitrice et hypotensive malgré la présence de substances cardiotoniques

dont l'effet est fugace et peu perceptible. De ce fait,

MAÏ-BAü pourrait contribuer au traitement de l'hypertension artérielle. Pour

cela, il reviendrait à consommer 15 mg/kg en dose unique. Ce qui correspond à

350 ml pour un homme standard de 70 kg. Car 500 ml de M-B produisent

environ 1498,85 mg de poudre après lyophilisation.
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Il convient de noter que nos études ont été faites sur l'extrait brut et sur

les fractions. D'autres études pourront nous permettre de mieux élucider nos

appréhensions sur les vertus cardiovasculaires de MAÏ-BAO. Ainsi, nous

envisageons ultérieurement de

- Faire un tri phytochimie afin de déterminer la composition chimique de

M-B et ses fractions actives,

- Purifier les fractions actives de MAÏ-BAO (F2 et F3) afin de déterminer

la structure chimique des principes actifs.

- Étudier plus finement le mécanisme d'action de MAÏ-BAO sur les

différentes structures excitables par des méthodologies de pointe telles

que la rnicroélectrode, le potentiel imposé ou le "patch clamp" ect. ....
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RESUME

anticholinestérasique; antiATPasique; M-~Fz;M-B-F3

~

I............-m m,

MAi-BAO est ... boissoa P.....arée à partir do thé sucré dus leIpeI OB plonge le

Champiguoa ~trésor.An bout de detd semaines, le thé devient .adulé uec: ua .ût semblable à

celui de la citroDDelle et prêt à être CODSODI~

Les études toxicologiques efl'edu&s sur lei rats avec M-B et ses quatre fradions, nous ont

permis de constater que M-B et ses fradio8s Be sont pas toxiques. Les DMT et les DLse sont très

1élevées et supérieures respectivement à 15OOOJbg1kg de PC et 2OOOOmg/kg de PC. Cependant, sur le

j système cardiovasculaire, M-B et ses fradiotlS (MB-Fz et MB-F3) sont actives.

_MAI-DAO induit des effets eardlodépressif et hypotensif lifte une CIse = 15mg1ml doublés

d'effets cardiotonique et hyperteftSil ftagates. Par conséquent, ces effets nous ont conduits au

fractioDDemeDt de M-B qui pourrait ~ateDir plusieun substances à effets opposés. Des quatre

fractions obtenues, seules les fradiotlS MB-F2et MB-F3 induisent des effets notables aussi bien sur la

pression artérielle que sur l' activti e:ardlaque. Ainsi,

* La fraction MB-Ji'2 iDduft de hypotension et une cardiodépression dose-dépendantes

avec une CIse=5mglmL Les expériences d'interaction effectuées d'... part entre M-B - Atr et

MB-Fz - Atr, ont montré que M-D et MB-Fz seraient en partie choHnomimétiques et d'autre part,

celles effeduies entre les solutieas physiologiques de COlllpositio. ioDique modifiée (hyper Ca++- ;

hyper Na) et les produits (MAI-DAO et ~F2), nous ont permis de constater que M-B et MB-Fz

contiendraient aussi des composa aatkaIdques.

* La fraction MB-F3 et M-1l, de par leur effets cardiotonique et hypertensif non

seulement, mais aussi de par leur action i:nbibitriœ SUr l'effet canIiodêpressif des milieux hyper Na+

et hypoCa++-, nous oDt amenés à dire que MB-F3 et M-B auraient des effets semblables à ceux des

digitaliques.

La vérification ...... dtoIIDergiques de M-B et MB-F2 d'ne.part et des effets digitaliques

de M-B et MB-F3 d'autre part, a conduit à faire des études biochimiques:

1 M-B et MB-Fz imIaiseDt UB effet antieholioestérasique in vitro respectivement de 60,00-/. et

de 78,00%. Ceci nous montre que MAi-DAO et MB-F2 iotiibent l'activité de l'AChE afin de

renforcer l'action cardiodépressive et hypoteusive de l'aœtylchoUoe.

MAi-BAO et MB-F3 iBbibeot l'adivité de l'ATPase in v/trfJ respectivement de 14,644% et de

22,741%
• Par conséquent, M-B et MB-F3 agiraient comme les digitaliques en induisant des effets

cardiotonique et hypertensif.

En somme, les études effectuées ont montré que M-B contiendrait d'une part des substances

cardiodépressives et hypotensives esprimêes dans la fraction MB-F2 et d'autre part, une faible

quantité de substances cardiotoniques et hypertensives retrouvées dans la fraction MB-F3_

Mots clés : MAi-DAO; cardiodépression ; hypotension; cardiotonique; hypertension;




