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Abstract

In this study, the total phenolic levels and antioxidant activities of Claladods from
Opuntia ficus indica extracts originating from Saida in Algeria were determined. The phenolic
components of these extracts were also determined using HPLC. Total phenolic levels ranged
from 10.75 to 1.80 mg g EC/mg E, total flavonoid components of the extract ranged from
7.99 to 1.31 g EC/mg E. Antioxidant activity of the aqueous extract was increased according
to FRAPP, CE50 scored 750 2.1 (g/ml) and free radical DPPH antiradicular activity was
scored CI50 (18724.3 g/ml). The phenolic compounds identified by HPLC were acid cinapine
ascorbic acid nicotamide tannic acid cafein vanillin kaempherol quercetin myirecetin
epicatechin/catechin and five unknown compounds. All of the plants studied contain
kaempherol (41%), epicatechin/catechin (14.5%), quercetin (12.9%), myrecetin (8, 9%),
Vaniline (7.8%), Ascorbique Acid (3.1%), Nicotamide (2.7%), Tannic Acid (0.4%), Caffeine
(0.1%), Cinapic Acid (0.1 %). the aqueous extract has significant antioxidant activities in
vitro, the results indicated that the OFI could be attributed to a potential source of natural
antioxidant for food applications.

The present study showed that intravenous injection of 6.5 mg CdCI2/kg in rats caused
a significant increase in serum urea and creatinine levels, a significant decrease (p<0.05) in
total protein levels in the group of Cd-treated rats compared to normal control rats can be
attributed to the oxidation of proteins, forming protein adducts responsible for oxidative
damage. However, the significant increase (p<0.05) in total protein content of the Cd-treated
group of rats co-treated with the aqueous extract of prickly pear cladodes, as well as the
groups of normal rats treated with I, was the aqueous extract of fig cladodes may be the result
of Cd intoxication-induced damage to kidney and liver cells, which could subsequently lead
to disruption of protein biosynthesis. In this study, severe hepatic insufficiency was caused by
the significant increase in y-GT , PAL ,ALT, AST, and serum liver enzyme activity in the Cd-
induced hepatotoxicity group compared to the normal control group. The lowering of elevated
levels of urea, uric acid, and creatinine by cadmium may indicate that the aqueous extract of
fig cladode exerts a nephroprotective effect when exposed to Cd.
KEYWORDS: Opuntia ficus-indica; cladodes; flavonoids; phenolics; aqueous extract;

Antioxidant activity ; Cadmium, intoxication



Résumé

Dans cette étude, les niveaux phénoliques totaux et les activités antioxydantes des Claladods a
partir d'extraits d'Opuntia ficus indica provenant de Saida en Algérie ont été déterminés. Les
composants phénoliques de ces extraits ont également été déterminés par HPLC. Les niveaux
phénoliques totaux variaient de 10,75 a 1,80 mg g EC/mg E, les composants flavonoides
totaux de l'extrait variaient de 7,99 a 1,31 g EC/mg E. L'activité antioxydante de l'extrait
aqueux a été augmentée selon FRAPP, CE50 a marqué 750 2,1 (g /ml) et l'activité
antiradiculaire DPPH des radicaux libres a été notée CI50 (18724,3 g/ml). Les composés
phénoliques identifiés par HPLC étaient I'acide cinapine l'acide ascorbique le nicotamide
l'acide tannique la caféine la vanilline le kaempherol la quercétine la myircétine
I'épicatéchine/catéchine et cing composés inconnus. Toutes les plantes étudiées contiennent
du kaempherol (41%), de I'épicatéchine/catéchine (14,5%), de la quercétine (12,9%), de la
myrécétine (8,9%), de la vaniline (7,8%), de l'acide ascorbique (3,1%), de la nicotamide (2,7
%), Acide Tannique (0,4%), Caféine (0,1%), Acide Cinapique (0,1%). I'extrait aqueux a des
activités antioxydantes significatives in vitro, les résultats ont indique que I'OFI pourrait étre
attribué a une source potentielle d'antioxydant naturel pour des applications alimentaires.

La présente étude a montré que l'injection intraveineuse 6,5 mg CdCI2/kg chez les rats
entrainait une augmentation significative des taux sériques d'urée et de créatinine la réduction
significative (p < 0,05) du niveau de protéines totales dans le groupe de rats traités au Cd par
rapport aux rats témoins normaux peut étre attribué a I'oxydation des protéines formant ainsi
adduit protéique responsable des dommages oxydatifs. Cependant, I'élévation significative (p
< 0,05) du taux de protéines totales du groupe de rats traités au Cd co-traités avec 1’extrait
aqueux de cladodes du figuier de barbarie ainsi que des groupes de rats normaux traités avec
du I’extrait aqueux de cladodes du figuier de peut étre le résultat d'une 1ésion des cellules
rénales et hépatiques induite par une intoxication au Cd qui pourrait induit a la suite une
perturbation de la biosynthése des protéines. Dans cette étude, une atteinte hépatique sévere a
¢été observée par 1'élévation significative de I’activité des enzymes hépatiques ALAT, ASAT
et dans le sérum du groupe d'hépatotoxicité induite par le Cd par rapport avec le groupe
témoin normal. La réduction des taux éleves d'urée, d'acide urique et de creatinine parle
cadmium peut suggérer que le I’extrait aqueux de cladodes du figuier de exerce une action un
effet néphro-protectrice lorsqu'il est exposé au Cd.

MOTS-CLES : Opuntia ficus-indica ; cladode; flavonoides; phénoliques; extrait aqueux;

Activité antioxydantes ; Cadmium ; Intoxication
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Liste des abréviations

ADN : Acide Désoxyribonucléique.

ALAT : Alanine Aminotransférase.

AICI3 : trichlorure d’aluminium.

ANOVA : Analysis Of Variance.

ARN : Acide Ribonucléique. ASAT : Aspartate Aminotransférase.
CAT : Catalase.

CE50 : Concentration Efficace médiane.

CO2 : Dioxyde de carbone.

dL : décilitre.

DPPH : 2,2, diphényl-1-picrylhydrazyle.

EDTA : Acide Ethylene-Diamine-Tétra-Acétique.

ELISA : Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay. EQ : équivalent de quercétine.
ERN : Espéces réactives de l'azote.

ERO : Espéces réactives de I'oxygéne.

GSH : Glutathion réduit.

GSH-Px : Glutathion Peroxydase. HCI : Chlorure d’hydrogene.
HPLC : Chromatographie en phase liquide a haute performance. H202 : peroxyde d’hydrogéne.
H20 : molécule d’eau.

iv : injection intraveineuse.

L : litre.

LDH : lactate déshydrogénase.

mg : milligramme.

min : minute.

ml : millilitre.

mM : millimolaire.

mmol : millimole.

NAD : Nicotinamide Adénine Dinucléotide.



NADH : Nicotinamide Adénine Dinucléotide réduit.
NADPH : Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate.
nm : nanometre.

nmol : nanomole.

ng : nanogramme.

NO : monoxyde d’azote.

02 : dioxygéne. A.Dif (2022).

02 .- : anion superoxyde.

OFI : Opuntia ficus indica

PAL: Phosphatase Alcaline.

PH : potentiel d’hydrogéne.

E2. P/V : poids / volume.

RSA : Radical Scavenging Activity.
rpm : rotation par minute.

Sec : seconde.

S.E.M : erreur standard a la moyenne.
SOD : Superoxyde Dismutase.
TNF-a : Tumor Necrosis Factor.
tr/min : tour /minute.

U/cg : Unité/ centigramme.

U/g : Unité/ gramme.

U/mg : Unité/ milligramme.
UI/L : Unité Internationale/ litre.
UL : microlitre. um : micrometre.
pmol : micromole.

UV : ultraviolet.

V/V: volume / volume.

vy —GT : gamma glutamyl-transférase.
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Introduction

En son temps, Hippocrate disait déja que « pour approfondir la médecine, il faut
considerer d’abord les saisons, connaitre la qualité des eaux, des vents, étudier divers états
des sols et le genre de vie des habitants » le lien entre I’environnement d’un individu et sa
santé n’est pas a priori, pas nouveau, pourtant paradoxalement, depuis 1’antiquité la qualité de
I’environnement humain s’est détériorée avec 1’amélioration de sa qualité de vie. La nature a
longtemps été une source cruciale de thérapeutique. Les substances d'origine végeétale ayant
une pertinence biomédicale ont acquis une grande popularité et un acces au marché
international en tant qu'ingrédients synthétiques plus sdrs et plus efficaces des produits
pharmaceutiques et cosmetiques, qui sont considérés comme lourds d'effets secondaires et
d'éventuelles interactions toxiques. Actuellement, un tiers a pres de la moitié de tous les
médicaments disponibles sont dérivés de plantes ou d'autres sources naturelles (Barnes et al.,
2002 ; Khan et al., 2013 ; OMS, 2004). Les polyphénols ont regu une énorme attention en tant
qu'ingrédients actifs pharmaceutiques et cosmétiques. C'est un groupe tres diversifié de
composés phénoliques naturels qui comprend plusieurs sous-groupes : les acides phénoliques,
les flavonoides (isoflavones, néoflavonoides, chalcones, flavones, flavonols, flavanones,
flavanonols, flavanols, proanthocyanidines, anthocyanidines), les amides polyphénoliques et
les polyphénols non flavonoides ( ex. resvératrol, curcumine) (Tsao, 2010). De nombreuses
études récentes illustrent leur pertinence dans I'évitement des maladies dégénératives (cancer,
maladies cardiovasculaires et neurodégénératives etc.) liées au stress oxydatif déclenché par
les propriétés réactives et la pertinence biomédicale du phytosome, 23 especes d'oxygeéne et
d'azote (Dashwood, 2007; Khan et al ., 2013 ; Quifiones et al., 2013 ; Semalty et al., 2010 ;
Tangney et Rasmussen, 2013). La puissante activité antioxydante des polyphénols a été
démontrée in vitro et in vivo et a été attribuée & la neutralisation des radicaux libres en
donnant un électron ou un atome d'hydrogene, supprimant ainsi la production de radicaux
libres et réduisant la fréquence d'oxydation en inhibant la formation de radicaux libres ou
désactivation réduisant les espéces actives et précurseurs de radicaux libres ou en neutralisant

les radicaux libres, stoppant les réactions en chaine (Tsao, 2010). En médecine traditionnelle,
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I'extrait de cladodes d'Opuntia ficus indica est utilisé pour ses propriétés cicatrisantes et
antiulcéreuses (EM Galati, Tripodo, Trovato, Miceli & Monforte, 2002 ; EH Park & Chun,
2001).

Les métaux lourds (plomb, mercure, arsenic, cadmium...) sont des polluants
engendrés pour la plupart du temps par I'activité humaine. lls ont un fort impact toxicologique
sur les végétaux, les produits de consommation courante et sur I'nomme En effet, les
principales causes de contamination au cadmium chez I’homme sont 1’alimentation (poisson,
mollusques, végétaux riches en fibre) et le tabagisme (Jarup, 2002; Satarug et Moore, 2004).
La cigarette contient plus de 3000 substances dont le cadmium, (Aoshima et al., 2003). Quant
a sa consommation, le cadmium inhalé interagit avec les alvéoles pulmonaires causant ainsi
des dommages (Amir et al., 2014). Plusieurs études ont été réalisées et ont démontré voire
confirmés que les effets néfastes du cadmium portent principalement sur le foie et le rein
(Satarug et al., 3 2002). En effet, aprés absorption, 30% du cadmium atteignent le foie, 30%
atteignent les reins et le reste est distribué dans 1’organisme (Robin., 2013). Et le pire est qu’il
ne possede aucun rdle biologique connu a ce jour et s’avere étre un toxique tres destructif
pour I’organisme dont les organes cibles comme on le sait déja sont principalement les reins,
le foie, les poumons et la prostate (IARC., 2012) et les principales sources de contamination
sont la cigarette, la fumée de soudure, les aliments contaminés et 1’eau (Robin, 2013). Ces 4
pathologies seraient dues a un déséquilibre cellulaire dont le mécanisme biochimique et
immunologique mérite d’€tre étudié. C’est pourquoi notre travail « Contribution 1’étude de
I’effet thérapeutique de 1’Opuntia ficus indica .Etudes biochimique, et histologique suite a
une intoxication aux cadmium chez les rats WISTAR»
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INTRODUCTION
CHAPITRE 1. GENERALITES SUR LE FIGUIER DE BARBARIE

INTRODUCTION :

Le figuier de Barbarie est une plante grasse appartenant a la famille des cactées et plus
précisement au genre Opuntia. Il est cultivé dans les climats arides, comme dans les régions
méditerranéennes et d'Amérique centrale (Ginestra et al., 2009). Les régions semi-arides du M
exique renferment la plus grande diversité de cactus dans le monde (Pimienta-Barrios, 1994).
Le genre Opuntia contient environ 300 espéces et beaucoup d'entre elles produisent des tiges
et des fruits bien tendres et comestibles (Hegwood, 1994). Parmi ces espéces on site Opuntia
ficus-indica (inerme ou sans épines largement connue sous le nom de figuier de Barbarie et
qui ont fait I’objet de notre étude (fig.1) La jeune partie de la tige du cactus, ou cladode, est
souvent consommée comme un légume dans les salades, tandis que le fruit est consommé en
frais (Avila-Curiel et al., 2003). La composition chimique des cladodes dépend de la variété,
du stade de croissance et des conditions environnementales. Elles ont une valeur nutritive
élevée, principalement en raison de leurs ressources minérales, en protéines, en fibres
alimentaires et en contenu phytochimiques (Bensadon et al., 2010). On les utilise a des fins
médicinales et cosmétiques, comme fourrage ou matériaux de construction et en tant.que
source de couleurs naturelles. Cependant, leurs utilisations sont encore essentiellement

limitées aux pays d'origine (Stintzing and Carle, 2005).

Figure 1 Une espéces du figuier de Barbarie Opunita ficus indica
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2. Cactées

2.1. Définition

La famille des cactées appartient aux plantes grasses. Elles ont la capacité de survivre
sur leurs réserves durant une période de sécheresse temporaire grace a un systéme de
stockage de I’eau. Dans une situation similaire, la plupart des autres plantes dépériraient et
mourraient par mannque d’eau (Mace, 2003). Leur aspect souvent étrange est lié aux
mutations qu’elles ont mises au point pour stocker 1’eau dans leurs tiges, leurs feuilles ou
leurs racines qui sont trés charnues. D’autres évolutions plus importantes ont permis
d’augmenter les réserves d’eau en réduisant 1’évaporation. Elles présentent souvent un
épiderme soit charnu, soit couvert de poils ou d’une couche cireuse qui réduit 1’évaporation.
Le revétement dense en épines joue un role décisif et limite les effets de la chaleur solaire
intense en fournissant une ombre partielle a la plante. Les cellules de ces plantes supportent
de grandes variations de leur teneur en eau que les autres plantes « normales » (Mace, 2003).
Il existe des mythes tres anciens concernant les cactées. Le cactus était un symbole
important a la fois chez les Aztéques au Mexique et chez les Incas au Pérou, et I’on retrouve
des illustrations de ses vertus curatives et divinatoires sur de nombreux batiments, poteries

et autres objets usuels (Mace, 2003).

2.20rigine et diffusion

Les cactus sont presque tous originaires du Nouveau Monde, certaines espéces allant
jusqu’au Nord de I’Alberta au Canada, d’autres poussant une pointe au Sud jusqu’en
Patagonie (fig.2). Les seules exceptions sont quelques espéces présentes en Afrique orientale
et a Madagascar ou il se peut qu’elles aient été apportées par des oiseaux migrateurs et
qu’elles y aient continué leur évolution (Mace, 2003).

La culture du cactus est originaire des plateaux du Mexique qui sont caractérisés par
un climat chaud et sec. L utilisation alimentaire de I’espéce date de 1’époque préhistorique
gréce a la decouverte de graines fossiles datant du septieme millénaire av. J.-C. (Mullas et
al., 2004).

Ces régions semi-arides du Mexique présentent une grande diversité génétique de
variétés cultivées et variétés sauvages du cactus. Plusieurs espéces ont été introduites dans
d’autres régions du monde ayant un climat semi-aride, telles que I’ Australie, 1’Afrique du

Sud, le Madagascar ou la région méditerranéenne. Le cactus a été introduit en Europe
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méditerranéenne vers la fin du 15éme et le début du 16¢me siécle pour I’alimentation des
populations indigenes. Il a été aussi introduit, au 16eme siecle, au Nord et au Sud de
I’Afrique et tout au long du bassin méditerranéen. Actuellement, il est cultivé dans les
régions arides et semi-arides de plusieurs pays. Le cactus, comme culture, était inconnu en
Europe avant les voyages de Christophe Colomb. Il fut décrit de fagcon précise pour la
premiere fois en 1535 par I’espagnol Gonzalo Fernandez de Oviedo y Valdés dans son
histoire des Indes occidentales. Sa morphologie insolite marqua les esprits des premiers
conquistadors. Outre les fruits, c’est I’élevage de la cochenille qui attira surtout leur
attention ; mais 1’¢élevage de cette dernieére aux iles Canaries ne fut réussi qu’au 19¢me
siecle. Son fruit constituait depuis longtemps un aliment important dans le régime
alimentaire des Indiens (Rapport du Ministére de 1’ Agriculture et de la Péche maritime du
Maroc, 2010).

Le genre Opuntia a été utilisé au Mexique depuis I’époque préhispanique, en association
avec le mais et I’agave, constituant ensemble la piece maitresse de 1’économie agricole de la
civilisation aztéque. Au cours des derniéres années il y’a eu un intérét accru pour diverses
espéces d’Opuntia, en raison du role qu’elles sont supposées jouer dans le succes des
systémes d’agriculture durable dans les zones marginales ; notamment les zones arides et
semi- arides (FAO, 2003).
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Figure 2 : Carte illustrant I'aire de distribution du cactus a son origine (Lamb, 1991).
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2.3Morphologie

Les cactées ont des formes diverses, allant de plantes miniatures jusqu'a de grands
arbres atteignant prés de 25 m de hauteur. Cependant a I’exception du genre Preskia et des
genres proches qui ont des feuilles normales, des aiguillons et une structure un peu
élémentaire pour les fleurs et les fruits, tous les autres genres sont trés similaires. Ces autres
genres sont pratiquement dépourvus de feuilles, les processus de photosynthese se
produisant en revanche dans des tiges vertes charnues (Lamb, 1991). C’est au niveau des
aréoles qu’apparaissent les aiguillons, les nouveaux rameaux et les fleurs. Il y’a des
exceptions telles que les Echinocereus dont les boutons floraux percent la paroi de la tige
pres d’une aréole, les Mammillaria et les Corphanta chez qui les boutons sortent d’un
emplacement axillaire entre les tubercules ou d’une gorge partant de I’aréole du tubercule.
Les fleurs des cactus sont sessiles, la seule exception étant fournie par les Pereskias a fleurs
pédonculées (fig.3). Les fruits sont habituellement des baies juteuses, mais dans quelques
genres, il s’agit de capsules seches d’ou les graines s’échappent soit par un pore basal ou par

une fente irréguliére (Lamb, 1991).

murés ETAMINE
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Figure 3 : Schéma illustrant quelques organes du cactus, (a) : fleur de cactus d'apres
I'exemple d’Opuntia, (b) : jeune plante montrant sa structure tuberculée, qui en approchant de
la maturité, deviendra une formation a cote, (c) : coupe d’une tige de Carnegiea giganta
montrant la structure cotelée et la facon dont une autre cote se forme au fur et a mesure du
développement de la tige (Lamb, 1991).
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2.4Classification

La famille des cactacées est subdivisée en huit groupes, dont chacun d’entre eux
comprend plusieurs genres (Lamb, 1991) :
e Groupe Pereskia : Plante a feuilles, mais sans glochides. Les graines noires sont sans
arilles (enveloppe extérieure ou appendice fixé au pédoncule de 1’ovule). Genres
Maihuenia, Pereskia.
e Groupe Opuntia : Plantes a petites ou minuscules feuilles et glochides. Les graines sont
ailées ou munies d’un arille. Genres : Opuntia, Pereskiopsis, Pterocactus, Quiabentia,
Tacinga.
e Groupe Cereus : Plantes sans feuilles ni glochides, a graines noires ou brunes. Ces plantes
sont ordinairement colonnaires, cotelées et généralement pourvues de nombreux aiguillons.
L’extérieur de la base du tube floral et nu ou épineux. Genres : Armatocereus, Arrojadoa,
Jasminocereus, Monvillea, Wilcoxia etc.
Groupe Echinopsis : Comme le groupe Cereus, sauf que les plantes peuvent étre naines et
que I’extérieur du tube floral est généralement pourvu de poils ou peut posséder des écailles
étroites. Genre: Acanthocalycium, Arequipa, Espostoa, Mila, Oroya, Weingartia etc.
e Groupe Hylocereus: Comme le groupe Cereus, mais les plantes sont épiphytes, souvent a
racines aériennes, et cotelées. Les aiguillons sont souvent assez peu nombreux ou
complétement absents. Genres : Aporocactus, Cryptocactus, Hylocereus, Rhipsalis, Wittia
etc.
e Groupe Neoporteria : Plantes généralement naines, globuleuse a courtes, cylindriques et
cotelées. La base du tube floral est un peu laineuse, avec des aiguillons dans le haut. Genres
- Austrocactus, Frailea, Nonocactus, Parodia, Wigginsia, etc.
e Groupe Melocactus : Comme le groupe Neoporteria, la base du tube floral est nue ou
laineuse, mais sans aiguillons. Les fleurs sont portées sur un cephalium terminal, sauf chez
les Buiningia ou il est latéral. Genre : Buiningia, Discocactus, Melocactus.
e Groupe Echinocactus : Comme le groupe Melocactus, sauf que les fleurs apparaissent au
centre, mais sans cephalium. Genre : Ariocarpus, Aztekium, Islaya, Solisia, Strombocactus,

Toumeya, etc.

3. Figuier de Barbarie (Opuntia ficus indica)

3.1. Définition
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Le figuier de Barbarie est originaire du Mexique, il est bien adapté aux zones arides et
semi-arides (Reynolds et al., 2003). Il occupe une partie importante dans 1’alimentation
humaine et il est également utilisé comme fourrage pour le bétail. C'est une plante
intéressante en raison des conditions environnementales dans lesquelles elle se développe et

sa résistance aux conditions climatiques extrémes (Hernandez-Urbiola et al., 2011).

3.2. Distribution

Le figuier de Barbarie fut introduit en Afrique du Nord (Algérie, Tunisie, Maroc) vers
le 16¢me siécle. Sa culture s’est diffusée rapidement dans le bassin de la Méditerranée. Elle
s’est également répandue dans 1’hémisphére sud, notamment en Afrique du Sud, a
Madagascar, a la Réunion, a I’ile Maurice, en Inde, a Ceylan et en Australie. On peut 29
également la trouver au Canada, en Argentine et au Pérou a une altitude pouvant atteindre
5100 m. 1l est actuellement introduit dans plus de 30 pays ou il est cultivé pour la production
des fruits, 1’utilisation comme fourrage et comme plante cosmopolite (Rapport du ministere

de I’Agriculture et de la Péche Maritime, 2010).

3.3. Taxonomie

De nombreux auteurs ont élaboré des classifications du Genre Opuntia. La
classification considérée comme la plus valable a ce jour est sans doute celle établie par
Britton et Rose en 1963 :

e Régne : Plantes.

e Ordre : Caryophyllalles.

e Sous-classe : Caryophyllidae.
e Famille : Cactaceae.

e Groupe : Opuntiaeae.

e Genre : Opuntia.

e Sous-genre : Platyopuntia

e Especes : Opuntia ficus-indica,

Le genre Opuntia appartient a la famille des Cactaceaes, ordre des Caryophyllalles et
la sous-classe des Caryophyllidaes. La famille des Cactaceaes compte environ 130 genres et
1500 espéces, dont 300 appartiennent au genre Opuntia (Mulas et al., 2004). Le groupe des

Opuntiaecaes comprend le genre Opuntia, subdivisé a son tour en quatre sous-genres :
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Platyopuntia, Cylindropuntia, Tephrocactus et Brasiliopuntia. Le sousgenre Platyopuntia
comprend 150 a 300 especes décrites, on a 1’espece Opuntia megacantha et la série des
ficus-indicae, qui comprennent 1’Opuntia ficus-indica et qui sont connues sous le nom de
figuier de Barbarie (Mulas et al., 2004). L’Opuntia ficus-indica et I’Opuntia megacantha
sont parmi les cactées qui ont la plus grande importance agronomique, tant pour leur fruit
comestible que pour les raquettes qui peuvent étre utilisées comme fourrage ou comme
légumes (Mulas et al., 2004). La domestication d’Opuntia ficus-indica a commencé il y’a
environ 8000 ans. Il en existe une forme épineuse et une forme inerme. De nombreux
auteurs considérent 1’Opuntia megacantha comme un synonyme d’Opuntia ficus-indica,
toujours considérée comme la forme inerme. La démonstration la plus évidente est que
I’Opuntia megacantha est une forme d’Opuntia ficus-indica mais dans des conditions de
stress, certaines cladodes de la forme inerme peuvent commencer a développer des épines.
Par ailleurs, les plantes qui proviennent a partir des graines d’especes sans épines peuvent

générer des formes épineuses, caractérisées par une grande variabilité (Mulas et al., 2004).

3.4. Description morphologique

Le figuier de Barbarie est une plante arborescente, caractérisée par des tiges en forme
de raquettes plates charnues et ovales pouvant atteindre 3 a 4 métres de haut (fig.4). Les
raquettes, appelées cladodes, mesurent 30 a 40 centimétres de long, sur 15 a 25 cm de large
et 1,5 a 3 cm d'épaisseur. De couleur verte, elles s'unissent les unes aux autres, en formant
des sortes de branches. Elles sont recouvertes d'une cuticule cireuse (la cutine) qui limite la
transpiration de la plante et la protége tout en assurant la fonction chlorophyllienne a la
place des feuilles. Leur surface est parsemée d'alvéoles au sein desquelles naissent, sur les
cladodes en formation, des feuilles fragiles, éphémeres et caduques. Elles portent de
redoutables épines munies de minuscules aiguillons recourbés vers leur base. Les cladodes
de la base, en vieillissant, finissent par se lignifier pour former un véritable tronc. Le figuier
de Barbarie donne des fleurs et des fruits en abondance. Les fleurs apparaissent sur le dessus
des raquettes, larges de 4 a 10 cm et de couleur jaune, orange ou rouge. Ces fleurs sont
comestibles, comme le fruit auquel elles donnent naissance qui se présente sous la forme
d’une grosse baie ovoide et charnue, dont la peau verte jaunatre est, elle aussi, ornée de
petites épines. Dans les climats temperés, la floraison a lieu en avril,-mai et les fruits sont
cueillis fin juillet a septembre, dés qu'ils deviennent un peu mous. Dans certaines contrées

arides et chaudes, la plante peut donner des fruits deux fois par an. Appelé figue de Barbarie,
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ce fruit a une chair d'une couleur variant du jaune clair au rouge violacé et dont le goQt se
révele délicieux et subtil. Ses graines, riches en vitamines et en oligoéléments, lui conférent
de nombreuses propriétés et c'est a partir de ces graines que l'on obtient une huile trés

recherchée (Revue nature et santé, 2011).
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Figure 4 : Schéma illustrant les différentes parties du figuier de Barbarie (Revue nature et
sante, 2011).

3.5. Physiologie

Le figuier de Barbarie est une plante qui a une photosynthése de type CAM
(Crassulacean Acid Metabolism). Elle a la particularité de fixer le CO2 pendant la nuit, le
stocker et de fermer ses stomates pendant le jour. Une telle stratégie permet d’éviter les
pertes en eau par évapotranspiration qui peuvent avoir lieu le jour et d’optimiser ainsi
’utilisation d’eau (Stintzing et al., 2005). Les stomates s'ouvrent uniquement la nuit, car a ce
moment, la température est plus basse que durant la journée et le taux d’humidité est plus
élevé. Cela provoque une faible évapotranspiration et donc de faibles pertes d'eau. C'est
pourquoi les plantes CAM se sont spécialisées dans la fixation du CO2 pendant la nuit. Cette
fixation est réalisée par la phosphoénolpyruvate carboxylase (PEP), qui provient de la
dégradation de I'amidon et du saccharose produit dans le chloroplaste le jour. Cette fixation

permet de former de I'oxaloacétate, qui sera immédiatement réduit en malate, puis stocke
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dans une vacuole sous forme d'acide malique, d'ou le nom de plante & métabolisme acide.
Autre ment dit, durant la nuit, le figuier de Barbarie fait "le plein" de CO2 sous forme
d'acide malique, mais il ne peut pas le transformer tout de suite en sucre du fait de lI'obscu
rité. En effet, comme toutes les autres plantes, les plantes CAM ont besoin de I'énergie
lumineuse du jour pour compléter le cycle de Calvin et pour ainsi accomplir la

photosynthése en entier (Goldstein et al., 1991) (fig.5).
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Figure 5 : Photosynthese de type CAM.

3.6. Habitat

Les cactus ont évolué et se sont adaptés a toutes sortes de biotopes. La définition
généralement admise qu’un désert est un lieu ou la moyenne annuelle des précipitations ne
dépasse pas 250 mn. Selon cette définition seul un tres faible pourcentage de cactus pousse
dans de véritables déserts. La grande majorité des espéces vivent dans des biotopes ou elles
recoivent chaque année au moins le double de cette quantité d’eau. Certains types de cactus
apprécient des habitats encore plus humides, en particulier nombre d’espéces épiphytes des
foréts sempervirentes tropicales ou I’humidité atmosphérique est constamment élevée. Les
cactus occupent des biotopes depuis le littoral jusqu’aux régions intérieures, du niveau de la
mer a des altitudes approchant les 4000 m. Certains cactus se sont adaptés pour faire face au

froid intense et a la neige ainsi que ceux poussant dans le sable a quelques metres au-dessus
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du niveau de la mer (Lamb, 1991).

De point de vue écologique, I’Opuntia ficus-indica, méme si on la trouve dans les zones ou
le climat est tempéré, est typiquement une espéce des zones arides et désertiques et présente,
par conséquent, une série d’adaptations morphologiques et physiologiques aux
caractéristiques du milieu d’origine (Mulas et al., 2004). L’Opuntia présente des
caractéristiques exceptionnelles qui lui permettent d’emmagasiner, dans les organes
succulents, de grandes quantités d’eau. De courtes précipitations de quelques mm de pluie
seulement peuvent étre efficacement utilisées par cette plante grace aux racines
superficielles, mais trés étendues, qui sont en mesure d’absorber I’eau dans le sol quand les
niveaux d’humidité sont bas au point d’empécher la vie de la plupart des espéces cultivées
aux alentours (Mulas et al., 2004). En I’absence de feuilles permanentes, le processus
photosynthétique se réal ise dans les raquettes vertes. Celles-ci contiennent également un
parenchyme aquifére qui peut emmagasiner et conserver I’eau de facon -efficace.
L’efficience dans la limitation des pertes en eau par transpiration cuticulaire est améliorée
grace a la présence d’un épais revétement cireux ¢épicuticulaire et intracuticulaire. La
morphologie stomatique contribue elle aussi a limiter les pertes par transpiration, tout
comme I’ensemble du processus photosynthétique. En effet, cela peut avoir lieu suivant le
cycle CAM (Crassulacean Acid Metabolism) qui, comme on le sait, permet 1’ouverture
nocturne des stomates pour les échanges gazeux, réduisant par conséquent les pertes par

transpiration (Mulas et al., 2004).

3.7. Reproduction et techniques de multiplications

Pratiquement tous les cactus ont des fleurs normalement hermaphrodites, c¢’est-a-dire
que celles-ci possedent des organes males (étamines) et femelles (carpelles). La partie
réceptrice de I’organe femelle est le stigmate, a I’extrémité du pistil, et c’est cette surface qui
recoit le pollen pour qu’ait lieu la fécondation aboutissant finalement a la formation des
graines. Le transport naturel du pollen s’effectue en général par hasard, du fait de nombreux
types d’insectes ou d’oiseaux différents attirés par les fleurs dans leur quéte de nectar, voire
du pollen lui-méme (Lamb, 1991). Traditionnellement, le figuier de Barbarie est multiplié
végetativement par bouturage des cladodes, en laissant sécher au préalable les sections
pendant deux semaines et parfois plus (fig.6). Cette période de pre-séchage ne se justifie pas
et certains travaux ont méme montré ses effets négatifs sur les repousses. A la plantation, la

cladode est placée dans un sillon de 15 cm, la cladode est plantée en hauteur et les deux tiers
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sont mises dans le sol et inclinée. Le sol est alors tasse autour de la cladode. Les distances de
plantation sont variables en fonction de la pluviométrie et du degré d’intensification de la
culture. En zone aride et semi-aride (150 a 400 mm de pluie), les densités de plantation sont
de 1200 a 2000 cladodes a I’hectare. Quand la pluviométrie dépasse 400 mm, ces densités

peuvent étre de 3200 a 5000 raquettes a I’hectare (Walali Loudyi, 1995).

Figure 6 : Schéma illustrant la technique de bouturage, (a) : meilleur emplacement pour
prélever les boutures, (b) : plantation au niveau du sol (Lamb, 1991).

3.8. Exigences écologiques

Les caractéristiques écologiques du figuier de Barbarie, dépendent principalement des
facteurs climatiques qui contrélent sa croissance et sa distribution; notamment les
précipitations, 1’humidité atmosphérique, la température de 1’hiver, la nature des sols et le
drainage (Rapport du Ministére de 1’ Agriculture et de la Péche maritime, 2010) :

e Température : Le figuier de Barbarie est résistant au froid et peut supporter des gelées de

I’ordre de -5 °C. Ses besoins en chaleur sont importants et durant la phase de croissance du
fruit ils se situent entre 15 et 25 °C. Il est résistant a la sécheresse et les températures
moyennes annuelles de 15 a 18 °C lui conviennent parfaitement. Il peut supporter les fortes
chaleurs qui dépassent 50 °C. En outre, le niveau le plus bas de température ou le
développement est possible est I’isotherme de 1,5 a 2 °C de la moyenne journaliére du mois
le plus froid (généralement janvier) qui correspond a la moyenne mensuelle de 7 a 9 °C,
mais avec un maximum journalier supérieur ou égal a 12 °C.

e Preécipitations : Les exigences en précipitations sont variables en fonction de la nature
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des sols. En effet, pour des sols sableux et profond, le minimum de précipitation a b 35
requis tourne autour de 300 a 400 mm/an, alors que sur des sols vaseux et limoneux, la
moyenne des précipitations minimales requise est de 200 mm/an; mais le cactus peut étre
cultivé tant que I’eau additionnelle de I’érosion permet au sol d’emmagasiner 300 a 400 mm.
e Humidité : L’humidité atmosphérique, en cas de grand déficit de saturation de
I’atmospheére (humidité relative basse) affecte, également les espéces d’Opuntia. Les
observations empiriques ont démontré que le figuier de Barbarie est éliminé des régions ou
la moyenne relative de 1’humidité est au-dessous de 40% pour plus de trente jours
consécutifs. Le cactus peut croitre dans des régions arides et semi-arides de 1I’Afrique du
Nord et du Proche Orient ou les moyennes annuelles de I’humidité relative et la moyenne du
déficit de saturation sont respectivement toujours au-dessus de 60% et sous 12%.

e Sol : L’espéce présente une large faculté d’adaptation avec une préférence pour les sols
trés perméables, sableux ou caillouteux et a faible taux d’argiles (< 20%). Il redoute des sols
lourds et mal drainés. Il supporte aussi bien les sols acides que les sols trés calcaires, voire
salins (moins de 70 mol de NaCl / cm 3)

e Drainage : il constitue aussi I’'une des plus importantes exigences écologiques. En effet, le
figuier de Barbarie est trés sensible au manque d’oxygene au niveau des racines ; a cet effet,
il est recommandé d’éviter les sols argileux qui peuvent étre saturés temporairement et mal
drainés. Les facteurs biotiques jouent aussi un role important dans la culture et production
du cactus. De nombreux parasites et maladies peuvent toucher le figuier de Barbarie (Walali
Loudyi, 1995) :

¢ Rouille : elle se manifeste par de petites taches jaunes, circulaires, pouvant s’étendre en
plaques irrégulieres d’un blanc sale ou cendré. Ce sont surtout les cladodes de deux ans qui,
une fois attaquées, n’émettent que peu de cladodes, et finissent par se dessécher. Elle se
manifeste principalement dans les zones humides, elle est efficacement combattue par des
traitements a base de cuivre et 1’ablation des cladodes parasitées.

e Mildiou des cactus : les symptomes de la maladie se présentent sous forme de cloques
soulevant 1‘épiderme et de taches brunatres qui envahissent les fruits et les raquettes. La
sensibilité a la maladie est variable en fonction des variétés. Une lutte préventive consiste a
couper et a incinérer les parties atteintes de la plante.

e Cératite : une mouche mediterranéenne des fruits qui peut occasionner des dégats
importants dans les plantations mal entretenues. Un insecticide de synthése permet de se

débarrasser facilement de cet insecte.
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e Cochenilles : bien que généralement polyphages, certaines espéces de cochenilles sont des
parasites spécifiques et attaquent & une seule espece de cactée. Certains cultivars inermes de
cactées sont résistants aux cochenilles. La lutte contre les cochenilles nécessite des

traitements aux huiles blanches ou au parathion..
3.9. Répartition géographique

Le figuier de Barbarie est depuis longtemps cultivé au Maroc. Il a été introduit prées de trois
siecles au moins. Du Nord au Sud, il est le plus souvent utilisé comme haies, mais aussi pour
son fruit comestible et comme fourrage pour 1’alimentation du cheptel en périodes de
sécheresse (Rapport du Ministere de I’ Agriculture et de la Péche maritime, 2010).

Sa superficie a évolué de facon remarquable au cours de ces deux dernieres décennies a
cause de la sécheresse, elle est passée de 50 000 ha en 1998 a plus de 120 000 ha en 2009
enregistrant une progression annuelle de 2500 hectares (Arba, 2009). La région de
Guelmim-Sidi-Ifni occupe la premiére place avec 50% de la superficie nationale (33 000 ha
environ) et avec des rendements en fruits qui varient entre 10 et 22 t/ha. La région de
Khouribga vient en troisieme place et celle de Doukkala en quatriéme (Arba, 2009). Au
Nord du Maroc, le figuier de Barbarie est également situé dans plusieurs localités. Il se
trouve dans la région de Moulay Idriss prés de Meknés a des altitudes de 500 a 800m, et
dans des villages avoisinants les villes de Sidi Kacem, Tétouan, Tanger, Chefchaoune (plus
de 500mm de précipitations). On le trouve également dans les montagnes du Rif (Nord du
Maroc), le froid hivernal limite son extension, mais il est probable que des différences de
tolérance entre génotypes existent et méritent d’étre explorées, quelques plantations
rencontrées aux villages avoisinant les villes d’Ifrane, Azrou et Immouzzer, entre autres,
semble affirmer cette hypothese. Il est aussi localisé au centre du pays, des plantations du
figuier de Barbarie sont largement répandues dans le paysage rural avoisinant les villes de
Marrakech, Béni Mellal et et aussi dans les régions orientales aux alentours des villes
d’Errachidia, Rich, Midelt, Oujda, Taourirt, Ouarzazate, etc. L’existence dans ces localités
de génotypes tres résistants a la sécheresse et méme aux et basses températures n’est pas a

négliger (Rapport du Ministére de 1’ Agriculture et de la Péche maritime, 2010).

3.10. Especes et cultivars

L’identification des espeéces s’est faite progressivement depuis les années 80. Ainsi

Arba (2009), a décrit 3 especes qui produisent des fruits comestibles en milieu rural :
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Opuntia ficus-indica qui est surtout cultivé au Sud ; Opuntia megacantha qui est fréquente
dans la plupart des régions et Opuntia shumannii qui est présente au Sud marocain et qui
produit des fruits sucrés et juteux de qualité. Par la suite, environ 40 espéces ont été
identifiées (Rapport du Ministére de 1’Agriculture et de la Péche maritime, 2010). Pour ce
qui est du profil variétal, trois cultivars ont été identifiés, et sont utilisés par les agriculteurs
notamment dans la région d’Ait Badmrane sur la base de leur précocité et de leurs caracteres
épineux. Il s’agit des cultivars : Aissa (inerme et précoce : récolte juin a aolit) et Moussa
(inerme et tardive : récolte septembre a décembre voire janvier et février) qui donnent des
fruits juteux a pulpe jaune orangé a maturité sans oublier Achéfri (épineux) qui les entourent
souvent. Dans la région du RIif, le cultivar Dellahia est trés apprécié pour la qualité de ses
fruits et pour ses propriétés organoleptiques. D’autres cultivars a fruit comestible existent,
mais peu connut ; notamment Akria qui présente un cultivar inerme avec une floraison et
une maturité semblables au cultivar Aissa a pulpe rouge carmin acide, mais a fruit pourpre et
El bayda qui est un cultivar proche de Aissa, mais a fruit de couleur blanche (Rapport du
Ministére de 1’ Agriculture et de la Péche Maritime, 2010). Il est a noté que d’autres cultivars
du cactus, se trouvent dans d’autres localités, en particulier dans les régions de Marrakech,
Oued Zem, Doukkala et Casablanca, et qui sont réputés par la qualité de leur fruit, bien
apprécié par le consommateur. Ces cultivars ont été identifiés et nommeés par les agriculteurs
eux-mémes (Rapport du Ministere de 1’Agriculture et de la Péche maritime, 2010). 3.11.
Utilisations.

3.11.1. Alimentation humaine

e Fruit : Il existe prés de 200 espéces d’Opuntia, mais seuls les fruits d’une vingtaine
d’especes sont exploités. Les fruits sont connus par leurs teneurs élevées en sucre, minéraux
et vitamines. Ils sont produits et vendus en été et en automne, selon la précocité de la
variété. Au Mexique, par exemple, ces fruits comestibles appelés « tuna », sont
commercialisés a 1’état frais ou transformé : séchés, congelés, sous forme 38 de confit, de
jus et d’alcool (Rapport du Ministere de 1’ Agriculture et de la Péche maritime, 2010).

e Cladode : Les jeunes cladodes sont consommées en tant que Iégume car elles sont tendres
et fibreuses. Leur valeur nutritive est similaire a celle d’'un grand nombre de légumes et
feuilles. Elles sont riches en eau, en hydrates de carbone, en protéines, en vitamine C et B-
caroténe qui est un précurseur de la vitamine A. Ces jeunes cladodes sont appelés «

Napolitos » au Mexique ou elles sont considérées comme un Iégume traditionnel depuis des
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si¢cles. Elles sont consommeées a 1’état frais ou aprés cuisson en tant que légume vert. Elles
sont conseillées pour les diabétes a diabétisme indépendant de I’insuline, car leur
consommation peut améliorer le contréle du sucre chez ces patients et peut réduire le taux
du cholestérol dans le sang (Arba, 2009). Il existe d’autres produits dérivés a partir des
cladodes: confiture, cornichon et cladodes confits. Alors que les cladodes ont été
traditionnellement utilisés comme un substitut de viande pendant les périodes de jelne, elles
sont aujourd'hui servies avec un repas semblable a des haricots verts (Stintzing and Carle,
2005).

3.11.2. Production de fourrage pour le bétail

Elle représente la deuxiéme importance économique du cactus dans le monde.
L’utilisation du figuier de Barbarie dans 1’alimentation du bétail représente également la
deuxieme importance de cette plante au Maroc. Le cactus est utilisé depuis longtemps dans
I’alimentation du bétail des zones arides et sa production dans ces zones est plus rentable
que celle d’autres espéces fourragéres comme le mais et le sorgho. Il est cultivé comme
espece fourragere dans plusieurs pays dans le but d’assurer un stock alimentaire pour le
bétail dans le cas d’une situation critique de sécheresse. Un certain nombre de pays :
Mexique, USA, Bresil, Pérou, etc. produisent des quantités importantes de cladodes en tant
qu’aliment pour le bétail. Les cladodes sont appréciées par le bétail, car elles sont riches en
eau, en fibre, en protéine et en éléments minéraux. Leur consommation permet d’améliorer
la saveur du lait et la couleur du beurre (Arba, 2009). Les cladodes sont broutées
directement sur le champ par le bétail de paturage comme ce qui se fait dans le Mexique et
aux Etats-Unis ou il y’a de grands ranchs de cactus pour le paturage, ou bien elles sont
récoltées et coupées pour les distribuer au bétail domestique comme ce qui se fait dans
certains pays de I’Afrique du Nord comme le Maroc et la Tunisie ou les plantations de
cactus qui sont destinées a la production de fruits sont utilisées dans I’alimentation du bétail.
En comparaison avec d’autres €éléments fourragers, la valeur énergétique des raquettes est
proche de celle de la luzerne avec 39 0,12 unité fourragére/kg. Avant de les donner au bétail,
les cladodes sont déshydratées pour quelques jours afin d’éviter les diarrhées aux animaux et
qui sont dues a la consommation de cladodes gorgées d’eau. Les especes épineuses peuvent
passer sous un coup de feu afin de les débarrasser des épines (Arba, 2009). En raison de leur
effet laxatif attribué a la forte teneur en acide oxalique, une combinaison avec de la paille,

’atriplex, le foin de luzerne ou les tiges de mais est recommandée. D’une autre part la faible
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teneur phénolique et tannin dans les cladodes facilite la digestion et améliore la production
de viande (Stintzing and Carle, 2005).

3.11.3. Apiculture

Le cactus est une plante a floraison abondante et son cycle de floraison peut s’étendre
de 3 & 6 mois selon la région et la variéte. Sa floraison attire les abeilles en masses par leurs
grandes fleurs de couleur jaune, leur pollen abondant et leur nectar. Elle assure I’activité des
abeilles pour une certaine période et les autres especes melliferes assurent leur activité pour

les autres périodes de I’année (Arba, 2009).

3.11.4. Produits

e Production des huiles : L’huile extraite des graines du fruit du figuier de Barbarie
appartient a la famille des huiles polyinsaturées comme la plupart des huiles végétales. La
valeur commerciale de cette huile est intéressante en raison de ses particularités cosmétiques
recherchées. Elle est riche en acide gras insaturé comme I’acide linoléique (64,43%) et
I’acide oléique (18,46%). Parmi les acides gras saturés, le plus important est 1’acide
palmitique (12,60%) et I’acide stéarique (2,82%). Par contre, sa particularité réside dans sa
richesse en matiére insaponifiable (stérols et tocophérols). Cette caractéristique pourrait étre
un levier pour son exploitation dans le domaine de la cosmétologie; étant donné les effets
bénéfiques de ces substances sur 1’élasticité de la peau, le métabolisme cellulaire et la
restauration de la structure cutanée. Elle possede des particularités cosmétiques
remarquables, car elle prévient le vieillissement et les rides de la peau. Les graines servent
également pour la préparation de creme a usage dermique (Rapport du Ministére de

I’ Agriculture et de la Péche maritime, 2010).
e Production en agroalimentaire : La transformation des raquettes et des fruits concerne

. — La conservation des cladodes : Les jeunes cladodes sont conservées en petits
morceaux dans des boites en conserves. Des usines modernes de mise en boite des 40 «
Napolitos » existent au Mexique et aux Etats Unis (Arba, 2009). Les principaux produits
élaborés sont : les cladodes au vinaigre, les cladodes en saumure, la confiture de cladodes,
les cladodes confites et les frites de cladodes. On utilise également les cladodes comme
matiére premiére pour la production du biogaz par fermentation naturelle (Rapport du
Ministére de 1’Agriculture et de la Péche maritime, 2010). Des essais de conservation des

jeunes cladodes sont également en cours de réalisation au sud du Maroc par des ONG (Arba,
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2009).

— La Transformation technologique des fruits : Les fruits sont transformés en jus, en
nectar, en jus concentré, en conserve, en miel, en marmelade, etc. La teneur en sucre qui est
relativement élevée chez les fruits de la plupart des variétés leur permet de se transformer
favorablement en produits agroalimentaires. Les fruits fermentés sont utilisés pour produire
des boissons alcooliques ou I’eau de vie (Arba, 2009). Récemment, il a ét¢ démontré qu’il
y’a une possibilit¢ de produire du vinaigre a partir du jus de fruit du cactus (Rapport du
Ministére de 1’Agriculture et de la Péche maritime, 2010). Au Maroc, des essais de
transformation des fruits en confiture sont actuellement en cours de réalisation par ses ONG
du Sud qui font I’exportation de leurs produits. Le séchage des fruits au soleil est utilisé au
Sud du Maroc pour la conservation de la production qui n’est pas vendue a 1’état frais et de

celle qui n’est pas autoconsommeée (Arba, 2009).

e Production de colorants : les deux colorants extraits a partir de la figue de barbarie
sont le carmin et la bétalaine :

— Carmin : c’est un colorant naturel de couleur rouge carmin (acide carminique).
Actuellement il est de nouveau tres recherché par les industries alimentaires et cosmétiques
pour ses caractéres biochimiques. Il est produit par I’élevage des cochenilles Dactylopius
coccus et Dactylopius opuntiae qui sont des insectes hotes du cactus. Les cochenilles sont
collectées sur le cactus et sont séchées a 1’air libre pour obtenir un produit brut qui est appelé
Grana a partir duquel on peut extraire 10 a 26% de carmin. Il a été tres demandé sur le
marché international au début du 19¢éme siécle, moment ou 1’élevage de la cochenille a
carmin était pratiqué au Sud du Maroc par la colonisation espagnole. Il a disparu par la suite
a cause des colorants synthétiques et il est actuellement de nouveau recherché sur le marché
international a cause de ses qualités naturelles et biochimiques (Arba, 2009).

— Bétalaine : le fruit de cactus de couleur rouge ou pourpre contient de la bétalaine, qui
peut étre utilisée principalement comme colorant d’aliments qui ne requiérent pas de
traitement thermique tels que les glaces alimentaires, les yaourts, les friandises, les desserts,
les sirops et les sauces. Ces colorants naturels n’ont pas un E-numéro ; ce qui permet au
produit alimentaire coloré par ces substances naturelles de garder un label Bio. Ces colorants
extraits de légumes et fruits fournissent des substances supplémentaires nécessaires a
I’augmentation de la valeur nutritionnelle du produit concerné. Ce qui constitue une
spécificité de la bétalaine du jus de fruit de cactus c’est de préserver leur couleur a un pH

situé entre 3 et 7, la ou la majorité des anthocyanes communément utilisees perdent leur
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performance et se dégradent (Rapport du Ministere de 1’ Agriculture et de la Péche maritime,
2010).

e Production cosmétique et pharmaceutique : Le mucilage des cladodes est utilisé
dans la fabrication des shampoings, des assouplissants des cheveux, des crémes dermiques
et des laits hydratants. Il est également utilisé depuis longtemps par les femmes rurales pour
assouplir leurs cheveux. Ce mucilage permet également de réduire le taux de cholestérol
dans le sang. La poudre séchée des cladodes ou poudre de nopal a également un effet sur le
contréle du sucre et du cholestérol dans le sang (Fernandez et al., 1990). Elle a aussi un effet
amincissant et antiglycémique car, la pectine de la poudre diminue le plasma (Frati et al.,
1988). Le thé aux fleurs est utilisé en Sicile comme remede aux maux des reins. Des
capsules qui sont faites a partir des fleurs séchées sont utilisées comme régulant diurétique
et comme reméde au dysfonctionnement de la prostate. Le bouilli des fleurs séchées est
utilisé en pharmacopée traditionnelle comme remede aux douleurs gastro-intestinales, aux
brulures et coups de soleil. L’huile essentielle des graines des fruits du cactus est riche en
acides gras polyinsaturés, en stérols et en vitamines, elle est utilisée comme antiride naturel
et pour la fabrication des crémes dermiques antirides. L’huile essentielle des graines est
actuellement extraite et commercialisée par des ONG et des petites sociétés privées dans
certaines régions du Maroc. Les bouteilles d’huile sont exposées dans les manifestations
nationales et régionales et le marketing du produit pour le marché étranger se fait par site
web (Arba, 2009).

¢ Production d’alicaments : Les technologies mises au point réecemment ont démontré la
possibilité de production des alicaments sous forme de gélules ou capsules. Ce sont des
aliments naturels qui ont des fonctions thérapeutiques pour le traitement des maladies
comme 1’obésité, le cholestérol, la constipation et les coliques. Ils contribuent & la régulation
du transit de I’intestin (Rapport du Ministere de 1’Agriculture et de la Péche maritime,
2010).

e Engrais vert : Les résidus des raquettes ou des fruits et les autres parties de la plante
constituent un excellent fertilisant (Revue nature et santé, 2011).

e Protection : Cette plante constitue des haies vives qui permettent la fixation des terrains
ravinés par les pluies et stabilisent les terres sablonneuses et sont infranchissables aux
animaux sauvages. Elles nécessitent peu d'entretien tout en offrant la richesse de leurs fruits
et de leurs raquettes. Néanmoins, il faut tenir compte du caractére invasif de cette plante

(Revue nature et santé, 2011).
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e Combustible : C'est une plante qui fournit un excellent bois de chauffage et une flamme

éclairante (Revue nature et santé, 2011).

4. Cladodes du figuier de Barbarie
4.1. Morphologie

Le terme feuilles de figuier de Barbarie est freqguemment utilisé dans la littérature pour
désigner les segments de tiges aplaties de la plante qui remplacent les feuilles dans leurs
fonctions. Ces tiges de cactus, les raquettes de cactus ou cladodes sont les termes corrects,
synonyme de « nopales ». Les tiges sont composées d'un parenchyme blanc (tissu de base) et
le contenant de la chlorophylle au sein du chlorenchyme (tissu de cortex) (fig.7). Ce dernier
est recouvert d'épines (feuilles modifiées) et poils ou trichomes multicellulaires, qui forment
I’aréole et qui est une caractéristique des membres de la famille des cactacées (Anderson,
2001). Les glochides sont composeées de 100% de cellulose cristalline (Waldron et al.,
1996). Les microfibrilles de cellulose sont de 0,4 mm de longueur et de 6 a 10 um en
diamétre, et sont parallélement ancrées dans une matrice d’arabinose. Celle-Ci est en
présente sous forme de gel solide, tissé et serré avec la cellulose. Les épines sont constituées
de 96% de polysaccharides, qui eux-mémes sont divisés en 49,7% de cellulose et 50,3%
d’arabinose, le reste est constitué de cendres, matiéres grasses, cires et la lignine
(Malaininel et al., 2003). Elles mesurent 1 & 3 cm de longueur et forment 8,4% du poids
total de la cladode. Leurs fonctions comprennent la protection mécanique face aux
herbivores, la réflexion de la lumiére, I'ombre pour la tige, et donc permettent la réduction

de la perte en eau ainsi que la condensation du brouillard (Anderson, 2001).
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Figure 7 : Morphologie des cladodes du figuier de Barbarie, (a) : Coupe transversale (CT)
de I’ensemble de la cladode ; (b) : CT des couches extérieures de la cladode montrant la
peau (S), chlorenchyme (CH), vaisseaux conducteurs (V), parenchyme (C) ; (c) : CT de la
peau montrant un hypoderme a parois épaisse ; (d) : CT du chlorenchyme avec des
plasmides et des cristaux oxalate (Ginestra et al., 2009).

4.3. Applications pharmaceutiques et cosmetiques

Traditionnellement, les cladodes de cactus contribuaient considérablement a
I’alimentation humaine au Mexique et servent jusqu'a présent comme des agents
thérapeutiques. En médecine populaire, elles sont utilisées pour le traitement de la gastrite,
de la fatigue, de la dyspnée et des maladies du foie suite a I'abus d'alcool (Stintzing and
Carle, 2005). Les cladodes chauffées ont été utilisées pour traiter le rhumatisme, les
érythémes et les infections chroniques de la peau, mais aussi pour améliorer la digestion et
améliorer le processus général de désintoxication (Munoz de chavez et al.,, 1995).
Récemment, des effets positifs des cladodes ont ¢ét¢ démontrés sur 1’hyperglycémie,
I’acidose, et ’artériosclérose. Le role des polysaccharides des cladodes dans le secteur des
médicaments est intéressant comme la réduction du cholestérol et son action préventive du
diabete et les thérapies adiposes. Depuis qu’il a été démontré que la fraction hydrocolloidale

est egalement riche en protéines, davantage de recherches doivent étre effectuées pour
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prouver si les effets positifs sont dus a des substances pectiques ou plutdt aux protéines
(Stintzing and Carle, 2005). Depuis que lutéoléine est connue pour réduire considérablement
le cholestérol par inhibition indirecte de la 3-HMG-CoA réductase qui est I’enzyme clé de
biosynthése du cholestérol. L'action des flavonoides sur le métabolisme du cholestérol serait
intéressante a poursuivre (Gebhardt, 2003). Les hydrocolloides d’Opuntia pourraient étre

appliqués dans les crémes similaires a 1’Aloe vera (L.) (Eshun et al., 2004).

Chapitre 2. Propriétés antioxydantes

1. Radicaux libres et stress oxydatif

Notre organisme est normalement soumis a un stress oxydatif. En effet, tous les
organismes vivants qui consomment de I'oxygeéne produisent des radicaux libres qui sont de
petites substances chimiques trés oxydées par le contact avec I'oxygeéne. Le stress oxydatif
devient anormal lorsque les cellules sont soit dépassées par la quantité de radicaux libres a
élim iner, soit ne disposent pas des ressources enzymatiques et antioxydantes suffisantes
pour les éliminer (Gardes-Albert et al., 2003).

1.1. Radicaux libres

Un radical libre est une espece chimique possédant un électron célibataire sur sa couche
périphérique. Dans les phénoménes de stress oxydatif, les radicaux libres qui interviennent
ont une propriété caractéristique commune, celle d’avoir un ¢€lectron célibataire sur un atome
d’oxygene. Ceci leur confere la dénomination de radicaux libres « centrés » sur I’oxygene
(Delattre et al., 2005). Parmi toutes les especes réactives oxygénées (ERO) et azotées (ERN),
on distingue un ensemble restreint de ces composés qui jouent un rdle particulier en
physiologie et que nous appelons les radicaux primaires a savoir : I’anion superoxyde (O2¢-),
le radical hydroxyle (OHe¢), le radical perhydroxyle (HO2¢), le monoxyde d'azote (NOe), le
radical peroxyle (ROO¢) et le radical alkoxyle (RO¢). D'autres espéces dérivées de 1'oxygene
dites espéces actives de 1'oxygéne, comme l'oxygene singulet 102, le peroxyde d’hydrogéne
(H202) et le nitroperoxyde (ONOOH), ne sont pas des radicaux libres, mais sont aussi
réactives et peuvent étre des précurseurs de radicaux (Favier, 2003).  Ces radicaux libres ne
sont pas seulement attribués a des phénomenes de stress oxydant. lls peuvent étre générés au
cours du métabolisme normal de I’oxygene in vivo, mais, dans ce cas, en treés faible quantité.

Plusieurs mecanismes et systemes responsables de la production de radicaux libres ont eté
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identifiés jusqu’a présent, parmi eux nous citons (Belyagoubi, 2011) :
e Des fuites d’électrons au niveau de la chaine respiratoire de la mitochondrie.
e Des processus inflammatoires produits par les cellules phagocytaires activées.
e Du systéme xanthine déshydrogénase/oxydase activée lors d’ischémie-reperfusion.
e Exposition a des agressions de 1’environnement, comme les agents infectieux, la

pollution, les UV et la fumée de cigarette.

La production des espéces réactives de ’oxygene dans les cellules mammiféres est
essentiellement d’origine enzymatique. I s’agit principalement de la NAD(P)H oxydase
membranaire et du complexe enzymatique mitochondrial de la chaine respiratoire (Delattre et
al., 2005). En effet, au sein de la chaine respiratoire mitochondriale (ou 85 % de 1’oxygéne est
métabolisé), se produit la réduction compléte d’O2 par 4 €lectrons (réaction (1)) conduisant a
la formation d’eau. Cependant cette réduction ne peut s’effectuer que par plusieurs étapes
successives qui donnent naissance a des intermédiaires partiellement réduits de 1I’oxygéne
(Halliwell et al., 1999). C’est ainsi qu’environ 2% de 1’oxygéne consommé au niveau
mitochondrial est transformé en radicaux superoxydes O2e-. Ces derniers résultent de la
réduction monoélectronique de 1’oxygene due a la fuite d’une certaine proportion d'électrons
de la chaine de transport des électrons, situés dans la membrane mitochondriale (réaction (2)).
Les radicaux O2e- sont des espéces potentiellement toxiques et ils sont régulés par les
enzymes et les superoxydes dismutases qui catalysent leur dismutation (réaction (3))
(Halliwell et al., 1999) :

O2+4e-+4H+ 2H20 (1)

02+1e- POD 02+ (2)

02°e-+02°  +4H+ 2H20+02 (3)

Bien que le peroxyde d’hydrogéne (ou eau oxygénée, H202) ne soit pas un radical libre,
mais une molécule (ayant tous ses électrons appariés), il est lui-méme toxique a travers des
réactions de type « réaction de Fenton », se produisant en présence de cations métalliques
comme Fe2+ ou Cu2+. En effet, au cours d’une réaction de Fenton (réaction(4)), le
peroxyde d’hydrogéne donne naissance a des radicaux hydroxyles OHe qui sont les espéces
radicalaires les plus délétéres du stress oxydant. Le peroxyde d’hydrogénes est régulé in
Vvivo grace a la catalase qui accélére sa dismutation (réaction (5)) et la glutathion peroxydase

qui catalyse sa réduction par le glutathion (tripeptide soufré) (Delattre et al., 2005).

40



H202 + Fe 2+ OH+ + Fe3+ + OH - (4)
H202 + H202 2H20+02 (5)

Le radical superoxyde, le peroxyde d’hydrogéne et le radical hydroxyle sont encore appelés
especes réactives de 1’oxygene (ERO), car ces espéces sont beaucoup plus réactives que
I’oxygeéne qui leur a donné naissance. Toutefois, il existe d’autres ERO telles que les
radicaux peroxyles RO2e« formés par attachement de 1’oxygéne sur les radicaux centrés sur le
carbone (symbolisé par Re) (réaction (6)), les hydropéroxydes RO2H provenant de
I’oxydation d’un substrat RH (réaction (7)) ainsi que les alkoxyles ROe issus de la
décomposition des hydroperoxydes (RO2H) par des cations métalliques (réaction (8))
(Delattre et al., 2005).

Re + 02 RO2¢ (6)
RO2+ + RH RO2H + R+ (7)
RO2H + Fe2+ RO« +-OH + Fe 3+ (8)

Au cours des phénomeénes de stress oxydant, ces diverses entités radicalaires et moléculaires
sont produites d’une maniére accrue, ce qui se traduit par de nombreuses dégradations
oxydatives au niveau des macromolécules biologiques telles que les acides nucléiques, les
protéines et les lipides. Ces lésions oxydatives sont impliquées dans plusieurs pathologies
(athérosclérose, diabéte sucré, maladies neurodégénératives, maladies articulaires, cancer)
ainsi que les phénoménes d’ischémie-reperfusion (cardiaque ou cérébrale) et le processus de
vieillissement. Les antioxydants endogenes et exogenes apparaissent comme des systemes
moléculaires susceptibles de limiter les effets des ERO et donc de protéger, d’une maniére
plus au moins efficace, les matériaux biologiques vis-a-vis des phénomeénes de stress
oxydant (Delattre et al., 2005).

1.2. Moyens de défense contre les radicaux libres

Les systemes de lutte contre les ERO sont classés dans 3 catégories (fig.8) : la
prévention a temps plein, la détoxification active suite a une attaque oxydante et la
détoxification passive (Virot, 2004) :
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Figure 8 : Schéma illustrant les molécules intervenant dans les protections cellulaires (Virot,
2004).

e Prévention a plein temps : C’est un systéme qui agit en permanence pour prévenir la
surproduction de radicaux libres de 1’oxygeéne en inactivant les molécules endogenes
(Fe, Cu) ou exogénes (quinone) susceptibles de les générer. Par exemple, la liaison de la
transferrine (protéine chélatrice) avec deux atomes de fer ferrique par molécule a pH
physiologique rend ce métal incapable d’étre impliqué dans les mécanismes
d’oxydoréduction générateurs de radicaux libres.

o Detoxification active a la suite d’une attaque oxydante : Ce systeme de
défense repose principalement sur 3 enzymes (Valko et al., 2006) :
e Superoxyde dismutase (SOD) : Elle catalyse la dismutation de 1’anion superoxyde en

hydrogene peroxyde (H202) et en oxygeéne.

202+ +2H+ SOD sswepH202 + 02
e Catalase : Cette enzyme est localisée essentiellement dans les peroxysomes. Elle

permet de convertir deux molécules de H202 en deux molécules H20 et O2.
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2 H202 2 H20 + 02
e Glutathion peroxydase : C’est une enzyme a cofacteur de sélénium localisé dans le
cytosol et la matrice mitochondriale. Elle a pour activité la dégradation des peroxydes
organiques (ROOH) et du peroxyde d’hydrogene (H202).

2GSH (réduit) + H202 GPX GSSG (oxydé) +2H20

2GSH (réduit) + ROOH GSSG (oxydé) + ROH + H20

-Détoxification passive : Elle permet la réduction des radicaux oxygénés qui ont pu
passer les deux premieres lignes de la defense. Elle inclut tous les antioxydants non
enzymatiques capables de neutraliser les radicaux libres par des molécules telles que les
vitamines C et E, les caroténoides, les composés phénoliques, les flavonoides, 1’albumine,

I’acide urique, les polyamines, 1’acide lipoique, etc. (Valko et al., 2006).

2. Antioxydants

Les antioxydants sont des molécules ou microconstituants capables d’interférer avec
les radicaux libres. Un bon antioxydant se devra de respecter quelques critéres (Valko et al.,
2006):

-Etre capable de piéger directement et spécifiquement les radicaux libres.

-Chélaté des ions de métaux de transition (Fe2+,Cu2+) d’importance biologique capable de
promouvoir la production de radicaux libres par la réaction de Fenton.

-Interagir avec d’autres antioxydants, et, dans la mesure du possible, les régénérer.

-Avoir un effet positif sur I’expression génétique.

- Etre rapidement absorbé.

- Avoir une concentration qualifiée de « physiologique » dans les tissus et les fluides
biologiques.

- Etre efficace en milieu aqueux et/ou dans le milieu membranaire.

2.1. Antioxydants enzymatiques

Les principaux systémes antioxydants enzymatiques les plus efficaces chez les
mammiferes ainsi que chez les plantes sont la superoxyde dismutase, la catalase et le

glutathion peroxydase (Valko et al., 2006).
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2.2. Antioxydants non-enzymatiques

2.2.1. Antioxydants endogenes

Les antioxydants non-enzymatiques endogenes incluent de nombreux thiols :
-Glutathion : thiol majoritaire, largement présent sous forme réduite, qui est capable de
réagir, in vivo, avec les radicaux OHe, RO2 ¢, RO+, 102, ONOO-, des radicaux centrés sur
le carbone, mais aussi I’acide hypochloreux HOCI (Delattre et al., 2005).

- Acide lipoique : composé appartenant aux thiols, ses deux formes oxydée et réduite
présentent des propriétés antioxydantes in vitro en piégeant les OHe, RO2e, ’'HOCI et I’
102. En se liant a des métaux comme le fer et le cuivre, il permet de les désactiver d’un
point de vue catalytique, et a la capacité de régénérer certains antioxydants endogenes et
exogenes (Packer et al., 2001).

- Acide urique : présent sous forme d’urate a pH physiologique, il posséde des propriétés
antioxydantes in vitro contre les OHe et RO2e, tout comme la bilirubine, les mélanines et la

mélatonine (Delattre et al., 2005).

2.2.2. Antioxydants exogenes

Les antioxydants exogénes comprennent majoritairement les vitamines C et E, les
caroténoides et les composés phénoliques (Valko et al., 2006).
- Vitamine C ou acide ascorbique : ¢’est une molécule hydrosoluble présente dans la plupart
des fruits et légumes et elle est non synthétisée par I’Homme. Elle est connue pour son
action protectrice contre 1’oxydation membranaire (Retsky et al., 1999). Son caractére
antioxydant provient de sa forme ionisée abondante (AscH-) qui peut aisément réagir avec
des radicaux et produire le radical ascorbate tricarbonyle (AscHe), stabilisé par résonance.
Du fait de son trés faible pK, la forme non protonée radicalaire faiblement réactive est
privilégiée (Asce-) (fig.9) (Valko et al., 2006).
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Figure 9 : Différentes structures chimiques de la vitamine C et réaction avec les radicaux.

Paradoxalement, les études in vivo de la supplémentation en vitamine C montrent, pour la
plupart, une réduction de 1’oxydation de I’ADN, des protéines et de la lipoperoxydation,
alors que certains auteurs relatent ’effet pro-oxydant in vitro de cette molécule dans des
milieux tamponnés contenant du fer en accélérant la réaction de Fenton (Valko et al., 2006).
- Vitamine E : c’est le terme générique utilisé habituellement pour désigner les différents
tocophérols et tocotriénols (ensemble de 8 molécules, dont 4 tocophérols et 4 tocotriénols)
(fig.10) (Yoshida et al., 1993).
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Figure 10 : Structures chimiques des tocophérols et des tocotriénols
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Ce sont de bons antioxydants alimentaires, mais ils sont surtout connus pour leur role
physiologique chez ’Homme, comme protecteurs des structures membranaires et des
lipoprotéines. Elle préviennent 1’apparition d’hydropéroxydes en piégeant les radicaux
LOOQOs selon la réaction suivante (Yoshida et al., 1993) :

LOO+*+T-OH ——> T-O«+LOOH

-Caroténoides : ce sont des pigments issus des plantes et microorganismes, et sont
regroupés en deux grandes familles : les caroténes et les xantophylles (fig.11). On en

dénombre environ 600 présents dans la nature.

pecaroténe ~

/[ \/(”‘\ /“\/\)\\ /Y‘ ’\\/\( Y% 7(

OH
zéaxanthine (xanthophylle)

Figure 11 : Exemple de caroténe et de xanthophylle.

L’activité antioxydante de ces composants est liée a leur longue chaine polyénique qui
leur permet de réagir avec les radicaux ROOe, OHe, O2e-, Re par simple addition
électrophile et transfert d’électrons. Ils permettent, en particulier, de neutraliser 1’oxygéne
singulet selon les réactions suivantes (Valko et al., 2006) :

Car + ROO*+ H+——=>  Car*++ ROOH
Car-H+ROO-__  Car*+ROOH
Car +ROOs ——=  Car--OOR
Composés phénoliques :

C’est en particulier les flavonoides, qui sont des métabolites secondaires des plantes
caractérisées par une structure commune de type 2-phénylbenzopyrane (fig.12) (Leopoldini
etal., 2011).
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Figure 12 : Structure chimique de la 2- phénylbenzopyrane.

Leur capacité antioxydante réside dans leur faculté a « terminer » les chaines
radicalaires par des mécanismes de transfert d’électrons et de protons, et a chélater les ions
des métaux de transition capables de catalyser la peroxydation lipidique (fig.13) (Leopoldini
et al., 2011). De fagon générale, I’activité biologique des flavonoides est fortement
dépendante de la nature et de la position des substituants, en particulier du nombre de

groupements hydroxyles (Schroeter et al., 2002).
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Figure 13 : Mécanismes d'actions antioxydantes des composés phénoliques (Leopoldini et
al., 2011).
3. Mécanismes de réactions de I’activité antioxydante in vitro :

L’activité antioxydante et antiradicalaire mesure le pouvoir des antioxydants a inhiber
ou retarder I’oxydation (Mancebo-Campos et al., 2014). Il existe plusieurs méthodes qui

mesurent 1’inhibition de 1’oxydation des lipides et des lipoprotéines in vitro ainsi que celle
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mesurant le pouvoir antioxydant in vivo chez les animaux ou I’Homme (Prior et al., 2005).
Nous allons nous focaliser sur 1’évaluation in vitro de 1’activité antioxydante. Les
antioxydants peuvent inhiber les radicaux libres suivant deux principaux mécanismes, les
réactions de transfert d’électrons et les réactions de transfert d’ions d’hydrogene (H+). Le
résultat final est le méme, quel que soit le mécanisme, mais la cinétique et le potentiel de
réactions secondaires sont différents. Les deux mécanismes peuvent se produire en parallele,
et le mécanisme dominant dans un systéme donné sera déterminé par la structure et les
propriétés de I’antioxydant, sa solubilité et le systéme du solvant. L’énergie de dissociation
et le potentiel d’ionisation sont les deux facteurs majeurs qui déterminent le mécanisme et

I’efficacité d’un antioxydant (Wright et al., 2001).

3.1. Réactions de transfert de proton d’hydrogéne :

Elles mesurent la capacité d’un antioxydant a neutraliser les radicaux libres par le
transfert d’un proton hydrogéne (AH = H+ + A. donneur) (Prior et al., 2005).
X + AH XH + Ae
Ou Xe est le radical libre et AH 1’antioxydant. Elles sont indépendantes du pH et du
solvant et sont généralement assez rapides et durent quelques secondes a quelques minutes.
La présence d’agents réducteurs, y compris les métaux, complique ce genre de réactions et

peut conduire a une trés forte réactivité apparente (Prior et al., 2005).

3.2. Réactions de transfert :
Elles mesurent le potentiel d’un antioxydant a transférer un électron et réduire

n’importe quels composes a savoir les métaux, les carbonyles et les radicaux (Prior et al.,
2005).

Xe+ AH X- + AHe+
AH«+ A+ +H30+

X-+ H30+ XH + H20

M (1) + AH AH++ M (1)

Ou X est le radical libre, AH I’antioxydant et M (III) un métal. Ces réactions sont
dépendantes du pH et la réaction de terminaison est souvent trés lente. Les traces de
composants et contaminants, en particulier les métaux, interférent avec les réactions de
transfert d’électrons et peuvent donner lieu a une grande variabilité des résultats (Prior et al.,
2005).

Il existe plusieurs méthodes chimiques pour le dosage in vitro de I’activité
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antioxydantes. Les trois méthodes réalisées pour notre étude sont : test FRAP (Activité

antioxydante) et les deux tests DPPH et ABTS (activité antiradicalaire).

4. Définition des métaux lourds et métalloides

Les métaux lourds sont un groupe d’éléments inorganiques distribués largement dans
la nature ; eau sol, air et différente formes d’organismes. On parle généralement de métaux
lourds pour les éléments métalliques caractérisés par une masse volumique supérieure a 5 kg
par décimetre cube. Ce sont des composants naturels de 1’écorce terrestre présentent en
générale en quantité tres faible, c’est pour cette raison que les scientifiques appelles « élément
trace métalliqgue (ETM) (Chiffoleau and Claisse, 2001), certains métaux présents dans
I’environnement jouent un réle important dans la cellule (cuivre, Fer, manganése, Nickel et le
Zinc etc.,). D’autre comme le cadmium, le plomb et des metalloides tel que I’antimoine et
I’arsenic, ne sont pas nécessaire a la vie et sont préjudiciables dans tous les cas (Zhang et al,
2009).

Les metalloides sont des éléments qui ne présentent a I’état de corps simples, ni les
caractéristiques des non métaux, en générale ils n’ont pas 1’éclat dit métallique et sont de
mauvais conducteur électrique, ils ont une densité relativement faible. lls sont toujours
électronégatifs e peuvent se combiner avec des métaux pour former des sels. Parmi les

metalloides nous pouvons citer B, Si ,Ge ,As ,Sb et Te (Naquet and Hanriot, 1890).

4.1 Origine de la pollution par les métaux lourds

La présence des métaux lourds dans I’environnement est due aux activités agricole
industriel (Khan,2005) telles que ’utilisation des engrais des pesticides, I’émission des
fonderie métallique et des incinérateurs d’ordures, 1’exploitation miniére, la combustion des
carburants, la galvanoplastie (Adamis et al,2004). Toute ces sources conduisen
I’accumulation des métaux dans le sol, les eaux et I’air provoquent la pollution de

I’environnement (Cabreca et al, 2006).

4.2 Métaux lourds et leurs effets sur les organismes vivant

Si certains éléments métalliques ou oligo-éléments (Fe, Mn, Zn, Cu, Mo, Ni) présents
a I’état de races, sont essentiels pour 1’organisme, I’accroissement de leur concentration peut
représenter un danger pour les étres vivants, les autres éléments comme le plomb, le mercure,

le cadmium, le chrome, le cobalt, I’arsenic, et I’antimoine ne sont pas nécessaires aux
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activités métaboliques et sont toxiques a faible concentration (Adriano, 2001, Alkorta et al ,
2004). La contamination des milieux solide et aquatique par les métaux provoque
I’accumulation de ces derniers dans les plantes , via un transfert sol-plante et chez les humains
et les animaux induit des mutations au niveau de I’ADN, en donnant naissance a différents
type de cancer (Yang e al, 2005) ainsi qu’un retard dans la croissance et une inhibition des
métabolismes cellulaires, par exemple, 1’arsenat disodium (1’analyse chimique du phosphate)
inhibe la phosphorisation oxydative alors que le plomb se lie aux groupement prosthétiques

et inhibe la formation du complexe de I’héme (Schréder et al,2009).

Les plante exposées a des niveaux élevés de Cadmium ( Cd) présentent des symptémes
visible de dommages (chlorose, inhibition de la croissance , brunissement des racines) ainsi
que d’autre symptomes (réduction de la photosynthése, de I’absorption d’eau et des
nutriments et méme la mort cellulaire) (Wojcik and Tukiendorf,2004, Mohanpuria et al,2007).
Dans les sols contaminés par le cadmium, le Zinc et toujours présent, les fortes concentrations
en Zn empéchent de nombreuse fonction métabolique des plantes et se traduisent par un retard
de croissance et méme une sénescence, 1’exces de zinc provoque la chlorose chez les jeunes
feuille, qui peut s’étendre aux feuille plus agées, ce métal peu conduire aussi a une carence en
Fer et une déficience en manganeése (Mn) et en cuivre ( Cu) dans les feuilles des plantes ainsi
qu’a une carence en phosphate qui se traduit par une couleur rouge violacée (Ebbs and
Kochian,1997).

Le cuivre (Cu) est considéré comme un oligo-élément pour les plantes (Thomas et al, 1998), il
joue un réle important dans I’assimilation du CO; et dans la synthése de I’ATP. L’excés de
Cuivre (Cu) dans le sol induit un stress oxydatif provoquant des lésions dans les plantes, des
perturbations dans les voix métaboliques, un retard de croissance végétale et une chlorose au
niveau des feuilles (Lewis et al,2001).

Le mercure (Hg) peut facilement s’accumuler dans les plantes supérieures et aquatique
(Kamal et al, 2004 ; Wang and Greger,2004, Israr ;2006). Le niveau toxique d’Hg"" peut
entrainer des lésions visibles et des troubles physiologiques chez les plantes (Zhou et al,
2007).

Par exemple, le Hg™" peut se lier aux aquaporines, induisant ainsi la fermeture de stomates
des feuilles et 1’obstruction physique de I’écoulement d’eau dans les plantes (Zhang and
Tyerman,1999), la toxicité du Chrome (Cr) a été étudiée chez diverses plantes, I’exces de ce
métal provoque I’inhibition de la croissance de la plante, la chlorose chez les jeunes feuilles,
le desequilibre de nutrition minérale, le flétrissement des sommets et la blessure des racines, il

peut ainsi altérer le processus physiologique et métabolique des plantes par un effet direct sur
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les enzymes et leurs métabolites (Shanker et al, 2005),
Le plomb est 1’un des éléments toxiques les plus abondants dans le sol, il exerce un effet
négatif sur la morphologie, la croissance et les processus photosynthétique de la plante, il
provoque également une inhibition de I’activité enzymatique au niveau cellulaire, des
modifications de la perméabilité de la membrane, des perturbations de la nutrition minérale
(Sharma and Dubey, 2005) en plus que ’augmentation de la production des R.O.S dans les
plante (Reddy et al, 2005).
L’exces de Nickel (Ni) dans le sol provoque divers problémes physiologique et divers
symptomes de toxicité, tels que la chlorose et la nécrose chez différentes espéces vegétale
(Zornoza et al, 1999 ;Pandey and sharma,2002 ; Rahman et al,2005).
Le Ni*, affecte aussi la composition lipidique et I’activité de H-ATPase de la membrane
plasmique dans la partie aérienne d’Oryza Sativa (ROS et al 1999 ; Gajewska et al, 2006).
L’arsenic (As) et I’antimoine (Sb) ne sont pas des éléments essentiels pour la plante, une fois
absorbés, ils entrent en compétition avec des métabolites essentiels, ce qui les rend
phytotoxique (Bowen, 1979), comme pour I’homme, la toxicité de leur nature chimique ;
Les formes inorganiques sont plus toxiques que la forme organique, biochimiquement

I’arsenic a deux effets majeurs :

e il interrompt les chaines de transport d’électrons mitochondriales en se substituant au

phosphore dans la réaction de formation d’ATP.
e A forte concentration, les formes inorganiques entrainent la précipitation des protéines

en interagissant avec leurs groupements sulfhydriles et leurs sites actifs.

A Dinstar de I’arsenic, I’antimoine agirait sur les groupements thiols du glutathion et des

protéines entrainant leur dénaturation (Sun et al, 2000)
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5 .Cadmium

5.1-Généralités sur le cadmium

Le cadmium est un métal blanchatre argenté, découvert pour la premier fois par
le professeur de métallurgie Friedrich Stromeijer en 1817 dans un minerai de zinc appelé
minerai de calamine « cadmia» (Llewellyn, 1994 ; Honey., 2015). Friedrich Stromeijer
I’appela alors cadmium (Cossa et Lassus, 1989). C’est un métal de transition du groupe Il B
de la classification périodique des éléments entre le zinc et le mercure. De par son numéro
atomique 48, il se situe entre I’argent et ’iridium (Cossa et Lassus, 1989). Le cadmium a une

masse volumique de 8,6 g/cm3, une masse atomique de 112,4 g /mol.

5. 1.1- Mécanisme de toxicité du Cadmium

Le cadmium est un polluant environnemental. IL s'accumule dans le corps avec l'age
et seulement une petite partie est excrétée par jour (Hyder et al. 2013). Les deux principales
sources d’exposition au cadmium de la population en générale sont 1’alimentation et le
tabagisme (Pascal etal. 2010). Le tabagisme constitue un apport important de cadmium
(environ 1 pg par cigarette). L’apport de cadmium dans 1’eau de boisson est en général
inférieur a 0,1 pug/L (WHO, 2004). Le cadmium étant absorbé soit par voie gastro-interstinale
ou pulmonaire se retrouve dans la circulation sanguine. Au niveau sanguin, le cadmium
présent dans le compartiment est principalement (environ 95%) intra-érythrocytaire lié a
I’hémoglobine (Pascal et al, 2010).11 est rapidement distribué dans le foie et les reins (cortex
rénal) et, dans une moindre mesure, dans le pancréas et la rate. Environ, la moitié du cadmium
de I’organisme est localisé dans le foie et les reins. Ainsi, sa migration vers le foie se fait sous
forme de complexe avec diverses protéines telles que I'albumine. Dans le foie a lieu des
réactions de détoxication ou le cadmium forme un complexe avec le glutathion (GSH) et avec
les métallothionines (MT). La formation de complexes Cd-MT neutralise les effets toxiques
du cadmium (Hyder et al. 2013). Le complexe Cd-MT est ensuite redistribué dans tous les
organes, notamment dans les reins contrairement au complexe Cd albumine qui ne passe pas
la barriere glomérulaire du fait de son haut poids moléculaire. Ces complexe Cd-MT seront
stockés dans le foie ou vont migrer vers le rein pour étre éliminés (Klaassen et al., 1999).
Dans les reins, 50% sont éliminés et 50% sont réabsorbés par endocytose. La dégradation du
complexe réabsorbé par les lysosomes entraine la libération du cadmium qui interagit avec

d'autres composants cellulaires rénaux et de les endommager (Tang et al., 1998; Barbier et al.,
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2005). L’apparition donc d’une atteinte néphrologique altére les capacités d’élimination
rénale du cadmium (Pascal et al., 2010). Quant aux complexes Cd-GSH, ils seront éliminés
dans la bile. L’excrétion du cadmium est faible et trés lente, elle est essentiellement urinaire.
La demi-vie sanguine du cadmium, correspondant a la durée d’élimination de la moitié de la
quantité de cadmium présent dans le sang, est d’environ 100 jours (Pascal et al., 2010).

Et la demi-vie biologique du cadmium, correspondant a la durée d’élimination de la moitié de
la quantité de cadmium présent dans 1’organisme, est particulierement longue, puisqu’elle est

d’environ 20 a 40 ans.

5. 2- Intoxication aigué

5. 2. 1- Intoxication aigué par voie digestive

Des études menées ont montré que la dose létale (DL50) du cadmium par voie orale
chez I’animal dépend de I’espéce chimique du cadmium. Elle est proche de 30 mg/kg pour les
sels solubles, comme le chlorure ou 1’acétate, et peut atteindre 5000 mg/kg pour le sulfure,
tres peu soluble. La DL50 du cadmium métallique chez la souris peut atteindre 890 mg/kg
(Ricoux et Gasztowtt., 2001). Les manifestations cliniques des intoxications au cadmium et
leur traitement sont fonction de la voie d’exposition, de 1’organe cible. L’ingestion de
cadmium ou de ses composés inorganiques peut survenir notamment lors de la prise
d’aliments ou de boissons contaminés par du cadmium (Bernard et Lauwrerys., 1986). En
effet, I’ingestion accidentelle de sels minéraux de cadmium est rapidement suivie de troubles
digestifs intenses: nausées, vomissements importants, douleurs abdominales, diarrhées. Ces
premiers symptdmes sont souvent accompagnés de crampes musculaires et d’une hyper-
salivation. A doses ¢levées, les pertes digestives sont responsables d’une hypovolémie et de
désordres hydroélectrolytiques kg (Ricoux et Gasztowtt., 2001). L’insuffisance rénale est la
conséquence des troubles hémodynamiques et d’un effet toxique direct sur les tubules rénaux.

Aux doses massives, la mort peut survenir en quelques heures (Bismuth, 2000).

5.2.2- Intoxication aigué par voie respiratoire

Par voie respiratoire, apres une période rapide asymptomatique (4 a 10 h), apparaissent
des signes d’irritation grave (toux, douleurs thoraciques), des troubles digestifs (nausees,
vomissements), accompagnés de frissons, de fievre, de céphalées, de courbatures et d’une

hyperleucocytose (Satarug et al, 2004). Aprés 1 a 3 jours apres 1’exposition, la mort peut
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survenir. Ainsi, 1’autopsie réalisée montre des signes de I’cedéme pulmonaire. Apres 3 a 10
jours aprés I’exposition dans les cas tardifs, on observe des signes d’hépato- et de néphro-
toxicité, des infarctus (Lauwerys, 1990). D’apreés les cas rapportés d’intoxication aigué par
voie respiratoire, on estime que la mort peut étre provoquée par des expositions de 10 min a
150-300 mg Cd/m3, de 1 h a 40-50 mg Cd/m3 ou de 8 h a 5 mg Cd/m3

5.2.3- La fievre des métaux

Cette pathologie est aussi connue sous les noms de « fievre du lundi » et « fiévre des
fondeurs ou des soudeurs », signe que ces deux professions étant les plus exposées aux
fumées d’oxydes métalliques (Gordon et Fine., 1993). L'inhalation de fumées d'oxydes
métalliques, notamment de fumées d’oxyde de zinc entraine les fievres des métaux lors
d’opérations de chauffage de cadmium pour fabriquer des alliages avec d’autres métaux, de
pulvérisations de cadmium sur des surfaces (Pascal et al., 2010). Au début, les symptdmes
apparaissent 4 a 8 heures aprés une exposition surtout le plus souvent le soir succédant
I’exposition. Parmi ces signes, on peut citer 1’état pseudo-grippal caractérisé par une sensation
de malaise général, une forte fievre avec parfois, des céphalées, des myalgies, des frissons,
des nausées, voire des vomissements. A cela s’ajoute des signes d'irritation des voies
aeriennes supérieures (toux) accompagnées parfois de dyspnée et une hypoxémie transitoire
modérée. Le liquide de lavage broncho alvéolaire montre, le plus souvent dans les 24
premieres heures aprés I’exposition, une augmentation importante des polynucléaires
neutrophiles (10 a 50%). La méconnaissance de ces symptdmes conduit la plupart de ces
cliniciens a porter le diagnostic d’une infection virale. Le suivi donc de la température

corporelle journaliére est Le meilleur parametre quant a suspecter cette fievre des métaux.

5. 2. 4- Pneumopathie cadmique
L’intoxication par inhalation de fumées de cadmium peut avoir des répercussions sur la santé.

En effet, aprés quelques heures de latence, une pneumopathie chimique aigué dénommée
pneumopathie cadmique présente des signes d’irritation des voies respiratoires comprenant
une toux seche, une dyspnée et des douleurs suivi d’une fievre, de céphalées, de myalgies et
d’une hyperleucocytose (Barnhart., 1984). La pneumopathie cadmique peut aboutir a une
bronchoalvéolite hémorragique aboutissant au décés du patient dans 10 a 25% des cas.

Parfois, une atteinte hépatique et rénale modérées sont associées (Fernandez, 1996).

5. 3- Intoxication chronique
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Le cadmium existe & I'état naturel sur la terre et dans les océans. Il a la propriété
d’émettre des vapeurs bien en dessous de son point d’¢bullition méme a 1’état solide, se
transformant rapidement dans [’air sous forme d’un oxyde métalliquel'exposition au
cadmium de facon chronique ou aigue affecte la santé et la vie des organismes (IARC, 2012).
Aprés contamination, il est principalement stocké dans le foie et les reins (Andujar et al.,
2010). Les lésions se manifestent des 50 ppm, aprés 60 a 75 jours d’exposition, par une
dégenérescence des cellules des tubules proximaux mettant vraisemblablement en jeu un
stress oxydatif. Les premiers cas d’intoxication aigué au cadmium ont été décrits dans la
littérature en 1858 et les premiers cas d’intoxication chronique ont été décrits beaucoup plus
tard en 1942 en France dans I’industrie de fabrication de batteries Ni-Cd (Andujar et al.,
2010). Et dans les années 1950, l'intoxication chronique au cadmium a été observée pour la
premiere fois au Japon dans le bassin de la riviére Jinzu a Toyama. Les habitants de cette zone
ont été victime de certaines pathologies a savoir le dysfonctionnement rénal et la douleur
osseuse. L'intoxication chronique au cadmium donc affecte principalement les reins et le foie.
De nos jours, la concentration de cadmium dans le bassin de la riviere Jinzu a Toyama au
niveau de la population est encore élevée. L'exposition chronique au cadmium a faible
concentration provoque la défaillance rénal, le diabéete rénal compliqué, ostéoporose, un
déreglement de la pression sanguine et un risque élevé de cancer lorsque la concentration de
cadmium atteint 50ug/g de tissus. Le cadmium persiste dans I'organisme pendant au moins 30
ans (IARC 1993; Nakagawa & Nishijo 1996). L’excrétion étant trés faible et trés lente, elle
s’effectue essentiellement par voie urinaire et tres faiblement par voie fécale (1 %), par la
sueur et la salive. Le cadmium présent dans le tabac varie entre 0,5 a 1 pg/cigarette. L’oxyde
de cadmium produit au cours de la combustion est fortement biodisponible. L’inhalation de
fumées d’oxyde de cadmium est a 1’origine de fievres d’inhalation ou de pneumopathies
chimiques. Environ 10% de
I’oxyde de cadmium inhal€ se dépose dans les alvéoles pulmonaires et 30 a 40% passe dans la
circulation sanguine par un mécanisme non élucidé a ce jour mais qui pourrait utiliser le
transporteur DMT1. L'exposition chronique tout comme I'exposition aigiie est bien connues
chez le modele animal ou I'on a pu observer une hépathotoxicité du foie, une dégénérescence
des cellules du foie et I'apoptose (Habeebu et al., 2000). Ces effets néphrotoxiques ont été
particulierement étudiés chez les rongeurs. Le cadmium est un toxique cumulatif: sa demi-vie
biologique est estimée chez la souris et le rat entre 200 et 700 jours; chez certains primates,
elle peut méme dépasser 22 ans. Une étude comparative a été menée entre la mortalité due a

une exposition au cadmium et le cancer du foie aux Etats-Unis ou il a été montré que
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I'exposition chronique au cadmium peut entrainer des dommages du foie. C'est la premiére
étude ainsi réalisée dans ce sens. Selon une prévision, 50ug/g de cadmium dans le rein
correspond a 2-4 pg/jour et ce qui peut atteindre en 50ans 1ug/kg de poids corporel par jour
(Buchet et al., 1990) et la prévision tolérable hebdomadaire serait de 7g/kg de poids corporel
ou 70pg/jour (WHO, 1989). Selon le codex alimentarius a travers son comité pour additif
alimentaire et contaminants a élaboré un plan sur la limite maximale de contamination au
cadmium et le plomb. Ainsi, la concentration de cadmium dans les mollusques et les crustacés
est entre 1-2mg/kg (Kruzynski, 2004). Ce qui a permis au pays d’établir une limite maximale
de risque de contamination au cadmium. Ainsi, Pour la consommation des mollusques, des
quantités de cadmium admissibles (limites maximales) ont été établies: 1 mg/kg de poids
corporel, (1 ppm) pour I'Europe, 2 mg/kg (2 ppm) pour Australie, Nouvelles Zélande et Hong
Kong. Les Etats Unis et Canada n'ont rien fixé (Satarug et Moore, 2004).

5. 4- Pathologies liées au cadmium

L'absorption intestinale de cadmium est d'environ 30ug par jour en fonction de I'age,
des parameétres biologiques, du sexe et régime alimentaire (Satarug et Moore, 2004). Une
intoxication chronique conduit a une accumulation de cadmium, dont la demi-vie est estimée
de 15 a 20 ans (Jarup, 2002), dans les tissus comme le foie, les reins, les poumons et
également les os. Les différents dommages cellulaires suite a une exposition chronique
s’expliquent par le fait que seulement une tres faible proportion de cadmium est excrétée de
I’organisme (< 10%) principalement dans l'urine et les selles (Jarup, 2002). Outre les
conditions d'exposition au métal, une carence ou un faible apport en fer, zinc, et calcium
favorise I'accumulation du cadmium dans le duodénum (Reeves et Chaney, 2004) pouvant
entrainer des inflammations du poumon, des problemes rénaux et I'anémie. Le taux élevé de
B2-microglobuline dans l'urine est un indicateur précoce de dysfonctionnement rénal lors
d'une contamination au cadmium mais reste non spécifique. Cependant, la détermination de la
concentration de cadmium dans le sang et l'urine reste la meilleure option pour I'évaluation de
la contamination au cadmium. Le cadmium a été désigné par 'TARC comme un cancérigéne

de catégorie 1 par inhalation.

5.4.1- Effet sur la fonction respiratoire

Selon les conditions d'exposition au metal, 5% du cadmium ingéré est absorbé par le

tractus gastro-intestinal sous forme de sel, tandis que 90% du cadmium inhalé est absorbé par
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voie pulmonaire ((Jarup, 2002). Le métal inhalé se répartit entre le tractus gastro-intestinal par
action mucociliaire et les alvéoles pulmonaires (Satarug et Moore, 2004). Une exposition
aigle cause la fievre, le rhumatisme, des atteintes pulmonaires par inhalationl.5.2- Effet rénal
du cadmiun Suite a une unique injection ou prise orale de cadmium, une forte accumulation a
lieu dans le foie et trés faiblement dans les reins de souris, tandis que la distribution du métal
évolue dans le temps pour se concentrer dans le cortex rénal (Swiergosz-Kowalewska, 2001).
La toxicité du Cd lié a la métallothionéine (MT) serait moins importante que celle du Cd non
lié. En effet, des études menées sur des souris n'exprimant pas la MT ont démontré la
présence de lésions rénales nettement plus séveres que chez les souris témoins (Liu et al.,
1998). La MT est donc une protéine intracellulaire qui a un réle double lors d'intoxications
chroniques au Cd. Elle diminue généralement la toxicité du Cd et d'autres métaux en liant les
cations métalliques électrophiles qui autrement interagiraient avec des molécules cibles par
des attaques nucléophiliques. Par ailleurs, le Cd lié a la métallothionéine (Cd-MT) dans la
circulation sanguine est filtré au niveau des glomérules et réabsorbé dans les tubules
proximaux. Au niveau des cellules tubulaires, la MT est dégradée par les lysosomes et le Cd
est libéré (Squibb et al., 1984). La production de MT dans les cellules tubulaires est stimulée
par le Cd présent dans le cortex rénal jusqu’a un certain seuil (supérieurs a 200 pg/g), ou la
synthese de MT ne suffit plus et les niveaux de Cd non lié sont suffisamment hauts pour

causer des dommages tubulaires (Staessens et al., 1984).

5.4.3- Effet sur la fonction cardiaque

Chez le rat, une augmentation significative du poids du cceur a été observée par
Kutzman et al., (1986), suite a une exposition par inhalation a 1,06 mg Cd/m3 de CdCI2
pendant 62 jours, 5 jours par semaine a raison de 6 heures par jour. Le poids corporel de ces

rats était aussi significativement réduit suite a cette exposition (Tableau ).

5.4.4- Effet sur Le systéme nerveux
Des études chez I'hnumain menées par Klaassen, (2001) montrent une corrélation entre un

comportement anormal et/ou une diminution de l'intelligence chez les enfants et les adultes
exposés au Cd (Tableau I). En effet, la barriere hémato-encéphalique et les cellules
épithéliales possédant des jonctions serrées limitent I'entrée du Cd au niveau du systéme
nerveux central. 1l se pourrait Toute fois que le Cd comme le Hg puisse pénétrer la barriere
hématoencéphalique par mimétisme moléculaire

Tableau 1: Impact du cadmium sur les organes
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METAL CIBLE PATHOLOGIE REFERENCES
REINS Dommages tubulaires, Staessens et al.,
dysfonction rénale 1984
CEUR Augmentation significative Kutzman et al.1986
du poids du cceur
CADMIUM Systéme nerveux | Diminution de Klassen, 2001

I'intelligence chez les
enfants et les adultes

exposes (étude a vérifier)

FOIE

Augmentation du poids foie
chez les rats par inhalation

Kutzman et
al.1986

TESTICULES

Diminution de la fertilité chez
les animaux males, effets
foetotoxiques et tératogénes
chez le rongeur, chez les
fumeurs, réduction de la qualité

du sperme

Wu et al ., 2008

RATE

Atrophie,immunodéficiences

des splenocytes

Li., etal., 2010

5.4.5- Génotoxicité du cadmium

Plusieurs études ont montré que le Cd ne peut se lier a ’ADN que dans des

expériences in vitro. Dans ces conditions, le Cd a une affinité beaucoup plus grande pour

d’autres molécules comme les métallothionéines (Goering et al., 1993; Klaassen et al., 1999;

Waalkes, 2003). L’exposition au Cd a été associée aux cancers de poumons, de la prostate, du

pancréas, du foie et des reins (Verougstraete et al., 2002; Waisberg et al., 2003; Nawrot et al.,

2006). Il a été class¢é comme cancérogene de type I par 1’Agence Internationale pour la

Recherche sur le Cancer (IARC). Les mécanismes de cancérisation sont principalement

indirects. Les ERO générés par le Cd interviennent non seulement dans toutes les phases du

développement d’un cancer mais aussi dans I’induction de certains proto-oncogenes. Une

exposition environnementale a long terme au Cd peut s’avérer dangereuse chez les humains
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(Achanza et al., 2001). Dans des études in-vitro, il a été démontré que le Cd peut se lier a
I’ADN et induire de nombreux changements biochimiques, y compris l'expression génique
aberrante et la transduction du signal (Luevano & Damodaran., 2014). Cependant, cette
hypothese reste a vérifier quant a la cancérogénicité effective du cadmium. D'autres études
complémentaires in vivo utilisant de faibles concentrations de Cd, qui imite I'exposition
humaine chronique, sont garantis pour un éclairage supplémentaire sur I'effet du Cd comme
cancérogeéne. La rate est le site des réponses immunitaires innées, mais 1’impact du cadmium
sur ce type d'immunité a été moins exploré (Jelena et al., 2014). Les effets différentiels de Cd
sur les activités immunitaires de cellules de la rate pourraient contribuer a notre
compréhension de la complexité des effets toxique de ce métal (Jelena et al., 2014). C’est un
immuno-toxique puissant, il affecte les immunocytes a la fois chez les humains et chez les
rongeurs (Li et al., 2010). L'immunosuppression par exposition aux métaux lourds ainsi peut
étre un biomarqueur pour prévoir le risque de carcinogenése provoqué par les métaux
cancérogénes eux-mémes ou lI'agent cancérogéne additionnel selon Sandrita et al., (2003). Des
données montrant que 1 mg/kg de Cd exerce des effets pro-inflammatoires et
immunosuppresseurs sur les deux types de réponses immunitaires (Jelena et al., 2014). Les
propriétés immunosuppressives de cadmium ont été démontrées in vivo et in vitro sur
I'nomme et les rongeurs (Li et al., 2010). Ces effets immunosuppresseurs se produisent a des
doses relativement faibles de cadmium, ce qui indique que le systtme immunitaire est trés
vulnérable aux effets toxiques du cadmium (Blakley, 1985). L’effets de Cd in vivo ou in vitro
peut étre attribuable a différents dosages ou a la durée d'exposition (Jelena et al., 2014).
L'exposition in vitro fournit des informations utiles pour suggérer quelles populations
cellulaires ou fonctions cellulaires doivent étre examinées dans des conditions d'exposition in
vivo (Blakley, 1985). L’exposition de cellules de rate de souris in vitro au cadmiumaffecte les
lymphocytes et les macrophages spléniques (Jelena et al., 2014). In vitro 1’apoptose des
splénocytes a été observée chez les souris. Egalement, une suppression de la réponses des
cellules T a été constatée (Jelena et al., 2014). Les réponses des lymphocytes T spléniques ont
été affectées différemment par I'administration du Cd in vivo. Ce qui a entrainé une
diminution de la prolifération des cellules T (Jelena et al., 2014). De nombreuses études sont
similaires aux résultats obtenus a savoir que I'exposition au Cd induit la mort apoptotique et
nécrotique (Li et al., 2010). Les effets Apoptogenes de Cd in vivo, sont considérés comme
étant responsables de la réduction de la prolifération cellulaire splénique. L’apoptose entraine
les dommages de I'ADN et a éte observés dans les lymphocytes spléniques de poulet traitées
avec Cd (Li et al., 2010). Le cadmium entraine donc la mort cellulaire par apoptose (Son et
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al., 2010). Ainsi, sur la base des preuves expérimentales principalement a partir de modéles
animaux in vivo, le Cd est capable de provoquer des dommages a la fois sur la réponse
immunitaire humorale et cellulaire (Li et al., 2010). Par exemple, chez les poulets, le
Cadmium provoque la suppression immunitaire, la suppression des réponses immunitaires a
médiation cellulaire et humorale et entraine une atrophie de la rate (Li et al., 2010). Le
mécanisme de l'atrophie splénique est inconnue, mais dans la maladie inflammatoire de
I'intestin, une atrophie splénique peut également se produire (Trewby et al., 1981). Toutefois,
lors de ’exposition des rats au cadmium, aucune hématurie n’a été observée. Aussi, le
cadmium entraine-t-il la production de radicaux libres et peroxydes lipidiques, et perturbe les
systemes antioxydants. Ce mécanisme est a la base de I’immuno-toxicité du cadmium (Li et
al., 2010.

5.4.6- Effet moléculaire du cadmium

Le Cd n'est pas un élément essentiel. En revanche, ses propriétés physiques et
chimiques, proches de celles du Calcium, lui permettent de traverser les barrieres biologiques
et de s'accumuler dans les tissus. Il agit par mimétisme de métaux physiologiques ou d’autres
molécules afin de traverser les membranes cellulaires. Le rayon du Cd2 + (Ca2 + = 0,97 A et
Cd2+ = 0,99 A) et sa configuration électronique ressemblent beaucoup & ceux du Ca2+
(Loubna., 2009). D’ou une compétition ou le cadmium inhibe la réabsorption de calcium
éventuellement en bloquant un canal calcique situé dans le tubule distal, et cela conduit a une
hypercalcinurie ainsi qu’a la formation de caillots (Barbier et al., 2004). En plus, les
dommages rénaux engendrés par le cadmium provoquent une diminution de la métabolisation
de la vitamine D et, ainsi, une diminution de ’absorption intestinale de calcium. Le cadmium
est un métal qui n'a aucun réle biologique connu a ce jour. Aussi, le cadmium a-t-il sa
structure électronique [Kr] 5s2 4d10 comparable a celle du zinc [Ar] 4s2 3d10. lls sont dans la
méme colonne du tableau périodique. Néanmoins, 1’homéostasie du zinc peutétre perturbée
par celui-ci. Cependant, le Zinc joue un réle protecteur contre le cadmium. En effet, le Zinc
induit la production de protéines protectrices comme les métallothionéines et les glutathion
qui ont pour role de piéger le cadmium en vue de faciliter son élimination. Par ce mécanisme,
le Zinc preévient les intoxication au Cadmium en inhibant I'apoptose (Jacquillet et al., 2006).
Le taux d'absorption du cadmium chez I'numain est de 5% (WHO 1989). Ce taux varie entre
20 et 30% selon les individus (Satarug et al., 2004) et est facilité par les protéines transporteur

de métaux Nramp2 tout comme le DMT1 (Tallkvist et al., 2001) surtout chez les personnes
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ayant une déficience en Fer (Zoller et al., 2001). Le premier signe de Iésions rénales est une
augmentation de la protéinurie tubulaire, caractérisée par l'excrétion urinaire de certaines
protéines de faible masse moléculaire, dont la f2-microglobuline, 1'al-microglobuline et la
Nacetylglucosaminidase (Rousselet, 2007; Jarup, 2002). Ces protéines sont normalement
filtrées par le glomérule et réabsorbées dans les tubules proximaux. Leur excrétion dans
l'urine indique donc des Iésions de ces tubules. L’induction de la protéinurie tubulaire par le
cadmium traduit son impact cellulaire et évolue vers des dommages glomérulaires caractérisés
aussi par 1’excrétion urinaire de protéines de masse moléculaire élevée, comme l'albumine,

ainsi que le glucose, le phosphate, le calcium et I'acide urique (Figure 14)
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Figure 14: Schéma général des conséquences biologiques d’une intoxication cellulaire au

cadmium. Proposé par Bertin, G et Averbeck, D

62



Matériel et méthodes
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Chapitre Il : Matériel et Méthodes 1.

I1.1.1Matériel végeétal

Le matériel végétal est représenté par les parties aériennes de figuier de barbarie (opuntia
ficus indica). Les cladodes d'Opuntia ficus-indica (L.) Mill.) ont été préleve d'un champ situé
a Djabarat, commune rurale de wilaya de Saida de (Algérie) durant la saison hivernal
(Décembre 2018/2019).

Ces échantillons ont été placés dans des sacs en plastique et immédiatement placés
dans une glaciére. Ramenés au laboratoire, ces échantillons ont ensuite été rincés et séchés
avec du papier buvard et mis au réfrigérateur jusqu'a utilisation. Une quantité de 200 g de
segment frais des spécimens de cladode de figue de barbarie a été lavée a I'eau potable, puis
nettoyée avec une solution d'hypochlorite de sodium a 10% et avec de I'eau distillée, puis
nettoyée avec une solution d'hypochlorite de sodium a 10% et avec de l'eau distillée.
L'échantillon a été coupé en morceaux minuscules et séché dans un four a une température de

50°C pendant 72 heures, puis broyé a l'aide d'un broyeur (Fig15).

Figurel5: Etapes de 1’obtention de poudre des cladodes d’Opuntia ficus indica , (a):

découpage, séchage b) broyage c)

Les différents échantillons ont été macérés séparément, sous agitation, dans quatre
solvants différents : 100 % éthanol, 100 % méthanol, eau distillée et dans une solution
hydroalcoolique (éthanol-eau ; v/v) a 10 g de type matiere seche avec 100 ml de chaque

solvant (10e g/100 ml). Aprés 48 heures Fig2, les macérats ont été filtrés avec un tamis de
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0,75 mm Les homogeénats obtenus ont ensuite été centrifugés a 12 000 g pendant 20 min & une
température de 4°C. Les surnageant des extraits obtenus ultérieurement ont été évaporés a une
température de 40°C en utilisant un évaporateur rotatif pour éliminer I'éthanol et le méthanol.

Les extraits ainsi obtenus ont été conserveés a -4°C jusqu'a utilisation jusqu'a utilisation Fig2

Figl6: Etapes de I’extraction par macération partir des cladodes d’OFlI,

11.2.1. Détermination des polyphénols

La quantité de contenu phénolique total d'extrait aqueux de cladodes d opuntia ficus
indica a été déterminée par la méthode Folin — Ciocalteu (Singleton et al., 1999). En bref,
Un volume de 0.5 ml de chaque extrait a été mélangé avec 0.5 mL de réactif Folin-
Ciocalteu, 5 ml d'eau distillée et 0.5 ml de Na2CO3 a 10%. L'absorbance a été mesuree a

760 nm en utilisant un spectrophotometre UV-Visible apres 1 h d'incubation a température
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ambiante. L'acide gallique a été utilisé comme standard de référence et la teneur totale en
composés phénoliques a été exprimée en équivalents d'acide gallique en mg par g de

matieres vegétales.

2.2. Détermination des flavonoides

La tencur en flavonoides totaux d’extrait a été déterminée en utilisant la méthode
colorimétrique au trichlorure d’aluminium (AICI3) (Woisky et Salatino, 1998). Une
quantité de 1 ml de chaque extrait a été mélangée avec 1 ml de chlorure d'aluminium a 2
%. Apres I’incubation a température ambiante pendant 10 min, I'absorbance du mélange
réactionnel a été mesurée a 430 nm avec un spectrophotometre UV-Visible. La quercétine
a été choisie comme standard et les niveaux de teneur totale en flavonoides ont été
déterminés en triple et exprimés en équivalents de quercétine en mg par g de matieres

vegétales.

I1.2.3.1. Evaluation de ’activité antioxydante par réduction de DPPHe

66

Le DPPH- est un radical libre stable qui possede une couleur violet foncé et une forte
absorption autour de 517 nm Fig3. Les composés antioxydants présents dans le milieu
convertissent le radical DPPHe en un produit moléculaire DPPHe plus stable en donnant un
électron ou un atome d'hydrogéne. Le changement de couleur du violet du radical DPPHe
au jaune pale de forme réduite de DPPH* permet la détermination spectrophotométrique de
I'activité antioxydante (Blois, 1958 ; Brand-Williams et al., 1995). L'évaluation de I'effet
antioxydant d’extrais aqueux d’Opuntia ficus indica, est réalisée par la technique de
réduction du radical libre du DPPH (2,2, diphényl-1-picrylhydrazyle) suivant la méthode
préconisée par Arnous et al. (2002), ou un volume de 50 pl de I’extrait aqueux testé a
différentes concentrations (0.5, 1, 5 et 10 pg/ml) est mélangé avec 1.95 ml d’une solution
méthanolique de DPPH (0.025 g/l). Aprées 30 min d’incubation a D’obscurité et a
température ambiante, 1’absorbance est mesurée au spectrophotometre a 515 nm. Le
controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; 1’acide
ascorbique dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons.
Tous les essais ont été effectués en triple. Les résultats sont exprimés en pourcentage
d’activité antioxydante, en utilisant la formule suivante : % d’activité antioxydante = [(Abs

control — Abs extrait)/Abs control *100] Abs est 1’absorbance a la longueur d’onde de 515



nm.

Figure 17 : Structure chimique du non radical DPPHH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazine).

11.2.3.2 Piégeage des radicaux libres par le test FRAP

Le dosage du pouvoir antioxydant par la méthode FRAP (Ferric Reducing Ability of
Plasma) a été fait selon la méthode de Benzie et Strain (1996). La méthode a été initialement
développée par Benzie et Strain en 1996 pour mesurer le pourvoir de réduction dans le
plasma, par la suite I'essai €té adapté et utilisé pour le dosage des antioxydants botaniques. La
réaction mesure la réduction du TPTZ (2,4,6 ferrique tripyridyl-s-triazine) ferreux qui se

traduit par un changement de couleur Fig3
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Figure 18 : Réaction FRAP entre Fe3+ -TPTZ et I’antioxydant.

. 11.2. 4. Détermination de la composition chimique de I’extrait aqueux par
HPLC/UV

Les constituants de 1’extrait aqueux de cladodes d’Opuntia ficus indica ont été
identifiés par chromatographie liquide a haute performance (HPLC) couplée a la détection
UV (Agilent 1100). La séparation a été réalisée dans un appareil d’HPLC équipé d'une
colonne Agilent poroshell 120EC de 100 mm de longueur, de 2.1 mm de diamétre et de 2.7
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pum d'épaisseur. La phase mobile était le solvant A (eau / TFA / acide formique (99: 0.25:
0.75)) et le solvant B (acétonitrile) selon le gradient suivant (t / min,% B): (0, 0), (1, 10), (2,
12.5), (3, 15), (9, 80), (10, 100), (11, 100), (14, 0) avec post 5 min. Les conditions analytiques
ont été posé comme suit : la température de la colonne a été maintenue a 50°C, un débit de 0.6
ml/min, et des aliquotes (10 pL) ont été directement injectées. L'absorbance a été controlée a
270 et 320 nm. L'échantillon a été traité dans 1’extrait aqueux avec 1: 100 (v / v) de méthanol
dilué. Par comparaison de leurs temps de rétention et leurs spectres UV avec différents
standards phénoliques et flavonoides L’(acid cinapique, Acide scorbique nicotamide, ’acide
Tannic , Cafein, Vanilline, Kaempherol Quercetine, Myirecetine epicatechine/catechine) et
d’autres composés (acide ascorbique, menthol), les constituants d’extrait aqueux d’Oputia
ficus indica ont été déterminés. Des solutions meres ont été obtenues en dissolvant les étalons
dans le méthanol a 1 mg/ml. Les constituants ont été quantifiés a I'aide de courbes standards

exprimées en mg pour 1 g d’Opuntia ficus indica

11.3. Animaux d'experimentation

Les expériences sont réalisées sur des rats. , Vingt-huit rats Wistars males adultes
pesant 200-250 g (10-12 semaines). Les animaux ont été gardes dans des cages a fond
grillagé dans une piece dans des conditions d'éclairage standard avec un cycle lumiére-
obscurité de 12 h a 25 + 1 ° C pendant une semaine jusqu'au début de traitement. Ils ont été
alimentés en eau du robinet et équilibrés régime a volonté. Les animaux sont acclimatés dans

I’animalerie de Département de Biologie, Faculté des sciences, 1’université de Saida.

11.3.1Protocole expérimental

Pour étudier les effets protecteurs de I'extrait aqueux d'Opuntia ficus indica sur la
toxicité du cadmium, des rats méales adultes ont été répartis au hasard en quatre groupes de
sept rats chacun.

Groupe |

A servi de témoin et a regu 300 pL de solution saline par voie orale voie d'administration tous
les jours pendant 7 jours.

Groupe II

A recu une administration orale quotidienne de 200 mg d'extrait aqueux/kg de poids corporel
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pendant 7 jours,

Groupe 111 (Cd)

A Recu quotidiennement 300 puL. de solution saline par voie orale, et aprés 1 heure, ils ont
recu une injection intrapéritonéale de 6,5 mg CdClI2/kg de poids corporel (pc) pendant 7 jours.
Groupe IV (extrait aqueux + Cd)

Les animaux du ont recu une administration de 200 mg d'extrait aqueux/kg de poids corporel
1 heure avant l'injection de cadmium et quotidiennement pendant 5 jours. Apres 24 h de la

derniére injection de CdCI2,

I1.4.Sacrifice
A la fin des tests neurocomportementaux, les rats ont été mis a jeun pendant 16 heures puis

ont été anesthésiés par I’inhalation avec de chloroforme avant d’étre décapités. Le sang est
immédiatement recueilli dans des tubes (héparines, EDTA) étiquetés. Le sang mis d3ans des
tubes héparines a été centrifugé a 3000 tours/min pendant 15 minutes, le plasma a été
récupéré dans des tubes sec pour le dosage hormonale (cortisol) et des paramétres
biochimiques (glycémie, ALAT, ASAT, PAL, y-GT, urée, créatinine), le sang mis dans des
tubes contient 1’anticoagulant EDTA a ¢été utilis¢ pour le dosage des parameétres
hématologiques. Le culot cellulaire restant est lavé avec I’eau physiologique. Les érythrocytes
sont lysées par addition d’eau distillée glacée avec une incubation de 15 min. Les débris
cellulaires sont éliminés par centrifugation a 5000 tr/min pendant 5 min. Le lysat
érythrocytaire est ensuite récupéré afin de doser les parametres du stress oxydatif au niveau
des érythrocytes. Les animaux sacrifies ont été dissequés pour le prélevement de certains
organes : foie, cceur, reins er cerveau, qui ont été lavé avec une solution saline de chlorure de
sodium a 0.9 % et pesés, puis une partie des organes a été fixé dans le formol a 10 % pour
réaliser 1’étude histologique et le reste a été stockés au congélateur & -80 °C pour le dosage
des parametres du stress oxydatif et les marqueurs d’inflammation. Le péritoine a été rincé

dans le PBS (10 mM PO4 3-/300 mM NaCl, pH 7.4).

11.5. Préparation de la matrice mitochondriale

La préparation de la matrice mitochondriale se fait selon la méthode décrite par Rustin
et al. (1994). Aprées prélevement, une partie des organes récupérés (foie, reins, coeur) a été
rapidement placé dans un tampon glacé d’isolation des mitochondries (10 mM tris-HCI, pH
7.4, 250 mM Sucrose, 0.5 mM EDTA et 0.5% bovine serum albumin (BSA)). La préparation

est ensuite homogénéisée, L homogénat récupéré est centrifugé a 10000 rpm pendant 10 min
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a 4C°. Le culot mitochondriale a été lavé deux fois avec le tampon d’isolation et remises en
suspension dans le méme tampon. La suspension mitochondriale est congelé-déecongelé de 6 a
8 fois avec homogénéisation répétée, afin d’éclater les mitochondries. Apres centrifugation de
10 min & 10000 rpm, le surnageant est utilisé pour déterminer les paramétres du stress
oxydatif.

11.6. Dosage des parametres biochimiques

11.6.1. Glycémie

Le glucose sanguin est estimé en utilisant le kit BIOLABO. Le glucose est oxydé par
le glucose oxydase en acide gluconique et le peroxyde d’hydrogéne (H202) qui réagit en
présence de peroxydase avec le chloro-4-phénol et le 4-amino-antipyrine pour former une
quinonéimine rouge. L’absorbance du complexe coloré, proportionnelle a la concentration en

glucose dans 1’échantillon est mesurée a 500 nm.

11.6.2. Urée

L’urée sanguine est dosée en cinétique selon le Kit BIOLABO. L’urée est hydrolysée
en présence d’eau et d’uréase.0 pour produire de I’ammoniac (NH3) et du dioxyde de carbone
(CO2). L’ammoniac produit dans la premiére réaction associé¢ a 1’oxoglutarate et au NADH
en présence de glutamate déshydrogénase (GLDH) forme du glutamate et du NAD+. Urée +
H20 2 NH3 + CO2 Oxoglutarate + NH3 + NADH + H+ Glutamate + NAD+ + H20 La
diminution de I’absorbance due a la conversion du NADH en NAD+, mesurée pendant un
temps donné a 340 nm, est proportionnelle a la concentration en urée dans 1’échantillon. PAL

y-GT Uréase GLDH

11.6.3Créatinine

La méthode utilisée pour la détermination de la créatininémie repose sur la réaction de
Jaffe (1886), en utilisant le kit BIOLABO. Le principe genéral de cette methode consiste a
mesurer, a 490 nm, I’intensité de la coloration du complexe coloré formé par la créatinine et
I’acide picrique en milieu alcalin. La vitesse de formation de la coloration étant

proportionnelle a la concentration en créatinine dans 1’échantillon.

11.6.4. Aspartate-aminotransférase (ASAT)
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L’activité enzymatique d’aspartate aminotransférase (ASAT/ GOT) a été mesurée
selon le Kit BIOLABO. L’asparate aminotransferase catalyse le transfert du groupement
amine de I’asparate a 1’oxoglutarate avec formation du glutamate et de 1’oxaloacétate. Ce
dernier est réduit en malate par la malate déshydrogénase (MDH) en présence du
nicotinamide adénine di nucléotide (NADH) réduite. La réaction mesurée cinétiqguement a
340 nm par la diminution de 1’absorbance résultant de I’oxydation de la NADH en NAD+ est
proportionnelle a ’activité enzymatique d’ASAT présente dans 1’échantillon. 2-oxoglutarate
+ L-Aspartate L-Glutamate + Oxaloacétate Oxaloacétate + NADH + H+ L-Malate + NAD+

11.6.5. Alanine aminotransférase (ALAT)

La détermination cinétique de 1’activité alanine aminotransférase (ALAT/ GPT) a été
réalisée en utilisant le kit BIOLABO. L’alanine aminotransferase catalyse le transfert du
groupement amine de 1’Alanine a I’oxoglutarate avec formation du glutamate et du pyruvate.
Ce dernier est réduit en lactate par le lactate déshydrogénase (LDH) en présence du
nicotinamide adénine dinucléotide réduit (NADH). La réaction mesurée cinétiqguement a 340
nm par la diminu+tion de I’absorbance résultant de 1’oxydation de la NADH en NAD+ est
proportionnelle a I’activité enzymatique d’ALAT présente dans 1’échantillon. 2-oxoglutarate
+ L-Alanine L-Glutamate + Pyruvate Pyruvate + NADH + H+ L-Lactate + NAD+

116.6. Phosphatase alcaline (PAL)

Le dosage de phosphatase alcaline (PAL) a été réalisé selon le Kit BIOLABO. En
milieu alcalin, La phosphatase alcaline catalyse I’hydrolyse de p-nitrophenyl phosphate
produisant le p-nitrophenol et le phosphate. La vitesse d’apparition du p-nitrophénol,

proportionnelle a I’activité PAL est mesurée a 405 nm

p-nitrophényl phosphate + H20 —RPAL > phosphate + p-nitrophénol

I1.6.7. Gamma glutamyl transférase (y-GT)

Le dosage de gamma-glutamyl transférase (y-GT) a été réalisé selon le Kit BIOLABO.
Le substrat L-y-glutamyl-3-carboxy-4-nitroanilide, en présence de glycylglycine, est converti
par la y-GT de I’échantillon, en L- y -glutamylglycylglycine et p-nitroaniline. La vitesse de

formation du p-nitroaniline, directement proportionnelle a 1’activité y-GT dans le plasma, est
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mesurée a 405 nm. Le schéma réactionnel est le suivant :
L- y -glutamyl-3-carboxy-4-nitroanilide + glycylglycine y-GT
L- y -glutamylglycylglycine + p-nitroaniline

11.7. Histologie

L'analyse histologique des organes prélevés a été réalisée selon La technique décrite par
Drury et Wallington (1980) qui comporte les étapes suivantes : - La fixation a pour but la
conservation des structures et le durcissement des piéeces. Elle doit se faire immédiatement
apres le prélevement, par immersion du matériel dans un grand volume de liquide fixateur.
Les liquides fixateurs les plus utilisés sont le formol ou le liquide de Bouin (mélange de
formol et d’acide picrique). La durée de la fixation varie selon le volume des prélévements
(de quelques heures pour un petit fragment biopsique a plusieurs semaines pour un cerveau
humain entier). Les échantillons de notre étude sont introduits dans le formol a 10%. -
L’inclusion a pour but de permettre la réalisation de coupes fines et réguliéres. Le milieu
d’inclusion le plus utilisé est la paraffine. Comme la paraffine est hydrophobe, le prélévement
doit d’abord subir une déshydratation (par immersion dans des bains d’alcool de degré
croissant puis dans des bains de toluéne) avant d’étre coulé dans un moule contenant de la
paraffine fondue par chauffage et devenue liquide, qui infiltre alors toute la piece. Apres
refroidissement, on se trouve en présence d’un bloc de paraffine, dur, a ’intérieur duquel la
piéce prélevée est incluse. Dans certains cas, on utilise d’autres milieux d’inclusion
(celloidine, résines plastiques, etc.).

Les coupes du bloc de paraffine sont faites avec un microtome permettant de réaliser des
tranches de section (coupes) de 2 a 5 um d’épaisseur. Les coupes sont recueillies sur des
lames de verre. - Les colorations réalisées sur lames, accentuent les contrastes pour mieux
reconnaitre les différents éléments de la préparation. Comme les colorants sont en solution
aqueuse, les coupes doivent d’abord subir une réhydratation. Celle-ci est effectuée apres
déparaffinage des coupes (par la chaleur et des bains de toluene) en immergeant les lames
dans des bains d’alcool de degré décroissant puis dans 1’eau distillée. Les colorations de
routine utilisent deux colorants différents : [’Hématoxyline Eosine (HE) associe
I’hématoxyline qui colore les noyaux en violet et 1’éosine les cytoplasmes en rose. - Le
montage : Apres avoir subi une déshydratation (par bains d’alcool de degré croissant puis

bains de toluéne), les coupes colorées sont montées entre lame et lamelle avec une résine
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synthétique dont I’indice de réfraction est voisin de celui du verre. On dispose alors d’une «
préparation microscopique » (simplement appelée « lame » dans le langage courant) préte a

étre observée au microscope optique.

11.8. Analyses statistiques

Les résultats sont exprimeés par la moyenne (M) des valeurs individuelles, affectées de
I’erreur standard a la moyenne (S.E.M). La comparaison de deux moyennes est effectuée par
un test t de Student. La comparaison de plusieurs moyennes est effectuée par une analyse de
variance (ANOVA) avec le facteur intoxication (CP, T) et/ou le facteur traitement (EEA,
Solvant) suivie éventuellement du test Post-Hoc Student-Newman- Keuls. Les ANOVA a
mesures répétées ont été utilisées pour ’analyse du facteur temps. Une probabilité p < 0,05
est considérée significative. Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel
SigmasStat (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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Résultats et discussion
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I11. Résultats et discussion

I11.1. Teneur totale en phénols (TP) et teneur totale en flavonoides (TF)

Les composeés polyphénoliques font partie d'un groupe de métabolites secondaires a haute
capacité antioxydante et sont naturellement presents dans la plupart des plantes comestibles et

non comestibles. Les TP des quatre extraits d'Opuntia ficus indica sont présentés dans Tabl

methalonique ethanoli 100 % | Ehanolique
50%
[TJMgEC/mgE | 355 10,75 1,80 3,51
Tableau 2 :

Résultat en polyphénols totaux chez Opuntia ficus indica

Les valeurs de TP les plus élevées et les plus basses ont été obtenues dans I'extrait
aqueux et I'extrait éthanolique 10,75 ug EC /mg E, 1,80 ug EC /mg E respectivement, 3,55 ug
EC /mg E dans I'extrait méthalonique et 3,51 pg EC /mg E dans I'extrait hydroéthanolique. En
fait, la plus grande valeur de TP a été observée dans I'extrait aqueux.

En fait, nos résultats indiquent que la grande majorité des polyphénols sont solubles
dans I'eau. Pour obtenir des fractions riches en polyphénols, il faut donc utiliser des mélanges
du solvant organique approprié avec de I'eau comme par ex. Extrait éthanolique 50% (Vv/v).
L'addition d'eau aux solvants organiques augmente la solubilité des polyphénols. Cette
augmentation peut étre due a l'affaiblissement des liaisons hydrogene dans les solutions
aqueuses. Cela pourrait également étre di a lI'augmentation de la basicité et de I'ionisation des
polyphénols dans de telles solutions. La solubilité des polyphénols dépend principalement du
nombre de groupes hydroxyle, du poids moléculaire et de la longueur de la chaine carbonée
dans le squelette de base. Les résultats que nous avons obtenus sont inférieurs a ceux de
BOUTAKIOUT, A et al., (2015). Et proches de celles trouvées par BENATTIA F., et al.,
(20017).

Les flavonoides ont émergé comme une classe importante de métabolites secondaires qui ont
un large éventail d'activités biologiques. Antioxydant, anti-mutagéne, anti-cancérigene, anti-
prolifératif et anti-inflammatoire pour n'en nommer que quelques-uns. La valeur la plus

élevée de FT a été observée dans I'extrait méthanolique 7, 99 ug EC /mg E sur la figure 1 et a
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diminué dans l'ordre de I'extrait aqueux 7, 52 ug EC /mg E, 1, 32 pug EC /mg E d'extrait
éthanolique et enfin pg EC /mg E dans I'extrait hydroéthanolique Tab2.

La teneur en flavonoides dans la pulpe d'épineux a été signalée comme étant de 0,98 + 3,0
mg/100 g (Kuti, 2004). . Dans le jus de raisin, réputé le plus riche en flavonoides, sa teneur
atteint 7,24 mg/100 mL (Dos santos lima et al., 2014). Par conséquent, nos extraits aqueux et

hydroéthanoliques de cladode contiennent une plus grande quantité de flavonoides.

Echantillons | Extrait Extrait aqueux | Extrait Extrait
methalonique ethanoli 100 % | Ehanolique
50%
[IngEC/mgE | 7.99 7,52 1,32 1,31
Tableau 3:

Résultat des flavonoides totaux chez Opuntia ficus indica.

3.2.1. Test DPPH et FRAP

L'activité antioxydante de certains aliments est basée sur le contenu d'une combinaison
d'antioxydants avec différents moyens d'action, c'est pourquoi il est essentiel de combiner
différentes méthodes pour déterminer la capacité antioxydante in vitro. Le tableau 3 montre
I'effet de piégeage de I'extrait aqueux d'Opuntia ficus indica sur les radicaux libres DPPH et
FRAPS. L'IC50 a été utilisée pour comparer l'activité anti-radicalaire de I'extrait aqueux. La
valeur IC50 montre que la valeur IC50 (0,187+0,024 mg/mL) et (187+24,3 pg/ml) présente
I'activité antiradicalaire la plus élevée contre le radical libre DPPH. Cette valeur était
significativement plus elevee (p b 0,05). Dans le cas du test de capacité de réduction ferrique
(FRAP), la valeur EC50 variait significativement (p b 0,05) et était de 0, 75 £ 0, 0021 mg/ml
et 750 £ 2, 1 pg/mL. Nous notons que le test FRAP comparé au test DPPH a donné des
résultats plus intéressants dans cette étude suggérant que les antioxydants présents dans cet
extrait exercent une forte activité antioxydante plutdt que piégeante. Une faible activité de
piégeage similaire de D’extrait aqueux d'Opuntia ficus indica a été rapportée par

BOUTAKIOQUT, Let al. (2015) en raison de la présence en grande quantité de composés pour
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lesquels aucune activité antioxydante puissante n'a été établie dans la littérature (Fig 5a,5b)
L’analyses FRAP est basées sur I'hypothése suivante : les réactions s’effectuent si rapidement
qu’elles sont terminées entre 4 a 6 minutes, mais ceci n’est pas toujours vrai. Les résultats du
test FRAP peuvent varier énormément en fonction du temps. Les phénols ont une réaction
rapide en se liant au fer ou se décomposent en composés ayant une réactivité inférieure, par
conséquent, ils ont un temps de réaction court (4min). Toutefois, certains polyphénols
réagissent plus lentement et nécessitent de plus longues durées de réaction, par exemple, 30
min. L'ordre de réactivité d'une série d'antioxydants peut varier considérablement et méme
s’inverser, selon le temps d'analyse (Pulido et al., 2000). Il a ét¢ montré que le dosage des
polyphénols alimentaires avec le test FRAP se fait sur des extraits de méthanol et d’eau.
L'absorption augmente lentement pour les polyphénols tels que l'acide caféique, l'acide
tannique, l'acide férulique, 1'acide ascorbique et la 133 quercétine, allant jusqu’a plusieurs
heures de temps de réaction. Ainsi, la détermination du temps de fin de réaction en un seul
point peut ne pas représenter une réaction terminée. Le test FRAP mesure en fait seulement la
capacité de la réduction de l'ion ferrique, qui n’est pas en rapport avec l'activité antioxydante
ou antiradicalaire de fagon mécanique et physiologique (Pulido et al., 2000).

L'activité antioxydante des acides phénoliques et leurs esters dépend du nombre de groupes
hydroxyles dans la molécule qui serait renforcée par encombrement stérique (Rodrigues-Felix
et al.,, 1988). Les propriétés chimiques des polyphénols en terme de disponibilité des
hydrogénes phénoliques comme donneurs d'hydrogenes et piégeurs de radicaux prédisent leur
activité antioxydante (Renaud et al., 1992)

Pour qu’un polyphénol soit défini comme un antioxydant, il doit satisfaire deux conditions
fondamentales, d’une part, lorsqu'il est présent en faible concentration par rapport au substrat
a oxyder, il peut retarder ou prévenir I'auto-oxydation ou 134 I'oxydation du radicalaire libre,
d'autre part, le radical résultant formé aprés oxydation doit étre stable par liaison hydrogéne
intramoléculaire (Halliwel, 1990). Il a été reporté que les flavan-3-ols sont des antioxydants
trés puissants (Wang et al., 2000). Les flavonols (par exemple, la quercetine) et les acides
hydroxycinnamiques (par exemple, 1’acide caféique et 1’acide férrulique) sont plus puissants
que Dl’acide ascorbique (vitamine C) comme inhibiteur de 1’oxydation forcée de 1’acide
linoléique en présence du radical libre AAPH (2,2'-azobis-2- methyl-propanimidamide,
dihydrochloride) (fig.49) (Counet et al., 2003).

Une étude récente a montré que le jus de citron a une activité antioxydante plus basse que
le jus de cladode: DPPH (0,26 = 0,09 pumol TE/ mL), FRAP (0,32 + 0,08 umol TE/ mL),
ABTS (14,46 £+ 0,30 umol TE/ mL) (Barreca et al., 2011). Pour le jus de grenade, la valeur la
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plus grande avec le test ABTS qui a été enregistrée avec le jus de cladode de I’espéce
épineuse du mois d’aoit (23,10 = 0,17 umol ET/ mL) coincide plus au moins avec son
activité antioxydante (23,78 = 4,88 umol ET/ mL) (Vegara et al., 2014). Avec le test FRAP le
jus de grenade donne de plus grands résultats (13,04 + 2,03 umol ET/ mL) comparant a notre
jus de cladode (Vegara et al., 2014). 1l a été reporté que la teneur des métabolites primaires et
secondaires est fortement influencée par le stress de la plante quand elle exposée aux
conditions de sécheresse severe pour les feuilles de raisin. La teneur de la majorité des
métabolites (environ 60% des métabolites primaires et environ 85% des polyphénols) a
augmenteé lors de la secheresse et cela est di au stress. Parmi les métabolites primaires, on cite
I'acide citrique et I'acide glycérique qui ont été fortement influencés par un traitement de
stress face a une sécheresse courte et prolongée, alors que les polyphénols ont été influencés

par un traitement de sécheresse prolongée (Griessera et al., 2015)

111.2.2. Résultats de I'analyse chromatographique par HPLC

Opuntia ficus-indica est une plante médicinale active et un remede naturel du
fait de son remarquable polymorphisme chimique, I'extrait analysé par HPLC est
I'extrait aqueux qui représente une quantification significative des composés
phénoliques détectés par I'analyse colorimétrique. La phase mobile utilisée pour
l'analyse quantitative de nos extraits est un mélange de solvants. Dans [l'analyse

HPLC 15 composés phénoliques purs ont été utilises comme étalons, dont leurs

temps de rétention (Tr) sont donnés dans le tableau (n°3)

1,700 325,663 4,193 3,2 3,2 1,65 Unknown
2,967 9,227 0,781 0,1 0,6 0,26 acid cinapic
4,143 300,882 7,845 3,0 6,0 0,48 Ascorbic acid
4,637 271,855 7,288 2,7 5,6 0,71 Nicotamide
5,290 282,006 6,151 2,8 4,7 0,68 Unknown
7,530 104,201 2,513 1,0 1,9 0,42 Unknown
9,127 33,849 1,285 0,3 1,0 0,39 Unknown
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10,847 41,501 0,557 0,4 0,4 0,66 Tannic acid
14,460 5,402 0,299 0,1 0,2 0,31 Cafein
14,930 7,314 0,311 0,1 0,2 0,43 Unknown
16,227 10,851 0,247 0,1 0,2 0,51 Unknown
18,113 789,574 15,499 7,8 11,9 0,83 Vanilline
20,087 4263,627 18,505 41,9 14,2 4,28 Kaempherol
27,900 79,126 0,860 0,8 0,7 1,63 Unknown
28,943 1308,478 22,579 12,9 17,4 1,12 Quercetine
30,007 858,068 16,778 8,4 12,9 0,91 Myirecetine
30,967 1486,317 24,348 14,6 18,7 0,73 epicatechine/catechine
Total 10177,942 130,039 100,0 100,0

Tableau 4 :

Résultat de I'analyse chromatographique HPLC d'Opuntia ficus indica
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Figure 19: Chromatogrammes par analyse HPLC/UV d'extrait aqueux de cladodes d’Opentia ficus

indica a une longueur d'onde de 270 et 320 nm

Dans le jus de cladode d'Opuntia ficus-indica, 14 composés ont été quantifiés et sont classés par
ordre décroissant comme suit : kaempherol (41 %), épicatéchine/catéchine (14,5 %), querceétine
(12,9 %), myrécetine (8, 9%), vaniline (7,8%), acide ascorbique (3,1%), nicotamide (2,7), acide
tannique (0,4%), caféine (0,1%),acide cinapique (0, 1%),.

Des études portées sur les cladodes du figuier de Barbarie ont montré la présence de



teneurs et de composés différents: acide gallique (0,64 — 2,37ug /g), acide coumarique (14,08
— 16,18 g /g), 3,4-dihydroxybenzoique (0,06 — 5,02 ug /g), 4- hydroxybenzoique (0,5 — 4,72
Mg /g), acide ferulique (0,56 — 34,77 g /g), salicylicacid (0,58 — 3,54 ug /g), isoquercétine
(2,29 — 39,67 ug /g), isorhamnétine3-O-glucoside (4,59 — 32,21 ug /g), nicotiflorin (2,89 —
146,5 ug /g), rutine (2,36 — 26,17 pug /g) et narcissin (14,69 — 137,1 pg /g) (EI-Mostafa et al.,
2014).

Dans des études récentes, de nouvelles structures ont été identifiées dans un extrait
¢thanolique des cladodes d’Opuntia dillenii extraites avec du n-butanol dans [I'ordre
décroissant suivant: opuntioside, isorhamnétine 3 rutinoside, opuntiol, manghaslin (quercétine
3-2G-rhamnosylrutinosid), acide p-hydroxybenzoique, 1- heptanecanol, acide férulique, 3,4-
dihydroxybenzoique, acide vanillique, 3,3'- dimethylquercetin, acide malique, kaempférol 7-
OBD-glucopyranoside, 3-Omethylquercetin 7-O-p-D-glucopyranoside, rutine (quercétine 3-
rutinoside), 3,4- dihydroxybenzoique acide éthylique, 4-éthoxy-6-hydroxyméthyl-a-pyrone, et
le kaempférol 3-O-B-D-glucopyranosyl-B-D-glucopyranoside. Les composés opuntioside et 4-
éthoxy-6-hydroxyméthyl-a-pyrone ont été signalés pour la premiere fois, tandis que pour
I’opuntiol (2-hydroxyméthyl-4-méthoxy-a-pyrone) avait été précédemment détecte dans
Opuntia elatior et Opuntia polyacantha (Qiu et al., 2003). Pour 1’espéce Opuntia megacantha
15 composés ont été détectés et qui sont classés par ordre décroissant comme suit:
isoquercétine (245,90 ug /mL), hyperoside (164,50 pug /mL), acide paracoumarique (39,72 ug
/mL), d'épicatéchine gallate (34,83 g /mL), procyanidine B2 (27,12 ug /mL), épicatéchine
(19,49 pg /mL), acide vanillique (14,57 pg /mL), épigallocatéchine (8,05 pg / mL), rutine
(6,98 pg /mL), acide ellagique (5,45 pg /mL), phloridzine (3,80 pg /mL), acide férulique
(3,26 pug /mL), acide gallique (2,92 ug /mL), acide sinapique (2,36 pg /mL) et la quercétine
(1,59 pg /mL).I'environnement, le type de sol et le climat pourraient illustrer ces écarts dans
la teneur en phénols du jus de cladode (Boutakiout2 et al., 2015).Le jus de cladode extrait des

cladodes épineux est plus riche en composés phénoliques que les cladodes sans épines.

Se référant au kaempférol comme un composé naturel essentiel présent dans de nombreuses plantes

et Iégumes tels que le chou, le brocoli, le thé et les haricots (Holland TM et al; 2019), le kaempférol

a une activite anti-myloidogene, chélate les métaux et contréle le stress oxydatif (Simunkova M , et

al;2019) et il a egalement été démontre qu'il inhibe I'agrégation plaquettaire et la thrombose et qu'il

a des effets intéressants sur les formes vasculaires du déclin cognitif (Choi JH, Park et al;2015).

comment le kaeamphérol qui en résulte protége contre le déclin cognitif par rapport aux autres

composés flavonoides majeurs (myricétine et quercétine) (Root M, Ravine E, Harper A; 2015) et

ont montré des effets benéfiques dans des modeles expérimentaux de la maladie d'Alzheimer (Beg
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T, Jyoti S et al; 2018).

De plus, plusieurs études, telles que GIOVANNA GINESTRA., et al., 2009, ont confirmé la
présence de fortes concentrations de kaesampférol chez Cladodes Opuntia Ficus Indica, tandis que
les analyses par chromatographie liquide a haute performance (HPLC) ont principalement montré la
présence de kaempherol (38 , 8%) et quercétine (21,1%). une autre étude a démontré I'existence de
kaempférol et de quercétine dans le fruit entier, la pulpe et la peau de 6 figues de barbarie
mexicaines et espagnoles (Opuntia ficus indica I. Mill) acide phénolique, acide piscidique. La
teneur phénolique la plus ¢élevée a été¢ observée dans le cultivar espagnol Morada (49 012 ug/g de

peau seche) Tomas Garcia-Cayuela, et al;20019).

En résumé, en raison de la richesse des extraits d'Opuntia ficus indica en flavonoides, en
composés phénoliques et en activité antioxydante in vitro, ces résultats utilisant la figue de barbarie
comme culture fourragére alternative peuvent étre exploités, compte tenu de son intérét et de son
importance en nutrition humaine et animale. et, en matiere de nutrition, la reconversion agro-
industrielle a travers les techniques de valorisation, d'extraction et d'utilisation des produits a base
de ce type dans les domaines de la nutrition, de la médecine et de la cosmétique. De plus, des études

sont également en cours pour évaluer les composés bioactifs inconnus d'Opuntia ficus indica.
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Fig20a. Activité antioxydante de I'extrait aqueux de cladodes d'Opuntia ficus indica par le pouvoir

antioxydant de réduction ferrique (FRAP)
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Fig20b. L'effet de la concentration sur les niveaux d'activité de piégeage de I'extrait aqueux des

cladodes d'opuntia ficus indica contre radical DPPH.

DPPH FRAP
Extrait
Aqueux * Clso (mg/mL) | Clso (Mg/mL) | CEso (mg/mL) | CEsp (ug/mL)
0,187+0,024 187+24,3 0,75 +0,0021 750+ 2,1
Tableau5

. Calcul des C150 et CE50(*CI50 : Concentration inhibitrice & 50%,*CE50 : Concentration efficace
a 50%, * Moyenne + écart type)
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Partie IV : Effet de I’extrait aqueux de cladodes d’opuntia ficus indica sur la
toxicité induite par le cadmium

IV.1. Résultats 111.1.1. Les paramétres biochimiques

IV.1.1. Glycémie

L’injection de 6,5 mg CdCI2/kg aux rats du groupe G3 a engendré une augmentation
significative (P<0.05) de la glycémie (1,13g/L) en comparaison avec le groupe témoin G1 (fig. 21).
En revanche, les rats qui ont recu une dose de 200 mg/kg de I’extrait aqueux d’OFIl G2 (T-plant)
ont montré un taux de glycémie similaire aux rats témoins (G1)En outre, les rats du G4 qui ont recu
une dose de 6,5 mg CdCI2/kg et 200 mg/kg d’extrait aqueux de cladodes de figuier de barbarie au
méme temps ont montré une diminution significative (p<0.05) de -29.20% par rapport aux rats du

groupe 3 qui ont recu une dose de 6,5 mg CdCl2/kg. Fig21

14
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Figure 21: Effet comparé de chlorure de Cadmium (CI2Cd) sur la glycémie chez les rats

males

IV.1.1.2. Urée

Le Cd a augmenté de maniére significative (P<0.05) le taux d’urée chez les rats du groupe
G3 (+2,83 g/l) en comparaison avec les rats témoins (G1). En revanche, les rats du groupe G4
(traités par I’extrait aqueux et exposés au Cd en méme temps) présentent une diminution

significative (P<0.01) du taux de I’urée (-2,40g/l) avec le groupe 2 (T-plant) Fig22
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Figure 22: Effet comparé de chlorure de Cadmium (CI12Cd) sur I’urée chez les rats males
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1IV.1.1.2. Créatinine

Nos résultats montre qu’il y a une élévation significativement plus importante
(P<0.01) de 72,02% du taux de créatine sanguin chez le groupe 3intoxiqué par le Cd en
comparaison avec le groupe témoin G1. En outre , les rats du groupe 4(Cd- Plant) ont montré
une diminution significative avec -4mg/l du taux de créatine par apport au groupe exposé

seulement au Cd Fig23

40
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Figure 2: Effet comparé de chlorure de Cadmium (CI2Cd) sur la créatine chez les rats males

IV.1.3.. Aspartate-aminotransférase (ASAT)

Le traitement statistique des données concernant le taux d ¢’ ASAT a révélé que ’injection
de Cd aux rats (G3) a engendré une augmentation significative ((P<0.01) de 26 % d’ASAT
par rapport a celui des rats témoins (G1). Tandis que 1’administration orale d’extrait

aqueux de cladodes d’OFI chez les rats intoxiqués par le Cd (G4) a provoqué une
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diminution significative (p<0.01) de -25 % du taux d’ASAT comparativement aux rats du

groupe G3 (fig23).

160
140
120
100 - M Témoins
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Figure 23: Effet comparé de chlorure de Cadmium (CI12Cd) sur I’ASAT chez les rats males

IV.1.1.4. Alanine aminotransférase (ALAT)
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Nos résultats obtenus montrent une augmentation significative (P<0.05) de 30,49 % du
taux d’ALAT chez les rats du groupe G3 (exposé au Cd) par rapport a celui de groupe
témoin (G1). En revanche, I’administration de 1’extrait aqueux d’OFI aux rats intoxiqués
par le Cd (G4) a diminué significativement (P<0.05) le taux d’ALAT (-28,40 %) en

comparaison avec les rats du groupe G3 (fig24).
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Figure 24: Effet comparé de chlorure de Cadmium (CI12Cd) sur I’ALAT chez les rats males

IV.1.1.5. Gamma glutamyl transférase (y-GT)

La concentration sérique du gamma glutamyl transférase (y-GT) (+145,66 UI/L) des
rats du groupe G2 (exposé aux Cd) était significativement supérieure (P<0,001) a celle du
groupe G1 (témoin). L’I’extrait aqueux de cladodes de figuier de barbarie a réduit de maniere
significative (P<0,001) le taux sérique du y-GT (- 121 UI/L) chez le groupe G4 (6,5 mg
CdCl2/kg et 200 mg/kg d’extrait aqueux de cladodes de figuier de barbarie au méme temps)
par rapport au groupe G2 (fig. 25).
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Figure 25: Effet comparé de chlorure de Cadmium (CI2Cd) sur Le taux de gamma glutamyl

transférase (y-GT) chez les rats males.

IVV.1.1.6. Phosphatase alcaline (PAL)

L’exposition des rats au Cadmium(G2) a entrailné une augmentation significative
(p<0,001) de +75 % du taux sérique de phosphatase alcaline par rapport aux rats témoins G1.
Les rats du groupe G4 (exposés au Cd et traités par 200 mg/kg d’extrait aqueux ) ont montré
une réduction significative (p<0,001) de -63 % du taux de la PAL par rapport au groupe G2.
Tandis que, les rats qui ont recu uniquement 1’extrait aqueux d’OFI pendant 28 jours (G3),
n’ont montré aucune différence significative du taux de PAL par rapport au groupe G1 (fig.
26)
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Figure 26 : Effet comparé de chlorure de Cadmium (CI2Cd) sur Le taux de phosphatase

alcaline (PAL) chez les rats males

V.2 Etude histologique
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G3 (c) et G4 (d). G1 : témoins ; CV : congestion vasculaire, PHN : parenchyme hépatique
normal, RI : réaction inflammatoire, SM : stéatose microvacuolaire.

La figure 26 (a) (b) (¢) (d) montre I’effet du Cacl2 et I’extrait aqueux d’OFI sur le tissu
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hépatique chez les rats males WASTERS. Chez le groupe témoins G1, (Fig26a) 1’architecture
de la coupe tissulaire du foie est normale avec un parenchyme hépatique normal, cependant
les animaux traités ont vu leur structure tissu modifi¢ en fonction de 1’administration de
I’administration de 1’extrait aqueux de cladodes de 1’Opuntia ficus indica et 1’injection de
CdcCi2.

A la dose de 6 mg /kg de CdCI2 chez le groupe G3 (Figure 26b) I’architecture de
parenchyme est modifiée avec une réaction inflammatoire et une congestion vasculaire, le
Cd a induit I’apparition d’une stéatose microvacuolaire, par ailleurs : une administration de
200 mg d'extrait aqueux/kg de poids corporel 1 heure avant l'injection de cadmium et
quotidiennement pendant 5 jours. Aprés 24 h de la derniére injection de CdCI2, dans le
groupe G4 (Figure 26d) a améliorer 1’architecture du parenchyme hépatique, réduction de la
réaction I’inflammatoire et une atténuation de la stéatose microvacuolaire. La figure 26 C
montre que I’induction uniquement d’une dose de 200 mg/kg d’extrait aqueux de cladodes

n’a pas modifié I’architecture de tissu hépatique
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1VV.3. Discussion

Opuntia ficus indica a suscité I'intérét des chercheurs ces dernieres années en raison de son
activité antioxydante. Cependant, les mécanismes d'action possibles d’OFI dans la protection
du foie et des reins n'ont pas été completement étudiés., La présente étude a montré que
I'injection intraveineuse 6,5 mg CdCI2/kg chez les rats entrainait une augmentation
significative des taux sériques d'urée et de créatinine la réduction significative (p < 0,05) du
niveau de protéines totales dans le groupe de rats traités au Cd par rapport aux rats témoins
normaux peut étre attribué a l'oxydation des protéines formant ainsi adduit protéique
responsable des dommages oxydatifs. Cependant, I'élévation significative (p < 0,05) du taux
de protéines totales du groupe de rats traités au Cd co-traités avec 1’extrait aqueux de cladodes
du figuier de barbarie ainsi que des groupes de rats normaux traités avec du I’extrait aqueux
de cladodes du figuier de peut étre le résultat d'une lésion des cellules rénales et hépatiques
induite par une intoxication au Cd qui par la suite perturbation de la biosynthése des protéines
(Chawla 2003). Cependant, cet effet était plus profond et efficace dans le I’extrait aqueux de
cladodes du figuier de seulement traité groupe indiquant le potentiel du I’extrait aqueux de
cladodes du figuier de a régénérer les tissus rénaux et hépatiques endommagés, et donc a
augmenter les protéines synthése dans les tissus endommagés (Salama et EI-Bahr2007).
L'augmentation des taux sériques d'urée, d'acide urique et de créatinine dans le groupe de rats
traités au Cd peut étre attribuée a désequilibre oxydatif dans le rein entrainant une urée élevée,
acide urique et créatinine dans le sang. Les conclusions de cet étude en corrélation avec le
rapport donné par Gilrolami et al.ou le niveau d'urée a été élevé a la suite de I'induction de
Cd(Girolami et al. 1989). L'augmentation significative (p < 0,05)Le niveau de créatinine dans
le groupe de rats traités au Cd par rapport au groupe de rats normaux peut étre attribué aux
dommages oxydatifs au rein permettant ainsi plus libération de créatinine dans le sang. Ceci
est en accord avec des rapports antérieurs de Renugadevi et Prabu ou Cd Il'administration
entraine une élévation du taux de créatinine (Renugadevi et Prabu 2009). Cela était également
lié déficit de filtration. En outre, Shatti a rapporté que I'augmentation du taux de créatinine est
une indication de lésions tubulaires renales dues a la néphrotoxicité induite par le Cd (Shatti
2011). La réduction des taux élevés d'urée, d'acide urique et de créatinine parle cadmium peut
suggérer que le l’extrait aqueux de cladodes du figuier de exerce une action néphro-
protectrice effet lorsqu'il est exposé au Cd.

ALAT et ASAT, y-GT , PAL , sont considerés comme des indicateurs établis de dommages
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hépatocellulaires (Al-Habori et al. 2002).En raison du déséquilibre du rapport
antioxydants/oxydants dans les cellules, les taux d'enzymes hépatiques (y-GT , PAL ,ALAT,
ASAT) peuvent indiquer des dommages aux tissus hépatiques, probablement par une
altération de la perméabilité de la membrane cellulaire conduisant a la fuite des enzymes du
tissu vers le sérum. Dans cette étude, une atteinte hépatique sévere a été observée par
I'élévation significative de I’activité des enzymes hépatiques ALAT, ASAT et dans le sérum
du groupe d'hépatotoxicité induite par le Cd par rapport avec le groupe témoin normal. La
conclusion de cette étude est similaire aux travaux précédemment rapportés par Soufy et al.
Qui ont rapporté I'effet hépatotoxique du Cd chez des rats exposes au métal (Renugadevi et
Prabu 2009). Ils ont en outre affirmé que ces changements pourraient étre dus a des effets
toxiques du toxique (Cd) sur les hépatocytes puisque le foie est le site de détoxification de
tous les types de toxines et les produits chimiques (Renugadevi et Prabu 2009 ; Soufy et
al.2007). Le foie étant l'organe le plus souvent associé a la détoxification et la
biotransformation de la plupart des composés étrangers qui pénétrent dans le corps obtiennent
leur régulation mécanisme altéré en raison de I'accumulation de substances toxiques qui
pourraient entrainer des Iésions tissulaires (Camargo etMartinez 2006). Ceci est en accord
avec un rapport de Liu et coll. que le PCA exerce un puissant effet atténuant sur les lésions
hépatiques induites par les graisses (Liu et al. 2010). De méme, diverses études ont rapporté le
potentiel antioxydant in vitro, I'effet antibactérien et I'activité chimio préventive du cancer du
PCA (Li et al. 2011 ; Chao et Yin 2009 ; Tanaka et al.2011) montrant sa pertinence
pharmacologique générale. Dans cette étude, I'accumulation de Cd dans le foie pourrait étre
déployé pour étre ce qui représentait I'népatocellulaire blessure constatée. Fait intéressant, les
taux sériques du systeme rénal marqueurs fonctionnels et les activités des enzymes hépatiques
mesurés dans cette étude ont été améliorés lors du co-traitement de Cd et I’extrait aqueux de
cladodes du figuier de alors qu'aucun effet indésirable n'a été observé apres I'administration de
I’extrait aqueux de cladodes du figuier de chez les rats, ce qui suggere une utilisation sire de
ce composé phénolique a base de plantes et la dose utilisée dans cette étude sur le rein et le
foie.
Une étude récente a démontré que Le Cd peut initier I'apoptose neuronale via le stress
oxydatif et alterent I'noméostasie du Ca2+, ce qui altere le potentiel de la membrane
mitochondriale, provoquant la libération de cytochrome c, qui stimule ensuite la cascade
des caspases et provoque finalement la fragmentation de I'ADN (Yuan et al., 2013). La
pré-administration de D’extrait aqueux de cladodes du figuier de barbarie a atténué

I'événement apoptotique produit par CdCI2 en inhibant la signalisation mitochondrie-
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caspase calcique. Le traitement par 1’extrait aqueux de cladodes du figuier de barbarie a
augmenté le taux de survie et atténué l'apoptose des cardiomyocytes dans I'hypertension
(Deng et al., 2014). De plus, 1'administration de 1’extrait aqueux de cladodes du figuier de
barbarie a inhibé I'apoptose cellulaire induite par la privation d'oxygéne et de glucose en
inhibant la caspase-3 (Kang et al., 2013). De plus, Guan et al. (2006) ont découvert que
I'ACP empéchait l'apoptose en atténuant le changement dans la mitochondrie la
perméabilité membranaire, la diminution du stress oxydatif et I'amélioration de I'expression
de Bcl-2 dans la déficience mitochondriale induite par le MPP+ et l'apoptose dans les
cellules PC12. De plus, Yoswaris et al. (2014) ont démontré que le 1’extrait aqueux de
cladodes du figuier de barbarie améliorait la fonction mitochondriale et augmentait le

niveau de Bcl-2 dans les tissus cardiaques des rats diabétiques
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Conclusion et perspectives

La naissance de la « chimie pour la santé humaine » a commencé avec la découverte
que Mére Nature nous a fourni le remede a de nombreuses maladies sous forme de produits
naturels, ou les soi-disant métabolites secondaires. Le monde végétal et microbien offre une
grande diversité de composes qui peuvent servir de nouveaux pharmacophores passionnants
avec de nouveaux mécanismes d'action pour contrdler les processus pathologiques. Plus tard,
les produits naturels marins ont ajouté une plus grande diversité a l'architecte structurel. Le
défi de comprendre la chimie magique de la nature stimule continuellement une grande partie
de notre réflexion intellectuelle. pensées, découvertes scientifiques et avancées
technologiques. Comprendre les structures des métabolites secondaires est sans doute le point
de départ progresse dans la recherche pharmaceutique. L'intérét croissant pour le rdle des
composés bioactifs alimentaires dans la santé humaine a augmenté lala recherche de sources
naturelles, comme les figues de barbarie Opuntia ficus-indica L ou leurs dérivés pouvant
servir de source biologique de phytonutriments (Barba et al.,2017). Opunitia ficus indica
possedent une forte teneur en phénols, les plus importants étant les dérivés flavonoides. Parmi
les signalé des flavonoides dans O. ficus-indica , . Ils montrent des bénéfices de santé
intéressants en termes d'effets anti-inflammatoires et chimiopréventifs (Antunes-Ricardo et
al., 2017). Le but de cette étude était de procéder a l'identification et quantification des
principaux composés phénoliques, dont flavonoides, dans différents extraits d opuntia ficus
indica ( aqueux, éthanoique 100%, hydro éthanoique et méthanoique ) du violet, cultivars
mexicains et espagnols de figue de barbarie rouge et jaune/orange a l'aide d'un protocole
unique d'extraction et d'analyse chromatographique e cette étude, on peut conclure que
I'induction de Cd de peroxydation lipidique et élévation des enzymes marqueurs hépatiqueset
les parameétres rénaux dans le sérum peuvent interférer avec I'équilibre cellulaire dans le rein
et le foie causant ainsi des dommages oxydatifs. Cependant, O. ficus-indica a module la
néphrotoxicité et I'népatotoxicité induites par le Cd chez les rats.

Les objectifs assignés au cours de cette étude n’ont pas été tous atteints. Cependant,

des perspectives restent a venir pour mieux étudier le Chlorure de cadmium. En perspective,
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nous souhaiterions,

— A court terme, déterminer la teneur en cadmium dans les denrées a grande
consommation souvent exposées a 1’air libre tel que les poissons fumées, fruits et légumes et
les poissons en Algérie . Aussi souhaiterions-nous étudier 1’effet de la pollution des décharges
en Algérie sur la santé

— A moyen terme, nous comptons : - Etudier I’expression des génes qui interviennent
dans le phénoméne d’apoptose a savoir les caspases. - Déterminer 1’effet du cadmium sur le
cycle cellulaire a travers son action sur la protéine P53

— A long terme, incorporer le bilan métallique (bilan cadmique) aux analyses de

routine de laboratoire
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