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Résume

MAI-BAQ (MB) ou Kombucha est une boisson issue de la fermentation du the (amela sinensis sucré par le
Champignon The-trésor. L'étude a pour but de montrer I'effet cardionhibiteur et antiacétylcholinestérasique
de MB et de sa fraction Fy, le ceeur de rat. En effet, la fraction F, a été obtenue par chromatographie sur gel
sephadex G-50. MB et F, ont été utilisés pour perfuser le ceeur isolé de rat dont les contractions sont
enregistrées avec le dispositif de Langendhorff. L’activité anti-acétylcholinérasique de ces deux substances a
été mesurée par dosage de I'activité de I'acéthylcholinestérase (AChE) extrait du ceeur de rat, en présence de
I'éthopropazine, un inhibiteur de la butyrylcholinestérase (BuChE) et réactif d’Ellman contenant le substrat.
L’enzyme est préincubée a 38°C pendant 15 min, puis la lecture est faite d 412 nm. Les résultats ont montré
que MB et F, ont induit une cardiodépression dose dépendante avec des concentrations inhibitrices 50 % (C150)
égale respectivement @ 15 mg / kg pc et 5 mg / kg pc. Ces deux substances ont induit une diminution de
I'activité catalytique de 'AChE @ travers la réduction de ses paramétres cinétiques Vm (MB = 60 % et
F,= 70 %) et Km (MB = 58,33 % et F,= 38,33 %). Cependant, en présence de I'atropine (Atr 102mg / kg pc),
la vitesse de I'activité anti-acétylcholinestérasique de MB et F, a été partiellement ralentie respectivement
de 36 % et 52,50 %. En conclusion, la cardioinhibition induite par MB et F, est tributaire de I'inhibition de
I'activité catalytique de I'acétylcholinestérase qui est plus forte pour F, que pour MB. Cependant, I'AChE a une
forte affinité pour MB.

Mots-clés : MAI-BA0, cardioinhibition, activité antiacétylcholinestérasique, rat.

Abstract

in vitro acetylcholinesterase inhibitor activity of MAI-BAO and its fraction F2, a
drink used in the treatment of heart ailments and high blood pressure, on the
acetylcholinesterase of rat heart

MAI-BAO (MB) or Kombucha is a drink after the fermentation of the C(amela sinensis sweet by The
Mushroom-treasure. The aim of this study To show from cardionhibiteurs effects of MB and its fraction F2,
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their acetylcholinesterase activity of the heart from Wistar rat. The fraction F2 was obtained by gel
chromatography with Sephadex G-50. MB and F2 were used to perfuse the heart isolated from rat whose
contractions are recorded with the Langendhorff device. The action of both substances was measured by
assaying the activity of acetylcholinesterase (AChE) isolated rat heart in the presence of ethopropazine, an
inhibitor of butyrylcholinesterase (BuChE) and Ellman reagent containing substrate. The enzyme is
preincubated at 38° C for 15 min, then the reading is made at 412 nm. The results showed MB and F2
cardiodépression induced a dose dependent with 50 % inhibitory concentrations (1C50) respectively equal to
15 mg / kg body weight and 5 mg / kg bw. Both substances induced a decrease in the catalytic activity of AChE
through reducing its kinetic parameters Vm (MB = 60 % and F2 = 70 %) and Km (MB = 58.33 % and
F2 = 38.33 %). However, in the presence of atropine (Atr 10-2 mg / kg bw), the speed of the
acetylcholinesterase activity of MB and F2 was partially slowed by 36 and 52.50 % respectively. The
conclusion : cardioinhibition induced MB and F2 is dependent on the inhibition of the catalytic activity of
acetylcholinesterase which is stronger than for F2 for MB. However, AChE has a strong affinity for MB.

Keywords : MA/-BAO, cardioinhibition, acetylcholinesterase inhibitor activity, rat.

1. Introduction

La boisson MAI-BAQ (MB) ou Kombucha, est issue de la fermentation du the sucré de Camela sinensis ((L)
Kuntze, 1887) par le Champignon The-trésor [1]. Selon [2], le champignon est d'origine chinoise. C’est un amas
de bactéries acétique et de levures [3 - 5]. Ce sont ces différents micro-organismes qui fermentent le thé sucré
a 28°C pour donner une hoisson. Ce breuvage est connu sous plusieurs noms @ travers le monde que sont
MAT-BAO [1], Kombucha[6, 7] ou "champignon de longue vie" [8] ou Tea Krass [4]. A cette boisson, plusieurs
vertus thérapeutiques sont attribuées dont la guérison des maux de cceur, des troubles coronaires et de
I'hypertension artérielle, des troubles respiratoires, des maux chroniques d’estomac et la régulation sanguine
[4]. Aussi, lui sont accordées une vertu antibiotique [9, 10] et des propriétés antioxydante [11] et
immunomodulatrice [12] hépathoprotectrice [13] et curative [14]. Des études faites par [7] sur le ceeur isole
de rat ont montré que kombucha a des propriétés cardiodepressive et cholinergique. Cependant, il est d noter
que plusieurs voies peuvent étre a l'origine de la cardioinhibition induite par les substances. Il pourrait s’agir
soit d’une activation de la pompe Ca®*-ATPase du réticulum sarcoplasmique et favorise le recaptage du Ca®*
par les SERCAs (Sarco Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase) entrainant donc la relaxation [15, 16]; soit d’une
inhibition directe des canaux calciques voltage dépendant [17, 18]. Le mécanisme de I'action cardioinhibitrice
de MAI BAO et sa fraction F2 reposant sur I'inhibition de 'acétylcholinestérase (AChE), il a été loisible de comparer
leurs effets sur l'activité catalytique de cette enzyme.

2. Matériel et méthodes
2-1. Matériel

Le Champignon Thé-trésor utilisé se présente sous la forme d’'une masse gélatineuse abritant levures et
bactéries acétiques [3, 19 - 21]. Le matériel animal est essentiellement composé de rats de souches Wistar

pesant 250 + 50 g.
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2-2. Méthodes
2.2-1. Préparation de MAI-BAO ou Kombucha

Le Champignon Thé-trésor est introduit dans un bocal en verre ou en plastique contenant le thé (amela
sinensis sucré @ la concentration de 90 g de sucre par litre [1]. L'ensemble est incubé a la température de
28°C pendant 12 jours durant lesquels, le champignon fermente le thé sucré [22, 23]. Le thé devient alors
aromatisé, acidulé, rafraichissant avec un godt de citronnelle : C'est le MAI-BAO. La boisson ainsi obtenue est
centrifugée et lyophilisé pour donner une poudre jaundtre trés hydrophile et qui est conservée a 4°C.

2.2-2. Extraction de la fraction 2 de MAI-BAO (F,)

Une quantité de lyophilisat de MAI-BAO de concentration 800 mg / mL est déposée sur une colonne
chromatographique (30 x 3,3 cm) de gel séphadex G-50. L'élution est faite avec de I'eau distillée a raison de
0,05 mm toutes les trois secondes (3 s). Quatre fractions dont la F;, ont été recueillies et lyophilisées.

2-2-3. Prélévement dv caeur et enregistrement de lactivité dv ceeur isolé de rat

Les rats utilisés sont anesthésiés par injection intra péritonéale d’éthyle uréthane 20 % a raison de 1 g / kg
de PC. Le ceeur est ensuite prélevé aprés une hémisection. Il est fixé rapidement au robinet du dispositif
expérimental de Langendhorff pour I'enregistrement de I'activité mécanique du ceeur en fonction des
substances a perfuser.

2-2-4, Extraction de ’AChE

L'extraction de I'AChE a été faite selon la méthode de [24] en utilisant le ceur de rat. Le ceeur du rat est
rapidement prélevé dans le tampon phosphate mono et disodique 0,5 M a pH 7,8 grdce d une thoracotomie
médiane. Il est pesé et on le broyé avec un homogénéiseur (extra-turax 125) a 2 500 trs / min pendant 2 min
dans le tampon phosphate d raison de 1 g pour 50 ml de tampon. Le broydt est ensuite centrifugé a
2 500 trs / min pendant une heure dans une centrifugeuse. Le surnageant obtenu constitue la préparation
enzymatique.

2-2-4-1. Préparation dv substrat de I'AChF
2-2-4-1-1. Préparation des solvtions d’ASCh et de DING

Le substrat est préparé en dissolvant 0,4 g d'iodure d’acéthylthiocholine (ASCh) dans 100 mL d’eau distillée.
Cette solution est conservée d 4°C pendant une semaine au plus. Quant & la solution de DTNB est obtenue par
dissolution de 0,4 g de ce produit dans 100 mL de tampon phosphate 0,5 M & pH 7,8 dilué au 1 / 5. On obtient
alors une solution de DTNB de concentration égale & 0,01 M. Elle est aussi conservée & 4°C.

2-2-4-1-2. Préparation dv réactif d Ellman

Le réactif d’Ellman est préparé extemporanément. Il est un mélange de 100 UL de la solution de DTNB
(0,01 M), 100 L de la solution d'iodure d’acéthylthiocholine (0,014 M), 20 L de tampon phosphate (0,5 M) a
pH 7,8 et 780 UL d’eau distillée. Ce mélange conduit @ un volume final de 1000 ML contenant 0,0014 M
d’acéthylthiocholine qui est le substrat de I’AChE.
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2-2-4-2. Dosage de ['activité de 'AChF

Pour I'étude de I'action de MAI-BAO & 15 mg / mL, de F, & 5 mg / mL et de I'atropine d 107 mg / mL sur I'activité
catalytique de I'’AChE, le milieu réactionnel est constitué de 900 UL de tampon phosphate 0,5 M a pH = 7 ainsi
que 100 ML de M-B ou F; ou Atr préparé dans du tampon et de 75 UL de la solution enzymatique. Aprés
préincubation @ 38°C, on ajoute 50 UL de réactif d’Ellman au miliev réactionnel. Le mélange est ensuite
homogénéisé et incubé a 38°C pendant 15 min. La lecture est faite & 412 nm ef 'absorbance est déterminée
en fonction de l'intensité de la coloration jaune.

2-2-5. Méthode d’analyse statistique

Le logiciel G raphPad.Prism.V5.01 a été utilisé pour I'analyse statistique des résultats. Les données ont été
analysées avec ANOVA One-Way et non paramétrique. Le test de comparaison multiple de Tukey a été utilisé pour
la comparaison de la variance entre les moyennes de MAI-BAO, F; et Atr aussi bien au niveau des contractions
cardiaques que sur l'activité de I’AChE. La différence entre deux variances était significative si p<0,05.

3. Résultats
3-1. Effets sur 'activité mécanique des contractions cardiaques
3-1-1. Effets sur 'amplitude des contractions

Selon la Figure 1, Les deux produits (M-B et F,) entrainent une diminution progressive de I'amplitude des
contractions cardiaques dans I'intervalle de concentrations de 10* mg / mL & 15 mg / mL. Cependant, I'effet

inotrope négatif induit par F, est significativement plus fort (p < 0,001) que celle de M-B avec des Cls
respectives de 5+ 0,86 mg / mL et 15+ 2,01 mg / mL.
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Figure 1 : Comparaison des effets F2 et M-8 sur |'amplitude des contractions dv caur isolé de rat
Nombre de rats vtilisés n = 5

3-1-2. Effet sur la fréquence des contractions
Les deux produits (M-B et F5) ont induit un effet chronotrope négatif dans I'intervalle de concentrations 104 mg /

mL a 15 mg / mL (Figure 2). Cependant, la diminution de la fréquence cardiaque induite par F; reste constante d
partir de 1 mg / mL. La diminution induite par F; est non significative par rapport a celle induite par MB.
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Figure 2 : Comparaison des effets F2 et M-8 sur la fréquence des contractions dv caur isolé de rat
Nombre de rats utilisés n =5

3-2. Influence de M-B et de F, sur I'activité de I’AChE

Selon la Figure 3, MAI-BAO et F, ont inhibé 'uctivité catalytique de I'AChE. En effet, au fur et & mesure de
I'augmentation de la concentration de M-B et F, (de 107 & 50 mg / mL), Iactivité enzymatique a diminué

significativement (p < 0,0001) respectivement de 84,00 £ 13,23 % a 27,00 = 4,02 % pour M-B et de
62,00 12,14 % a 12,00 £ 6,20 % pour F, (Figure 3).
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Figure 3 : Pourcentage d'inhibition de I'’ACKE en fonction des concentrations de M-8 et F2
Nombre d'essais n = 3

3-3. Influence de MAI-BAO (15 mg / mL), de F, (5 mg / mL) et de I'atropine (107 mg / mL) sur
activité de I’AChE

3-3-1. Action de M-B (15 mg / mL) sur l'activité de '’AChE

En présence de M-B (15 mg / mL) la vitesse de catalyse de 'enzyme a été diminuée (Figure 4) Donc, M-B
exerce une action inhibitrice sur I'’AChE. En effet, la représentation de Lineweaver et Burk (Figure 5)a permis
de constater que M-B fait varier & la fois Vm de I'’AChE de 0,40 & 0,01 6 0,16 & 0,02 jumoles.min™; soit une

diminution significative (p <0,0001) de 60,00 % et la Km de 0,60 & 0,03 d 0,25 % 0,07 nM; soit une diminution
significative (p < 0,0001) de 58,33 % (Tableau). M-B exerce donc sur I'AChE une inhibition non compétitive mixte.
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3-3-2. Action de F, (5 mg / mlL) sur l'activité de 'AChE

La fraction F, a inhibé aussi 'AChE en diminuant son activité catalytique (Figure 4). Par dilleurs, selon la
représentation de la Figure 5, F, a diminué la Vm de I'ACh de 0,40 0,01 a 0,12 + 0,03 umoles.min”; soit

une diminution significative (p < 0,0001) de 70,00 % (Tableau). La constante d’affinité de I'AChE a également
diminué de 0,60 £ 0,03 d 0,37 X 0,01 nM; soit une diminution significative (p < 0,0001) de 38,33 %
(Tableau). La fraction F, exerce une inhibition non compétitive mixte sur I'’AChE.

3-3-3. Action de I'Atropine 107 mg / mL sur l'activité de I’AChE

Selon la représentation de Mickaelis-Menten (Figure 4), I'Atr a augmenté I'activité catalytique de I'AChE.

Ainsi, selon la Figure 5, I'Atr augmente significativement (p < 0,0001) la vitesse de catalyse de I'’AChE en
faisant passer Vm de 0,40 0,01 & 0,56 & 0,05 Umoles.min™ tout en maintenant la Km intacte (Tableav).
Par conséquent, I'Atr exerce une activation sur I'AChE.

3-3-4. Inflvence de l'interaction M-B - Afr et F, - Atr sur I'activité de I’AChE
3-3-4-1. Action de M-8 (15 mg / mL) + Atr (107 mg / ml)

La Figure 4 montre que le mélange MB - Atr a inhibé l'activité catalytique de I'’AChE. Cette inhibition a
entrainé une diminution significative (p < 0,0001) de 37,50 % de la Vm de I’AChE en passant de 0,40 £ 0,01
d 0,25 = 0,03 umoles.min™. L'Atr a donc levé partiellement I'inhibition induite par M-B sur 'AChE de 36 %
(Figure 5). Quant au Km, il passe de 0,25 £ 0,07 d 0,27 & 0,04 nM. Soit une augmentation non significative
de 07,40 %.(Tableau). Le mélange MAT-BAO-Atr a exercé une inhibition incompétitive sur 'enzyme.

3-3-4-2. Action de F, (5 mg / mL) + Atr (107 mg / ml)

Le mélange F; (5 mg /mL) + Atr (102 mg / mL) a inhibé I'activité de I'enzyme (Figure 4). En effet, la Vm de
I’AChE induite par F; (5 mg / mL) a diminué de facon non significative de 36,84 % en passant de 0,19 % 0,03
d0,12 £ 0,03 umoles.min. Cependant, la Km a augmenté de fagon non significative de 07,50 % passant de
0,37 0,01 60,40 = 0,02 nM (Tableau).
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Figure 4 : /nflvence des solutions pharmacologiques sur I'AchF selon la représentation Mikaelis-Menten
Nombre d'essais : n =3
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Figure 5 : Détermination de Vm et de Km de AChE par la représentation Lineweaver-Burk
Nombre d’essais : n =3

Tableav : Récapitulation des Vm et des Km de I'AChE en présence des différents produits
pharmacologigues utilisés

Produits .
SE |92 :1;' ] (I';'”::QB/A&) MB+ At | mgz/ my | P AT
Parameétres
Vm (Jmole.min) 0,40 £ 0,01 | 0,56 £ 0,05*** | 0,16 £ 0,02*** | 0,25+ 0,03*** | 0,12 & 0,03*** | 0,19 & 0,03***
Km (nM) 0,60+0,03| 060£0,05 |025%0,07**|0,27 0,04 | 0,37 0,01 | 0,40  0,02***
% de variation de Vm +40 -60 -37,50 -70 -52,50
% de variation de Km 0 -58,33 -60,29 -38,33 -33,33

Nombre d'essais n = 3
Significativité par rapport a SE; *** = p < 0,000]

4. Discussion

MAI-BAO ou kombucha et sa fraction F; ont induit une cardioinhibition. Les effets de M-B et F; sur le ceeur sont
semblables a ceux de I'ACh qui, selon [25 - 28], conduit d des effets inotrope et chronotrope négatifs sur le
ceur. Ces différents résultats corroborent I'hypothése selon laquelle MAI-BAO et F, contiendrait des
substances cholinomimétiques. En effet, la cardioinhibition persistante induite par M-B est comparable d celle
de F; quireste plus intensifiée. Ceci montre que le fractionnement a permis de concentrer plus les substances
cardioinhibitrices dans la fraction F,. Pour ce qui concerne les substances cholinergiques, leur actions
cardioinhibitrice serait due a leur fixation sur les récepteurs muscariniques du ceur [29, 30] freinant ainsi
I'entrée du Ca™™ dans la cellule. En effet, I'action de MB et F, sur I'activité mécanique du ceeur isolé, pourrait
résulter de I'inhibition de I'’AChE qui est I'enzyme spécifique de I'élimination de I’ACh dans I'espace synaptique
[31 - 33]. Dans les différentes expériences menées et selon la représentation de Mickaelis-Menten, I'AChE est
inhibée par son substrat, MAT-BAO et la fraction F, de M-B. L'excés de substrats a exercé une inhibition sur
I’AChE. Selon [34], I'explication de cette inhibition découlerait de la liaison d’une seconde molécule de substrat
au complexe enzyme-substrat (E-S) formant ainsi, un complexe ternaire inactif. L'inhibition de I'AChE par son
substrat pourrait avoir I'explication subséquente. L'effet inhibiteur exercé par M-B et F, sur 'AChE qui
corrobore I'action cardioinhibitrice de ces deux produits (M-B et F,), est similaire @ I'action inhibitrice des
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plantes médicinales de la famille des Lamiaceae sur '’AChE [35]. Les inhibiteurs de I'AChE pourraient tre
hénéfiques dans le traitement des désordre neurodégénératives [36]. Au vu de I'inhibition de I'’AChE induite
par les organophosphates [37, 38] et les carbonates [39], on pourrait penser que M-B et F, contiendraient des
organophosphates et des carbonates. L'inhibition induite par F; est plus forte que celle de M-B avec une
affinité plus élevée de F, pour I'AChE. La F, étant issue du fractionnement de M-B, son action sur I'AChE a été
plus renforcée. Ce qui a permis a F, d’inhiber plus I'activité de I'enzyme par rapport a M-B, en augmentant le
taux d’ACh dans la jonction neuromusculaire. Par conséquent, la cardioinhibition induite par F, est plus
accentuée que celle de MAI-BAO. La représentation de Lineweaver et Burk a montré que F, et M-B exercent
une inhibition incompétitive sur I’AChE. Ainsi, selon I'interprétation moléculaire de cette inhibition, F, et M-B
se fixeraient sur le complexe E-S afin d’induire I'inhibition. A I'issue des expériences, on a constaté que I'Atr
augmente la vitesse catalytique de ’AChE du ceur. Il résulte de cette expérience que I'Atr active I’AChE comme
I'ont montré [40] sur certains cations tels que Ca™", Mg™™* et Mn™™. En effet, 'antagonisme crée par I'Atr sur
I’ACh au niveau des récepteurs muscariniques du ceeur, résulte de I'activation de I’AChE par I'Atr. Dans cet
état conformationnel, I’AChE hydrolyse rapidement I'ACh et annule son action cardiovasculaire. Cette
hypothése expliquerait aussi I'action antagoniste partielle exercée par I'Atr sur M-B et F,, en relevant en
partie leurs effets cardioinhibiteur et hypotensif.

5. Conclusion

MAI-BAO et sa fraction F, sont cardioinhibitrices d effet cholinomimétique. Cette cardiodépression induite par
MAI-BAO et F, serait due d leur effet anticholinérasique en inhibant de fagon incompétitive I’AChE. Toutefois,
I'AChE a une affinité plus élevée pour F; que pour MAI-BAO. Par conséquent, Fyinhibe plus I'uctivité catalytique
de I’AChE que M-B. Le fractionnement a donc permis d’améliorer I'action inhibitrice de MAI-BAO. Quant a I'Atr,
elle active I’AChE. Elle exerce donc une action opposée d celle de M-B et F; sur 'AChE. Cela justifierait d’une
part les effets antagonistes de I'Atr et MAT-BAO et d’autre part, les effets antagonistes de I'Atr et F; sur le
systeme cardiovasculaire.
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