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RESUME

L'effet de décocté d8iophytum petersianunilotzsh, (Oxalidaceae), a été étudié sur la vianadu
calcium libre intracellulaire dans les cellules wulaires squelettiques de rat en culture primaams les
lignées cellulaires sans dystrophine (SolC1) et alestrophine exprimée (SolD5). Cette plante ediséé
dans la pharmacopée traditionnelle pour traitgmiértension artérielle au Togo. Le calcium estoespble de
la contraction des cellules musculaires squeledfidisse et cardiaque. Son augmentation dans ledese
cardiaque et/ou lisse entraine I'hypertension ieftérchez les hommes. Les résultats montrent guitocté
de cette plante entraine une diminution du tauxcaleium libre intracellulaire de base dans lesubedl
musculaires. Cette diminution partiellement révdesést dose et temps dépendants. La diminutiomulxi de
calcium libre intracellulaire dans les lignées ui@lires SolC1 et SolD5 ainsi que dans les cellulescuaires
squelettiques en culture primaire est similaire gGemontre que I'effet est indépendant de la dysime, une
protéine membranaire dont I'absence ou le dysfonottment induit une élévation du taux de calcitbreli

intracellulaire.
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INTRODUCTION

La pharmacopée traditionnelle est une
méthode de traitement des maladies trés
utilisée dans les pays en développement.
Plusieurs maladies d'origine variée sont
traitées a base de plantes. En Afrique,
'ethnomédecine couvre un domaine a
caractére mystigue mais une grande partie est
attribuée au principe actif des substances
contenues dans les feuilles, dans les écorces
et/ou dans les racines des plantes. Il devient
impérieux que la communauté scientifique,
par des travaux de recherches appropriés,
contribue a établir les bases scientifiques de

cette pharmacopée. Dans la gamme des
plantes médicinales utilisées au Togo,
Biophytum petersianum Klotzsh

(Oxalidaceae) est une plante utilisée pour

traiter I'’hypertension artérielle (Titrikou et al.,
1998) et il a été montré que son effet
hypotenseur ne passe pas par l'inhibition du
systeme nerveux sympathique mais implique
partiellement la stimulation du systéme
parasympathique (Titrikou et al., 2008). De
méme les travaux réalisés sur l'aorte de rat
Wistar ont montré que le décocté de la plante
inhibe l'influx calcique (Titrikou et al., 2007).
L'augmentation du taux de calcium
libre intracellulaire dans le cytoplasme peut
entrainer la mort cellulaire (Marchand et al.,
2001) et I'hypertension artérielle chez les
hommes (Resnick, 1999). Il a été reporté une
augmentation du taux de calcium au repos
dans les myotubes DMD et la sourisdx
dépourvus de dystrophine (Tunner et al.,
1988; Imbert et al., 1995). Chez la sourigx
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les membres subissent une dégénérescence etOn y ajoute 10% de sérum de cheval (Gibco),

nécrose, suivie d'une régénérescence qui
permet par la suite a la souris d’avoir une vie
guasiment similaire a la souris normale mais
avec des muscles hypertrophiés (Bulfield et
al., 1984). La dystrophine est une protéine de
427 kDa qui fait partie d'un complexe
protéinique assurant un lien entre les filaments
du cytosquelette et la matrice extracellulaire
(Pons et al., 1990).

L'objectif général de notre travail est
de rechercher leffet du décocté sur les
variations de calcium libre intracellulaire.
Comme objectifs spécifiques, nous allons voir
si: (i) le décocté de cette plante agit sur la
variation du calcium libre intracellulaire dans
les conditions de repos; (i) le role de la
dystrophine dans cette variation calcique
intracellulaire.

MATERIEL ET METHODES
Matériel végétal

Biophytum petersianuniBP) est une
herbacée qui a été récoltée au Togo en octobre
et novembre 2005 et authentifiée au
Département de Botanique de la Faculté des
Sciences de [I'Université de Lomé. Un
spécimen y est déposé sous le numéro : 1032..
La plante entiere est récoltée, lavée et séchée
au Laboratoire de Botanique. Elle est ensuite
broyée et macérée dans de I'eau désionisée (5
g/100ml d’eau désionisée) avec agitation a 37
°C pendant 8 heures. Elle est ensuite bouillie
pendant 10 a 15 minutes. L'extrait est filtré
d'abord sur du coton hydrophile stérile et
ensuite a l'aide d'un filtre mini pores de 0,2
MM. Le filtrat obtenu est conservé a 4 °C pour
étre dilué a différentes concentrations avant
I'utilisation.

Culture primaire de cellules musculaires
squelettiques des rats nouveau-nés

La culture primaire des cellules
musculaires squelettiques des mammiféres a
été réalisée a partir des cellules satellites
obtenues par dissociation mécanique et
enzymatique (trypsine) des muscles des pattes
postérieures des rats Wistar nouveau-nés (1 a
3 jours d'age) dans le Spinner (Tableau 1)
conformément aux travaux antérieurs (Rivet et
al., 1989; Cognard et al., 1993). Les cellules
sont maintenues pendant 2 a 3 jours dans le
milieu de prolifération qui est le Hamfl2
(Gibco, Cergy Pontoise, France) (Tableau 1).
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10% de sérum de veau foetal (Boehringer) et
1% d’antibiotique (Pénicilline G, Sigma)
(Tableau 2). Le milieu de prolifération est
ensuite remplacé par le milieu de fusion qui
est du DMEM (Gibco) (Tableau 1). On y
ajoute 5% de sérum de cheval et 1%
d’'antibiotique (Pénicilline G, (Tableau 2).
L’atmosphére de l'incubateur est maintenue a
une composition constante de 95% air et 5%
CO,, a une température de 37 °C et saturée en
humidité afin d’'éviter I'évaporation de I'eau
des milieux de prolifération ou de fusion.

Culture des lignées cellulaires SolCl et
SolD5

La lignée cellulaire Sol8 a été fournie
par I'Université Paris Xll, Créteil, France.
Cette lignée de cellule myogénique a été
isolée a partir d'une culture primaire de
muscle soléaire de souris C3H normales
(Mulle et al.,, 1988). La lignée cellulaire
SolC1 est un sous-clone de la lignée Sol8. Les
deux lignées cellulaires sont dépourvues de
dystrophine. La lignée SolC1l a été infectée
par un vecteur rétroviral contenant de 'ADN
codant pour la mini-dystrophine pour donner
la lignée SolD5 exprimant donc la dystrophine
(Marchand et al., 2001). Les expériences ont
été effectuées sur les lignées SolC1 et SolD5.
Les milieux de prolifération, de fusion, de
congélation et de décongélation des lignées
cellulaires sont résumés dans le tableau 2.

Solution physiologique

Les expériences sont effectuées dans le
milieu de base (type McEven) dont la
composition en Mm se présente comme suit:
NaCl 130, KCI 5.4, CaGl2.5, MgC} 0.8,
Glucose 5.6, HEPES 10, pH 7.4. Le décocté
est dilué dans ce milieu de base pour avoir les
différentes concentrations. La différence entre
les effets obtenus & 1/10 et & 1/5 de dilution
n'est pas significative. Pour cela nous avons
choisi de travailler avec la dilution de 1/10
pour étudier les effets sur les lignées
cellulaires afin d'éviter toute toxicité
éventuelle. Pour étudier la réversibilité du
décocté, le rapport de fluorescence a été
mesuré dans le milieu de base, dans le milieu
de base plus le décocté et aprés lavage du
décocté par retour dans le milieu de base. Les
expériences sont réalisées sur les cellules a
trois jours de fusion (F+3).
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Tableau 1:Composition des milieux de base.

Spinner HamF12 DMEM*
Principaux sels
inorganiques (mM/ml)
NaCl 116 130 110
KCI 5.3 2.9 5.4
CaCb - 0.3 1.8
MgCl, - 0.6 -
MgSO, - - 1
NaHPO,, H,O 8 1 1
NaHCG; 22.6 14 14
Autres composants (mg/l)
D-Glucose 1000 1802 4500
Pyruvate de Na - 110 -
Rouge de phénol 10 1.20 15
HEPES (mM) 3 - -

* DMEM : Dulbecco Modified Eagle Medium, *HamF12Milieu de prolifération Gibco.

Tableau 2: Composition des milieux de culture.

Culture primaire

Lignée cellulaire

Milieu de Milieude  Milieude  Milieude Milieu de Milieu de
prolifération  fusion  prolifération  fusion  congélation décongélation

Milieu de base Hamf12 DMEM DMEM DMEM DMEM DMEM
Sérum de cheval  10% 5% - 2% - -
serumdeveau 00 . 10% . 20% 20%
cetal
L-Glutamine - - 1% 1% 1% 1%
Antibiotique 1% 1% 1% 1% 1% 1%
Insuline - - - 10pg/ml - 10pg/ml

Mesure expérimentale de la concentration
du calcium libre intracellulaire

La mesure de la concentration du
calcium libre intracellulaire a été réalisée par
la technique de fluorescence en utilisant la
sonde Indo-1/AM.  L’Indo-1/AM  est
s’accumule passivement dans les cellules et se
trouve piégé sous sa forme carboxylée. Sa trés
forte affinité pour le calcium avec une
constante de dissociation in vitro dg K 250
nM permet de suivre de faibles variations de
calcium intracellulaire (Grynckiewicz et al.,
1985). Les cellules sont incubées dans le
milieu de base (type McEven) contenant 3 uM
de I'Indo-1/AM (Sigma). La charge dure 45
minutes a la température ambiante (22 °C) et a
I'obscurité. Aprés rincage avec le milieu de

dé-estérification compléte de la sonde est
réalisée pendant 15 minutes a 37 °C. La
fluorescence est mesurée a la température
ambiante avec I'appareil de cytofluorimétrie
Olympus (OSP 100). L'émission de
fluorescence s’effectue a 405 nm pour la
forme de la sonde liée au calcium et & 485 nm
pour la forme libre de la sonde. Le rapport de
fluorescence (405/485) donne un niveau de
calcium libre intracellulaire et la variation de
cette fluorescence de base permet de
déterminer la variation du calcium libre
intracellulaire (diminution ou augmentation).

Analyse des données
L’'analyse des données a été réalisée
par les logiciel Prism 3.0 et Origin 5.0

base, une post-incubation visant a assurer une (MICROCAL SOFTWARE INC., Northamph,
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USA). Le testt-Student’s a permis I'analyse
statistique des résultats et, lorsque qu@,@b5,
le résultat est considéré comme significatif.

RESULTATS ET DISCUSSION
Cellules musculaires squelettiques
culture primaire

En présence du décocté Beophytum
petersianum le rapport de fluorescence
diminue. Cette diminution est significative
(p<0,05) et dose-dépendante. L'effet est
réversible lorsque qu’on revient en milieu de
base. La figure 1 montre les histogrammes
représentant le rapport de fluorescence dans le
milieu de base et en présence du décocté a
differentes concentrations. Au 1/50 de
dilution, le rapport de fluorescence diminue de
16%, a 1/10 de dilution le rapport de
fluorescence diminue de 24% et a 1/5 de
dilution cette diminution est 26%. La
différence entre les effets a 1/10 de dilution et
a 1/5 de dilution n’étant pas significative,
nous avons choisi de travailler sur les lignées
cellulaires avec la dilution de 1/10 pour éviter
toute toxicité éventuelle. Les résultats
montrent qu'en présence de décocté de
Biophytum petersianum le rapport de
fluorescence diminue dans les cellules
musculaires squelettiques en culture primaire.
Ces cellules expriment la dystrophine
génétiquement normale.

en
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Lignées cellulaires SolC1 et SolD5

La figure 2 montre des histogrammes
représentant le rapport de fluorescence mesuré
dans le milieu de base et en présence de
décocté sur la lignée SolC1 (Figure 2A) et sur
la lignée SolD5 (Figure 2B). Sur la lignée sans
dystrophine  (SolC1), le rapport de
fluorescence diminue d’environ 27% en
présence de décocté. Sur la lignée exprimant
la dystrophine (SolD5), le rapport de
fluorescence diminue d’environ 24% en
présence du décocté. La différence entre les
deux diminutions n’est pas significative.

Les résultats sont obtenus sur les
lignées cellulaires sans dystrophine ou avec
dystrophine exprimée sont similaires. Cette
diminution du rapport de fluorescence
(450/485) indique une diminution de la
concentration du calcium libre intracellulaire.
L'effet partiellement réversible et dose-
dépendant est en accord avec les résultats
antérieurs (Titrikou et al., 1998). La
diminution de la concentration du calcium
libre intracellulaire par le décocté justifie
I'utilisation de cette plante dans le traitement
de I'hypertension artérielle (Titrikou et al.,
1998, 2007, 2008) puisque I'augmentation du
calcium libre intracellulaire induit
I'hypertension artérielle chez les
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Figure 1: Histogrammes du rapport de fluorescence danselades musculaires squelettiques des

rats en contrdle et en présence de I'extrait (2 1
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Figure 2 Histogrammes du rapport de fluorescence dansidegds cellulaires sans
dystrophine (A, n = 17) et avec dystrophine expar(®, n = 18).

hommes (Resnick, 1999). L'effet du décocté
de la plante ne passe pas par la dystrophine
car il est similaire & celui obtenu sur les
cellules musculaires squelettiques en culture
primaire, sur les lignées cellulaires avec ou
sans dystrophine. Le décocté exercerait un
effet inhibiteur sur un ou des mécanisme(s)
cellulaire(s) intervenant dans I’homéostasie du
calcium intracellulaire. Ces résultats sont en
accord avec ceux de Titrikou et al. (2007) qui
montrent un effet inhibiteur du décocté sur
I'influx calcique. D’autres travaux ont montré
que le décocté dEclerocarya birreaHochst
(Anacardiaceae), une plante utilisée dans le
traitement de [I'hypertension artérielle au
Burkina Faso a un effet inhibiteur sur la
libération du calcium induite par la caféine
(Belemtougri et al., 2001). La caféine est un
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activateur des canaux calciques du réticulum
sarcoplasmique connu sous le nom de
récepteurs a la ryanodine (Ehrlich, 1994).
L'effet inhibiteur du décocté de B.
petersianunpourrait passer par un mécanisme
similaire.

Conclusion

Les résultats obtenus montrent que le
décocté deBiophytum Petersianunpossede
des composés actifs capables de diminuer le
taux basal du calcium libre intracellulaire dans
les cellules musculaires squelettiques
possédant la dystrophine naturelle (cellules
musculaires de rat en culture primaire). Ces
résultats sont similaires a ceux obtenus sur les
lignées cellulaires sans dystrophine (SolC1)
ou avec dystrophine exprimée (SolD5).
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L'effet du décocté ne passerait pas par la
dystrophine, une protéine dont I'absence ou le
dysfonctionnement entraine 'augmentation de
la  concentration du calcium libre
intracellulaire. Le décocté agirait sur un ou
des mécanisme(s) impliqué(s)  dans
I’'homéostasie du calcium libre intracellulaire.
La diminution du taux de calcium libre
intracellulaire justifie [I'utilisation de cette
plante dans la pharmacopée traditionnelle
pour traiter I'hypertension artérielle. Les
investigations sur I'intervention du récepteur a
la ryanodine et/ou du récepteur a linositol
triphosphate du réticulum sarcoplasmique
seraient nécessaires puisque I'effet du décocté
n'est pas voltage-dépendant dans la mesure ou
les expériences ont été réalisées sans
stimulation.
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