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The medicinal valorization of prickly pear has been evaluated by the
survey of the anti-ulcer of the some functional compounds of the plant.

The antiulcer activity has been valued, in vivo, on animal model whose
ulceration has been provoked by ethanol. Resulted macroscopic and
microscopic exams of the stomachs of rats, showed that the powder of
cladodes as well as purified mucilage, possess a protective action
against ulceration.When these compounds are administered at curative

title, the organism doesn't manage to regenerate completely the
damages provoked by the ethanol. These results have been confirmed
besides by the survey of superoxide dismutase (SOD) activities, after
purification. The SOD activities were normal among the rat’s witnesses
and those treated by the excerpts at preventive title. On the other hand
the ulcerous rats and those treated to preventive title present some SOD
activities more elevated.

Copy Right, 1JAR, 2018,. All rights reserved.

Introduction:

Le figuier de Barbarie (Opuntia ficus indica) est originaire des régions aride et semi aride du Mexique. Il est utilisé
comme plante ornementale, pour la production fourragére et celle de fruits exotiques. C’est une plante dotée
d’activités biologiquement pertinentes.

Généralement, les cladodes sont riches en pectine, mucilage et minéraux, alors que les fruits sont de bonnes sources
de vitamines, d'acides aminés et de bétalaines [1].

Les raquettes de cette espéce, sont caractérisées par la présence de mucilage [2,3] pouvant représenter jusqu’a 35 %
de la matiére séche [4]. Il s’agit d’un polyoside dont les structures sont trés variables [2,4,5] et aux quels on attribue
différentes propriétés. Ainsi, ils posséderaient des effets hypoglycémiants [6,7] et favoriseraient 1’élimination du
cholestérol et des triglycérides du sang [8, 9,10]. Ces actions anti-inflammatoires et analgésiques ont été rapportées
[11], les effets bénéfiques du figuier de Barbarie sur les fonctions gastro-intestinales sont également décrits [12,13].
Les fleurs d’Opuntia ficus-indica sont aussi utilisées pour traiter les maux des reins [14]. En plus, les préparations de
cactus pourraient exercer des effets préventifs et thérapeutiques contre 1’alcoolisme [15].

De nombreuses études suggérent que les pigments alimentaires de figuier de Barbarie peuvent influencer
directement sur les mécanismes inflammatoires de ’intestin [16].
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Le cactus a aussi un potentiel thérapeutique pour la stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD), les rhumatismes,
I'ischémie cérébrale, les cancers, et les infections bactériennes et virales [17,18].

Au Maroc, Opuntia ficus-indica est connue par le fait qu’elle atténue les coliques et les diarrhées, mais provoquant
une constipation opiniatre chez les personnes qui en consomment beaucoup [19].

Suite a plusieurs recherches qui ont montré un effet cicatrisant des raquettes d’Opuntia ficus indica, nous nous
sommes alors intéressés a 1’étude d’un éventuel effet antiulcéreux du mucilage et poudre de raquette, sur un modele
animal.

Matériel et Méthodes :

Matériel biologique

Des échantillons de raquette ont été prélevés sur des pieds de figuier de Barbarie épineux de la région de Settat
(centre du Maroc) pendant le mois d’aotit 2017.

Déshydratation des raquettes

Les raquettes du figuier de Barbarie ont été lavées, débarrassées des épines et de 1’épiderme puis découpées en
morceaux et portées a I’étuve a une température de 65°C. Lorsque le poids des échantillons devient constant, les
résidus secs ont été broyés jusqu’a obtention de poudres trés fines, qui ont été conservées a I’abri de ’humidité.

Extraction et purification du mucilage

Des raquettes fraiches du figuier de Barbarie ont été lavées, débarrassés des épines et de 1’épiderme puis découpées
en fines lamelles. Aprés saupoudrage avec du saccharose en poudre, elles ont été laissées une nuit a température
ambiante [20]. Le liquide visqueux ayant diffusé des lamelles de raquettes a été récupéré puis dialysé une nuit contre
I’eau distillée. Le dialysat a été précipité a 1’acétone puis a subit une chromatographie sur une colonne Sephadex G
200 (50 cm x 1.5 cm). Les différentes fractions éluées par 1’eau distillée ont été reperées, aprés dosage des sucres
totaux par a la méthode au phénol sulfurique [21].

Animaux

Des rats males ayant un poids de 200 a 220 g ont été maintenus en conditions de stabulation contrélées, sous un
régime alimentaire standard. Vingt quatre heures avant ’expérimentation, les rats ont ét¢ mis a jeun, avec un libre
acces a I’eau.

Traitements

Les traitements appliqués sont ceux décrit par [22]. Pour cela, les rats ont été divisés en huit groupes de cing

animaux.

1. Le premier lot contient des rats ayant recu, de 1’éthanol a 90% a la dose de 0.5 ml/ rat (control).

2. Le deuxiéme lot renferme des rats ayant recu, par gavage, le mucilage du figuier de Barbarie purifié & une dose
de 1g/kg. Une heure apreés, chaque rat a recu 0.5 ml d’éthanol a 90% (traitement préventif).

3. Le troisi¢me lot contient des animaux ayant regu par gavage de 1’éthanol 90% a la dose de 0.5 ml / rat. Apres 15

min de ’administration de 1’agent ulcérogene, les rats ont été traités avec le mucilage purifié d’Opuntia ficus-

indica a la dose de 1g/kg (traitement curatif).

Le quatrieme lot renferme des rats n’ayant regu que le mucilage purifié.

Le cinquieme lot renferme des rats ayant recus, par gavage, la poudre des raquettes déshydratées a une dose de

1g/kg. Une heure apres, les rats ont regu 0.5 ml d’éthanol a 90% (traitement préventif).

6. Le sixiéme lot contient des animaux ayant regu par gavage de 1’éthanol 90% a la dose de 0.5 ml / rat. Aprés 15

min de I’administration de 1’agent ulcérogéne, les rats ont été traités avec la poudre des raquettes déshydratées

d’Opuntia ficus-indica a la dose de 1g/kg (traitement curatif).

Le septieme lot renferme des rats n’ayant regu que la poudre des raquettes déshydratées.

Le huitiéme lot renferme des rats n’ayant subit aucun traitement.

9. Une heure aprés chaque traitement, les animaux ont été sacrifiés, sous anesthésie, et leurs estomacs ont été
récupérés.
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Examens macroscopiques

Une fois récupérés, les estomacs ont été examinés visuellement (forme, taille), ouverts par incision, le long de la
grande courbure puis lavés par une solution saline a 9%o. La sévérité de 1’ulcération obtenue a été évaluée par
notation visuelle, grace a une échelle arbitraire allant de 0 a 6 selon [23]: 0 = pas de Iésions, 1 = 1-3 petites Iésions
(< 10 mm longueur), 2 = 1-3 grandes 1ésions (> 10 mm longueur), 3 = 1-3 Iésions épaisses, 4 = plus que 3 petites
Iésions, 5 = plus que 3 grandes lésions, 6 = plus que 3 lésions épaisses. Il est a noté que cette notation est
cumulative.

Examens histologiques
Aprés examen macroscopique, des fragments d’estomac ont été pris le long de la petite courbure et non pas dans le
site de la lésion, pour étudier les modifications histologiques survenues.

Les fragments ont été fixés dans la paraformaldéhyde a 4% dans 0.2% du tampon phosphate pendant 4 heures a 4°C
[24]. Les échantillons ont été ensuite déshydratés graduellement dans wxdifférentes solutions d’éthanol (30 a 100%).
Apres inclusion dans la paraffine, des coupes fines de 5 pm ont été réalisées au microtome. Les échantillons ont été
déparaffinés par deux bains successifs de toluéne puis réhydratés dans des solutions aqueuses d’alcool de degrés
décroissants suivi d’une coloration au carmin a 2 % dans ’acide acétique [25].

Les observations microscopiques ont été alors effectuées, par un microscope muni d’un moniteur.

Mesure des activités superoxyde dismutase

Extraction et purification du superoxyde dismutase (SOD) cuivre-zinc dépendante

La purification de la SOD a été effectuée selon la méthode [26]. Les estomacs prélevés ont été immédiatement lavés
par une solution de Tris-HCI 50 mM, pH 8.2 puis découpés en petits morceaux et relavés une deuxieme fois par le
méme tampon puis stockés a - 28 jusqu’a utilisation. Aprés décongélation, les échantillons d’estomacs ont été placés
dans un volume égal d’une solution de Tris - HCl 50 mM, EDTA 0.1 mM a pH 8.2. Un broyage est effectu¢ a 1’aide
d’un ultra turax. Les broyats obtenus ont été passés a trois reprises au Potter & une vitesse de 1000 tours / min puis
centrifugés a 10 000 tours / min pendant une heure a 4°C. Apres centrifugation, le culot obtenu est lavé par un volume
égal du tampon d’extraction puis centrifugé dans les mémes conditions. Le deuxiéme surnageant récupéré est
additionné au premier et le tout & subit une ultracentifugation a 22 000 tours / min pendant une heure a 4°C.

0.4 volume d’éthanol froid et 0.2 volume de chloroforme sont ajoutés au surnageant et le tout est mélangé
magnétiquement pendant une heure. Aprés centrifugation, on ajoute du K,HPO, (300g/l) sous une agitation
magnétique suivie d’une centrifugation pendant 20 minutes. Au surnageant, qui contient le S.0.D, on ajoute 0.75
volume d’acétone froide pour précipité la protéine. Le précipité ainsi obtenu a été dissout dans un volume minimal
d’eau distillée puis dialysé toute une nuit.

Dosage des protéines
Le dosage des protéines totales, contenues dans extraits purifies obtenus, a été effectué par la méthode [27] en
utilisant la Sérum Albumine Bovine comme référence.

Test d’activité

Activité sur gel de polyacrylamide

La révélation de la S.0.D sur gel de polyacylamide a été effectuée en conditions non dénaturantes selon la méthode
décrite par [28]. Aprés séparation, le gel est placé dans une solution de NBT 2 mM (Nitro Bleu de Tetrazolium).
Apres 30 minutes, la solution du NBT est ¢liminée par lavage a 1’eau distillée et le gel est mis ensuite dans une
solution contenant 30 uM de riboflavine. Aprés 45 minutes d’incubation, le gel est illuminé par une lampe a
fluorescence jusqu’a ce qu’il devient uniformément bleu, sauf la bande protéique a activité S.0.D qui reste incolore.

Activité par spectrophotométrie
Cette méthode est basée sur 1’habilité de la superoxyde dismutase a inhiber la réduction du NBT par les radicaux

superoxydes générés par le transfert d’énergie a I’oxygene, lors de 1’excitation de la riboflavine par la lumiére [26].

Les résultats obtenus pour chaque traitement sont exprimés en activité spécifique (DO sig i/ Mg de protéines).
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Résultats et Discussion:

Effet anti ulcéreux des extraits des raquettes du figuier de Barbarie

Le mucilage : propriétés physico-chimiques et purification

Le mucilage des raquettes du figuier de Barbarie est un hydrocolloide a forte capacité de rétention d’eau. C’est un
polymére glucidique ramifié contenant essenticllement de 1’arabinose, galactose, rhamnose, xylose et I’acide
galacturonique. Son poids moléculaire est trés variable allant de 2 & 4 x 10 °. 1l fait partie des fibres solubles des fruits
et Iégumes telles que les pectines, gomme et hémicellulose [29].

Aprés extraction, précipitation a 1’acétone et dialyse, le dialysat a subit une chromatographie sur une colonne G 200.
Le profil d’élution obtenu, aprés dosage des sucres totaux a montré que la majorité du mucilage a été élue entre les
fractions 18 et 20. Le contenu de chacune de ces fractions a été réuni puis précipité a 1’acétone et solubilisé¢ dans de
’eau distillée a une concentration de 0.1 g/ ml. Le rendement d’extraction obtenu a été évalué a un gramme pour 100
grammes de raquettes fraiches. [30] ont obtenu des rendements de 1.02 %, par contre [10,26] n’ont obtenu que 0.07
%.

Analyse macroscopique

Aprés chaque traitement, les estomacs de rats ont été prélevés puis analysés par observations visuelles. Chez les rats
ayant regus de 1’éthanol seul ou ceux traités par les extraits (mucilage et poudre) de raquettes du figuier de Barbarie a
titre curatif, on a remarqué que les estomacs sont gonflés et se présentent comme des poches de gaz. De méme, on a
noté des endroits dans la muqueuse qui sont pratiquement translucides. Cet état est stirement di a la dissolution du
mucus gastrique par 1’éthanol. Par contre, chez les rats témoins et ceux ayant recus un traitement préventif contre
I’ulcération, par les extraits d’Opuntia ficus-indica, les estomacs présentent des aspects et tailles normaux.

Les résultats des notations des sévérités des lésions, sur la face interne des estomacs de rats, aprés incision le long de
la grande courbure, sont représentés sur le Tableau 1.

Tableau 1: Index de sévérité des lésions provoquées par les différents traitements effectués.

Traitement Index de séveérité
Témoin (sans traitement) 0
éthanol seul 8.6+2
Traitement préventif par le mucilage 21 £1
Traitement préventif par la poudre 1.7+1
Traitement curatif par le mucilage 42+15
Traitement curatif par la poudre 38+2
Traitement par le mucilage seul 0
Traitement par la poudre seule 0

Chez les rats ayant regus de 1’éthanol seul, I’index de sévérité de 1’ulcération est évalué a 8.6 £ 2. Cette notation
maximale est justifiée par les 1ésions séveres observées et qui s’étendent au niveau de toute la muqueuse gastrique
(figure 1 a). De méme et comparé au témoin, on observe des zones a foyers ulcéreux localisés (U) et des zones qui
présentent des inflammations et des saignements étendus (S) (figure 1 b).

Le prétraitement des rats avec du mucilage extrait et purifié des raquettes du figuier de Barbarie révéle un effet
protecteur contre 1’ulcération induite par 1’éthanol. L’index d’ulcération dans ce cas a été estimé a 2.1+ 1. En effet, la
muqueuse des estomacs ainsi traités montre un aspect proche de la normale, un mucus abondant et une absence de
zones d’inflammations (figure 2a).
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Figure 1:-Coupe longitudinale des estomacs de rats traités avec de 1’éthanol seul (a) et témoin (b) (U : foyers
ulcéreux, S : saignement)

L’action protectrice de la poudre des raquettes d’Opuntia est similaire a celle du mucilage, avec un indexe de 1.7+ 1.
Il est a noter que la poudre de raquette, en plus du mucilage, contient d’autres composés protecteurs tels que les
composés phénoliques et flavonoides. Quand le mucilage et la poudre sont administrés aux rats apres celle de
I’éthanol, les indexes d’ulcérations déterminés sont de 4.2 + 1.5 et 3.8 £ 2 respectivement. L’état initial de la
muqueuse gastrique (figure 2b) n’est pas totalement rétabli, étant donné que les séquelles de I’action de 1’éthanol sont
encore visibles (inflammation et saignement) mais avec une ampleur moindre que celles observées chez les estomacs
de rats traités uniquement avec 1’éthanol.

Analyse microscopique
L’observation au microscope photonique des coupes d’estomacs issues de rat ayant subi les différents traitements,
apres coloration au carmin, montre que :

Chez les rats traités avec de 1’éthanol seul, on remarque une désorganisation des structures glandulaires et une érosion
en surface. Des granulations intracellulaires bien visibles a la surface glandulaire et & I’intérieure des portions
glandulaires. L’espace glandulaire est dilaté (figure 3 A). Cet effet est di a la dissolution des constituants du mucus
gastrique, par 1’éthanol.
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1A

Figure 2:-Coupe longitudinale d’estomac de rat traité par du mucilage avant et aprés administration de 1’éthanol
(traitement préventif (a) et curatif (b))

Chez les rats traités avec le mucilage d’Opuntia ficus indica seul, la muqueuse gastrique montre des particularités

normales et la couche du mucus apparait bien étalée sur toute la surface de 1’épithélium a coté des noyaux
glandulaires (figure 3 B).

Figure 3:-Observations microscopiques de coupes histologiques de muqueuses gasfriques des rats. (A) Rats traités
avec I’extrait du mucilage d’Opuntia ficus indica (B) Rats traités avec de 1’éthanol

Chez les rats ayant subit un traitement préventif, on remarque que la surface de 1’épithélium est intacte, continue et
restaurée. On note également une couche réguliére et épaisse du mucus. L’espace glandulaire est réduit et les
fibroblastes sont présents (figure 4 C).

Chez les rats traités avec de I’éthanol suivi du mucilage (traitement curatif) le mucus intracellulaire semble étre
localisé a I’intérieur des cellules des glandes gastriques. Les espaces glandulaires sont réduits (figure 4 D).

tologiques de muqueuses gastriques des rats. (C) Rats ayant
subit un traitement préventif (40x). (D) Rats ayant subi un traitement curatif (40x).
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L’ulcération chez les rats induite par 1’éthanol provoque donc une altération au niveau des cellules de la muqueuse
gastrique, par dissolution des composants de la membrane de la muqueuse de 1’estomac et baisse du niveau de protéines
des tissus et arrét du flux sanguin gastrique [31]. Ceci est probablement du au développement des radicaux libres et une
hyperoxydation des lipides. Le mucilage d’Opuntia ficus-indica semble maintenir 1’architecture cellulaire de la
muqueuse gastrique et stimule la production du mucus. Administré a titre préventif, le mucilage laisse la muqueuse
gastrique sous conditions normales, ce qui la protége contre ’effet de 1’éthanol. Cet effet cytoprotecteur du mucilage
d’Opuntia ficus-indica est sirement attribué a ses propriétés physico-chimiques.

On remarque aussi que la production du mucus a augmenté considérablement. Cette production est peut-étre due, en
partie, a 1’action des fibroblastes qui sont plus nombreuses chez les rats ayant subit un traitement préventif que ceux
ayant subit un traitement curatif. En effet, les fibroblastes jouent un réle clés dans la guérison de I’ulcére en favorisant la
régénération de I’épithélium supérieur et la portion apicale des glandes gastriques qui produisent le mucus glandulaire
[32]. Administré a titre curatif, L’effet protecteur du mucilage est moins important, étant donné que les cellules n’ont
pas eu le temps de reconstituer les dégats provoqués par 1’éthanol. Les cellules épithéliales de la muqueuse gastrique
paraissaient 1ésées aprés 1’administration de 1’agent ulcéreux. De ce fait, il apparait donc que le mucilage participe soit a
la production du mucus soit empéché la pénétration de 1’agent ulcéreux vers la muqueuse gastrique. Cependant, et vu la
nature physico-chimique du mucilage (haut poids moléculaire, viscosité élevée, électrolyte chargé négativement) [33,
34,35], il est probable & ce que le mucilage formerait une couche protectrice et empécherait la survenue des Iésions
nécrotiques profondes et une exfoliation étendue de 1’épithélium de surface provoquée par 1’éthanol.

Le role du mucilage direct ou indirect dans I’induction de la production du mucus n’est pas a écarter, en agissant en
synergie avec les facteurs endogénes de la défense et la restauration de la muqueuse gastrique.

De méme, les résultats similaires obtenus apres administration de poudres des raquettes n’écartent pas le réle éventuel
des autres constituants de la raquette tels que les composés phénoliques et flavonoides dans la protection de la
mugqueuse contre 1’ulcération. Cette hypothése est d’autant plus probable que ces mémes composés ont des effets anti-
oxydants considérables par le test au DPPH" [36].

Evaluation des activités superoxyde dismutase

Aprés chaque traitement, précédemment décrit pour I’évaluation des activités anti-ulcéreuses des extraits de raquettes
du figuier de Barbarie, la superoxyde dismutase contenue dans les estomacs de rats a été partiellement purifiée et son
activité spécifique a été déterminée. Il est a noté que cette activité spécifique a été déduite par mesures des densités
optiques du témoin blanc ne contenant pas de riboflavine de celle du contréle qui en contient et de celle du test
contenant 1’extrait enzymatique et la riboflavine. Les résultats obtenus sont représentés sur le Tableau 2.

Tableau 2:-Activités spécifiques de la S.0.D en fonction des traitements effectués

Traitement | Témoin ulcéreux | Mucilage | Poudre | Mucilage | Mucilage Poudre Poudre

seul seule préventif | curatif | préventive | curative

AS 135 50 154 14.2 19.2 34.6 18.3 32.5
(DO/ mg)

L’analyse des résultats obtenus montre que la capacité de la S.0.D. a inhiber la réduction de NBT par les radicaux
superoxydes issus de 1’excitation de la riboflavine par la lumiére est nettement supérieure chez les rats ulcéreux que
chez les témoins. En effet, ’activité spécifique, chez les rats ulcéreux, est 3.7 fois plus élevée que chez les rats
n’ayant pas subit d’ulcération. De méme, aucune différence n’a été observée chez les rats témoins et ceux ayant
subit un traitement préventif que ce soit par le mucilage ou par la poudre de raquettes déshydratées. Par contre, chez
les rats ayant subit un traitement curatif, 1’activité superoxyde dismutase reste assez ¢levée mais a des taux inférieurs
que ceux obtenus chez les rats ulcéreux. Cette diminution des activités S.0.D varie de 15 a 25 % pour les rats ayant
regu la poudre de raquette et le mucilage purifié respectivement. Les mémes résultats ont été d’ailleurs enregistrés
quant les activités S.O.D ont été révélée in situ sur gel de polyacrylamide (figure 9). En effet, on remarque la
présence de bandes plus intenses pour les extraits d’estomacs de rats ulcéreux, comparés au témoin. De méme et de
fagon globale, I’activité S.O.D est moins intense dans le cas des traitements préventifs que ceux a titres curatifs.
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Conclusion:-

Les résultats que nous avons obtenus confirment que I’effet antiulcéreux est en relation avec ’activité S.0.D des
extraits d’Opuntia ficus-indica. Ceci renforce encore plus I’hypothése d’un éventuel réle de la S.0.D dans le
processus de I’ulcération provoquée par 1’éthanol. De méme, une relation entre activités S.0.D - effet antiulcéreux et
effet antioxydant des extraits de figuier de Barbarie est a développer, surtout que plusieurs auteurs ont posé
I’hypothése d’une éventuelle relation entre ulcére et radicaux libres. Le mucilage a montré des activités protectrices
contre I'ulcération. A t-il agit en tant protecteur gastrique ? Ou a-t-il agit contre les radicaux libres ? De telles
hypothéses feront 1’objet d’une nouvelle étude.
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