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Résumé

Dans cette recherche, on a étudié la toxicité de la caféine sur les cellules
animales mammiféres en utilisant la technique de culture organotypique et
cellulaire in vitro. Les résultats ont montré chez le rat que la concentration du
caféine a un effet plus important sur les cellules hépatiques que sur les cellules
endothéliales humaines. Chez I'homme, I'augmentation de la caféine augmente
le taux de toxicité et aboutit a une inhibition complete de la synthése de I'ADN
cellulaire. Chez le rat, la caféine s‘accumule dans les noyaux des cellules
hépatiques.

Mots clés: Toxicité, Caféine, Culture organotypique, Culture cellulaire,
Analyse autoradiographique
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1- Introduction.

Des nombreux travaux ont été réalisés sur la toxicité de la caféine.
IIs ont montré qu’elle a deux actions principales I’inhibition de la
réparation de I’ADN et la mutagemute pendant la réplication de
I’ADN @ @308 ainsj que sur la santé @ (3

Cette activité mutagene de la caféine est demontree chez la
bactérie, I’ascomycete, la drosophile et les plantes supérieures - (9,
D’autres tests ont montré des perturbations pour la maturation des
ovocytes des souris ©

Les résultats statistiques montrent des dommages géenétiques dus au
café et qu’une tasse de café est equwalente a une irradiation de 0,01
rad par les rayons x chez I’'homme ®

Le café augmente légérement le risque de pression artérielle en
maladie cardio-vasculaire® et un facteur lipidique élevant la
cholestérolémie est présent dans le café bouilli mais non pas dans le
café filtré © (12

Enfin, la caféine a un effet négatif sur I’équilibre du calcium en
diminugnt son absorption et en augmentant son évacuation par
I’urine® (™ et ceci influe sur la signalisation cellulaire qui est assurée
par le calcium stocké et libéré par le reticulum endoplasmique™®.

Notre travail consiste a évaluer la toxicité de la caféine sur les
cellules du foie du rat et les cellules endothéliales par la culture
cellulaire et organotypique.

2- Matériels et méthodes

2.1- La caféine.

La caféine froide ou non marquée a été achetée de la société
SIGMA (reférence C0750) sous forme de poudre blanche et soluble
dans I’eau (15 mg/ml, 77.2 mM). Les concentrations utilisées dans les
expériences ont été diluées directement dans les milieux de culture.

La caféine tritiée (H>-caféine) nous a été fournie par le
commissariat a I’Energie Atomique CEA-France.

2.2- Techniques de culture des cellules endothéliales humaines.
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2.2.1-Milieu de prélevement: le cordon ombilical est prélevé
directement aprés I’accouchement et conservé a 4° C et mis dans un
tampon physiologique de pH 7,4 contenant du glucose 2 %.

2.2.2-Milieu de culture: les cellules endothéliales sont cultivées
dans un milieu composé de tricine 1% (2ml); ultrocere 1% (2ml); L-
glutamine 1% (1ml); pénicilline; streptomycine 1% (0,5 ml);
complété a 100 ml avec le milieu « M 199 ».

2.2.3-Techniques d’obtention des cellules endothéliales®.

Canuler les deux extrémités de la veine et la laver avec du tampon
PBS 0,1 M a pH 7,4 pour éliminer les globules rouges.

Remplir de collagénase a 0,2% et mettre au bain-marie a 37° C
pendant 5 minutes environ pour dissocier les cellules endothéliales.

Centrifuger a 400g pendant 5 minutes.

Remettre les cellules dans des milieux de culture contenant la
cafelne froide & différentes concentrations (de 5x10° mol/l jusqu’a
9x10° mol/l : concentrations non létales pour les cellules et
succeptible d’étre mutagenes).

Ensemencer en boite de culture 700.000 a 1000.000 cellules par 25
cm? et incuber pendant une semaine dans une étuve a 5% CO, et & 37°
C.

Dénombrer les cellules vivantes restantes aprés 7 jours de culture.
2.3-Techniques de culture des organes in vitro.

La cabine de culture est stérilisée a I’ultraviolet. De plus le matériel
a utiliser doit étre stérile afin de réduire le risque d’infection.

Des rats ages d’un mois sont dissequés stérilement sous un
stéréoscope dans un liquide physiologique contenant du glucose a 2%.

Les organes a explanter sont disséqués sous un stéréoscope dans un
liquide physiologique stérile contenant des acides aminés, des sucres,
des peptides et des vitamines.

Les méthodes de culture : nous avons utilisé :

la culture en milieu gélosé : elle consiste a utiliser une boite
nunclon a 4 cupules dans lesquelles est coule le gélose contenant le
milieu de culture avec la caféine tritiée (H®).

Les explants sont déposés a la surface de la gelose et la boite est
incubée dans un incubateur a CO; a 37° C pendant environ 20 heures.

la culture en milieu liquide : elle consiste a utiliser une boite de
pétri contenant le milieu B (dialysat de levure 5% ; jaune d’ceuf 20% ;
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glucose 2% ; rouge de phénol 2%) et la caféine tritiée H* & différentes
concentrations.

Sur I’excavation de la boite est déposée une grille triangulaire et
I’explant est déposé directement a la surface de la grille.

2.4-Histologie et analyse autordiographique.

Apreés la culture, les explants sont fixés dans le fixateur de Carnoy
(1V acide acétique + 6V alcool + 3V chloroforme), inclus dans la
paraffine puis déshydratés par passage a plusieurs bains :

alcool 70° : 1 bain pendant 5 minutes.
alcool 95° : 3 bains de 5 minutes chacun.
alcool 100° : 3 bains de 5 minutes chacun.
toluéne : 3 bains de 5 minutes chacun.
paraffine : 2 bains de 5 minutes chacun.

Les explants inclus dans la paraffine sont coupés au microtome et
collés sur une lame.

Avant I’analyse autoradiographique, les coupes sont déparaffinées
et réhydratées :

toluene : 2 bains de 5 minutes chacun.

alcool 100° : 1 bain pendant 5 minutes.

alcool 70° : 1 bain pendant 5 minutes.

Les lames sont plongées dans un tube de Borrel contenant le gel
(K5 ILFORD) qui est liquéfie a 43° C avec deux volumes d’eau
distillée.

Une couche d’émulsion tres mince et uniforme permet d’obtenir
une autoradiographie aprés exposition a I’obscurité pendant 3 jours.

Les lames sont fixées dans I’hyposulfite a 20% pendant 10 minutes
puis lavées a I’eau courante pendant 40 minutes.
2.5-Coloration.

Les lames sont colorées dans I’hématoxyline de Groot pendant 5
minutes (ceci colore le noyau), rincées plusieurs fois a I’eau courante,
plongees dans I’éosine a 2% pendant 20 secondes puis séchées et
couvertes avec une lamelle et observées sous microscope photonigue.
2.6-Essai d’incorporation de la caféine tritiée en culture

organotypique du foie du rat.

Les explants du foie du rat sont réparties en 4 séries
expérimentales :

série a : témoin de 3 heures sur milieu standard.
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série b : egxpérimentale de 3 heures sur milieu standard additionné
de caféine H”.

série ¢ : tétmoin de 23 heures sur milieu standard.

séried : e3xpérimentale de 23 heures sur milieu standard additionné
de caféine H”.

3-Résultats et discussion

3.1-Culture des cellules endothéliales en présence de la caféine
froide.
La comparaison de la densité cellulaire (nombre des cellules
vivantes) dans les boites contenant de la caféine a différentes
concentrations, par rapport au nombre des cellules présentes dans les

boites témoins, montre bien une diminution du rapport Ne

Nt
proportionnelle a I’augmentation de la concentration de la caféine.

Tableau1l. Nombre des cellules vivantes restantes en fonction de
concentration croissante en caféine

Concentration Nombre des cellules’cm® | Nombre des cellules/cm? au E E
en mole au temps zéro. bout de 7 jours de culture. | No | Nt
C=0M 30000 89320 + 300 3 1
C=5x10° M (0,97 g/l) 30000 47200+ 250 1,57 0,53
C=6x10"°M (1,16 g/l) 30000 46960+ 300 156 |0,52
C=7x10° M (1,35 g/l) 30000 37600+ 400 1,25 | 0,42
C=8x10° M (1,55 g/l) 30000 31200+ 300 1 0,34
C=9x10° M (1,74 g/l) 30000 26520+ 310 0,88 |0,29

No : nombre des cellules au temps zéro.
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Histogramme exprimant la croissance cellulaire en fonction
des concentrations croissantes en caféine
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Nt : nombre des cellules dans les boites témoins cultivées pendant 7 jours.

Nc : nombre des cellules traitées avec la caféine en culture pendant 7 jours.

Figure 1.Variation du nombre des cellules vivantes restantes en fonction de
concentration croissante en caféine

L’histogramme met en évidence la diminution du taux de
croissance cellulaire en fonction de I’augmentation de la concentration
de la caféine.

Ne

D’aprés le rapport , on constate que le nombre des cellules
(6]

cultivées dans les boites témoins est multiplié par trois tandis que
I’augmentation de la concentration en caféine est accompagnée d’une
diminution nette de ce rapport.

A la concentration 8x10° M, le rapport %est égale a 1, ceci

prouve que la population cellulaire est en état stationnaire, tandis
gu’en dessous de cette concentration, I’augmentation du nombre des

A NC o iy v N
cellules est lente. De méme, le rapport N révele bien la diminution

de la croissance cellulaire en fonction des doses croissantes de la
caféine.
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D’autre part, I’effet toxique de la caféine a été montré en fonction du

temps de la culture :

Tableau 2.Croissance cellulaire en fonction du temps, en présence de la
concentration en caféine

c=om |C= 2x10° M [C =5x10° M| C =7,5x10°
- (0,39 g/l) 0,97¢g/l) | M (1,45¢g/D)
Densité cellulaire/cm?
au temps 7610 19300 + 300 | 19300 + 300 | 19300 + 300 | 19300 + 300
Densité cellulaire/cm?
en 7 jours de culture 50300 + 150 | 30100 + 200 | 22600 + 400 | 18900+ 200
Densité cellulaire/cm? en 14 jours de culture | 54100 + 200 | 22600 + 250 | 15800 + 100 | 7000 + 140
Densité cellulaire/cm? en 21 jours de culture | 57000 + 170 | 22800 + 180 | 7200+ 110 | 3100 + 120
Nc
— 1 0,65 0,44 0,36
No1
Nc
= 1 0,48 0,28 0,13
No2
Nc
—_— 1 0,40 0,12 0,054
No3
Nc : nombre des cellules traitées avec la caféine en culture pendant 7, 14 et 21 jours.
No; : nombre des cellules dans les boites témoins en culture pendant 7 jours.
No; : nombre des cellules dans les boites témoins en culture pendant 14 jours.
No; : nombre des cellules dans les boites témoins en culture pendant 21 jours.
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Figure 2. Variation de la croissance cellulaire en fonction du temps, en fonction
de la concentration en caféine.
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Le témoin (sans caféine) montre une croissance cellulaire rapide
dans les sept premiers jours, suivie d’un ralentissement jusqu’au 21°™
jour ou les cellules arrivent a confluence.

Il est & remarquer qu’a la concentration 5x10° M, le nombre des
cellules reste inchangé pendant la premiére semaine de culture, ceci
montre que les cellules sont dans un état stationnaire.

Les rapports &, N ot NS rgvelent Iinhibition de la
No1 No2 No3
prolifération des cellules endothéliales humaine traitées avec des
concentrations différentes de caféine.
L analyse histologique et autoradiographique de ces 4 séries permet
de faire les observations suivantes :

A -les explants témoins sur milieu standard (3 heures) sont en bon
état, les noyaux sont arrondis et centrés montrant que la culture évolue
bien. Il y a des nombreuses cellules en mitose et aucune nécrose n’est
observée.

Figure 3. foie de rat incubé 3heures en milieu standard (agrandissement x 1250)
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B- Iobservatlon des explants cultivés 3 heures en présence de
caféine-H> montre que 2% des cellules présentes ont incorporé la
caféine marquée spécifiquement au niveau du noyau ; les cellules qui
n’ont pas incorporé la caféine- H® sont encore en bon état car la dose
de la caféine ajoutée dans le m|I|eu de culture est une dose vitale
correspondante a 0,6 g/l soit 3x10™ M.

Figure 4. foie de rat incubé 3 heures en milieu standard avec caféine tritiee.
(Les fleches indiquent la caféine incorporée au noyau).
(agrandissement x 1250)

C- les explants cultivés en milieu standard (23 heures) montrent un
ensemble des cellules relativement sain; le tissu représente des
mitoses avec quelques signes de nécrose.
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Figure 5. foie de rat incubé 23heures en milieu standard. (agrandissement x 1250)

d- les explants cultivés en milieu standard additionné de caféir_1e-H3
pendant 23 heures contiennent environ 7% des cellules qui ont
incorporé la caféine au niveau du noyau.

Figure 6.foie de rat incubé 23 heures en milieu standard avec caféine tritiée.
(Les fleches indiquent les cellules marquées). (agrandissement x 1250)
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Tableau 3. Pourcentage d’incorporation de la caféine H3 avec le temps de

culture
Milieux Temps de culture| % des cellules marquées
par la caféine
Témoin en milieu standard 3 heures 0 %
Milieu + caféine 3x10° M 3 heures 2 %
Témoin en milieu standard 23 heures 0 %
Milieu + caféine 3x10° M 23 heures 7 %

Nous savons que la sensibilité a une telle substance peut varier
d’une espéce a une autre™® principalement & cause de différence dans
leur équipement enzymatique de détoxication. Celui-ci permet
I’apparition d’intermédiaires chimiques capables_de réagir avec les
cibles cellulaires impliquées dans la cancérisation ®°.

Les résultats obtenus montre que la caféine-H3 a été incorporée
dans les noyaux des cellules du foie du rat et non sur les cellules
endothéliales humaines ce qui montre que les cellules humaines sont
plus résistantes a la transformation par les agents chimiques que les
cellules du foie du rat™ .

D’autre part les explants cultivés en présence de H3-caféine
pendant 3 heures ont 2% de leurs noyaux marqués, alors que ce
nombre passe a 7% lorsque les cellules sont cultivées pendant 21
heures ce qui nous permet de dire que I’incorporation de la caféine
dans les noyaux est un phénoméne cumulatif et stable.

Aussi nous n’avons pas trouve une incorporation de la caféine dans
le cytoplasme ce qui suggeére la possibilité d’une action de la caféine
au niveau des chromosomes.

Ces résultats sont comparables avec ceux de NEHLIG"® qui
montrent un effet inhibiteur de la synthese d’ADN et des cassures au
niveau des chromosomes.

En ce qui concerne la culture des cellules endothéliales, nos
résultats montrent une diminution remarquable du nombre des cellules
avec I’augmentation de la concentration de la caféine et avec le temps,
ce qui nous permet de conclure que la caféine a un effet anti-
mitotique.

Finalement, nous n’avons pas pu poursuivre nos cultures au-dela de
3 semaines mais il serait intéressant de faire des cultures de longue
durée pour voir si aux doses non létales des modifications du
comportement cellulaire se manifesteraient.
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4- Conclusion générale

Il est devenu évident que les techniques d’expérimentation animale
tres longues ne pouvaient étre expliquées systématiquement aux
nombreux produits dont on voudrait évaluer le caractere carcinogene,
et surtout, les matiéres toxiques qui ont des faibles effets (en
comparaison avec les autres matiéres toxiques) comme la caféine.
C’est pour cela qu’on a utilise dans nos essais des expériences de
courtes durées, basées sur les tests de mutagemCIte soit par culture
organotypique, soit par culture cellulaire™”.

Deux organisms differents ont été utllesees . le rat et 'hnomme ont
été utilisées dans nos essais et nous avons montré la plus grande
sensibilité des cellules du foie chez le rat (effet de la caféine sur les
chromosomes) par rapport aux cellules endothéliales de I’hnomme.

Il existe également un effet létal dominant et une inhibition de la
synthése d’ADN dans les cellules endothéliales humaines a partir
d’une dose correspondante a 0,6 g/I.

La concentration moyenne de la caféine dans le café est d’environ
0,25 g/l et nous avons travaillé sur des concentrations 2,4 fois plus
grandes que la concentration habituelle.

Chez I’lhomme, la sensibilité a la caféine est moindre que chez le
rat ou d’autres animaux, mais son effet létal dominant est bien
évident, ainsi que son actlon sur les phosphodiestérases qui perturbe le
cycle de I’AMP cyclique®

La dose que nous avons utilisé dans notre expérience correspond a
I’équivalent 25 tasses de café, qui, consommée par jour est capable
d’inhiber la synthése de la moitié de la quantité d’ADN et qu’une dose

importante de café chez le rat cause une réduction significative de
fertilite (0 (D (4)

Par contre, on ne doit pas oublier I'utilit¢ de la caféine et la
théobromine utilisées comme diurétiques, stimulants cardlaques et
pour la dilatation des artéres périphériques et coronaires*>.

Enfin, il faut noter qu’on ne peut pas définitivement se prononcer
sur le caractére carcinogéne ou non de ces substances que lorsque I’on

teste la potentialité tumorigene des organes cultivés en leur présence,
par greffe de ces organes sur I’animal.
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