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Résumé
Cette étude visait a évaluer les effets protectenrs d'un extrait de cactus contre la néphrotoxicité induite par le
méthotrexate (MTX) et les perturbations oxydatives chez nn modele expérimental de rat. Les rats ont été répartis en
quatre groupes : un groupe contrile, un groupe traité par MTX seul, un groupe traité par extrait de cactus seul et un
groupe traité par MTX et extrait de cactus. La fonction rénale a été évaluée par le dosage de biomarquenrs du stress
oxydatif. Un examen bistopathologique du tissu rénal a été réalisé. 1.'administration de MTX a induit une
néphrotoxicité significative, mise en évidence par une élévation des biomarquenrs du stress oxydatif. 1.'analyse
histopathologique a confirmé une réduction des lésions rénales dans le groupe traité par l'extrait de cactus. 1.'extrait
de cactus présente des effets rénoprotectenrs significatifs contre la toxicité induite par le méthotrexate, préservant la
Sfonction rénale Ces résultats confirment son potentiel en tant que traitement adjuvant pour atténner les complications
rénales cheg; les patients sous traitement par méthotrexate.

Mots clés : Opuntia ficus-indica, méthotrexate, stress oxydant, nephrotoxicité

Preventive effect of ethanolic extract of cactus (Opuntia ficus-indica) cladodes on
methotrexate-induced oxidative damage of the kidney in Wistar rats.

Abstract

This study aimed to evaluate the protective effects of a cactus extract against methotrexate (MTX)-induced nephrotoxicity
and oxidative disturbances in an experimental rat model. The rats were divided into four groups: a control group, a group
treated with MTX alone, a group treated with cactus extract alone, and a group treated with both MTX and cactus extract.
Renal function was assessed by measuring oxidative stress biomarkers. A histopathological examination of the kidney tissue
was performed. The administration of MTX induced significant nephrotoxicity, demonstrated by an increase in oxidative
stress biomarkers. Histopathological analysis confirmed a reduction in kidney lesions in the group treated with the cactus
extract. The cactus extract has significant rengprotective effects against methotrexate-induced toxicity, preserving kidney
Sunction. These results confirm its potential as an adjuvant treatment to mitigate renal complications in patients undergoing
methotrexate therapy.
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I. INTRODUCTION

Le méthotrexate (MTX) représente une pierre angulaire dans les protocoles chimiothérapeutiques et
immunosuppresseurs. Il est largement utilisé dans la prise en charge des tumeurs malignes et de diverses
affections non néoplasiques, notamment le psoriasis, la polyarthrite rhumatoide et certaines maladies
infectieuses [l]. Malgré son efficacité clinique bien établie, I'application thérapeutique du MTX est
considérablement limitée par sa néphrotoxicité dose-dépendante. Cet effet indésirable résulte de multiples
mécanismes, impliquant principalement une cristallisation intratubulaire et des lésions directes de I'épithélium
tubulaire, conduisant souvent a une insuffisance rénale aigué et perturbant les fonctions rénales critiques [2].
La reconnaissance croissante des lésions rénales induites par le MTX a stimulé la recherche sur les adjuvants
protecteurs susceptibles d'atténuer ces effets néfastes tout en préservant ses bénéfices thérapeutiques.

Le potentiel néphrotoxique du MTX représente un défi clinique important, particulierement dans les
protocoles a fortes doses ou sa précipitation dans les tubules rénaux peut provoquer une obstruction
mécanique et des lésions cellulaires directes. De plus, il a été démontré que le MTX induit un stress oxydatif
via la génération d'espéces réactives de |'oxygéne, entrainant une peroxydation lipidique et une apoptose
cellulaire dans les tissus rénaux [3]. Ces mécanismes contribuent collectivement a une altération du débit de
filtration glomérulaire, une réduction du flux sanguin rénal et, in fine, a une insuffisance rénale aigué.
L'identification de stratégies néphroprotectrices efficaces représente donc un besoin clinique urgent en
oncologie et en rhumatologie.

Parallelement aux développements pharmaceutiques, on observe un regain d'intérét scientifique pour les
produits naturels et les aliments fonctionnels pour leurs roles potentiels dans la prévention des maladies et
la promotion de la santé. La tendance mondiale vers les thérapeutiques naturelles est motivée par leur
sécurité pergue, leur rentabilité et leur approche multi-cibles de la prise en charge des maladies. Parmi ceux-
ci, Opuntia ficus-indica, un membre de la famille des Cactacées, s'est imposé comme un candidat
particulierement prometteur. Cette espece végétale, indigéne des régions arides et semi-arides, possede une
riche histoire d'utilisation ethnobotanique parmi les populations amérindiennes et mexicaines, servant a la
fois de nourriture de base et de médecine traditionnelle pour diverses affections [4].

Le potentiel thérapeutique d'O. ficus-indica est étayé par sa composition phytochimique diversifiée, incluant
des composés bioactifs tels que les bétalaines, les caroténoides, l'acide ascorbique et des dérivés flavonoides,
qui contribuent tous a ses propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires significatives [5]. Les bétalaines,
en particulier, ont démontré une activité remarquable de piégeage des radicaux libres et des effets anti-
inflammatoires dans divers modéles expérimentaux. L'action synergique de ces phyto-constituants conféere
a O. ficus-indica un mécanisme d'action multifacette qui pourrait étre particulierement pertinent pour
diminuer les lésions organiques induites par les médicaments.La recherche scientifique contemporaine a
validé plusieurs applications traditionnelles d'O. ficus-indica, en se concentrant particuliérement sur ses
cladodes qui ont démontré une efficacité potentielle dans la prise en charge des troubles métaboliques, y
compris I'hyperglycémie, le diabéte et ses complications [6]. Les cladodes consommés comme légumes frais
et incorporés dans diverses préparations culinaires [7], contiennent un mélange complexe de composés
bioactifs pouvant conférer des effets protecteurs contre les Iésions organiques via de multiples voies, incluant
la réduction du stress oxydatif et la modulation de l'inflammation. Des études récentes ont en outre élucidé
le role des composés du cactus dans la modulation des voies apoptotiques et le renforcement des mécanismes
de défense antioxydants cellulaires.

La justification de I'étude d'O. ficus-indica en tant qu'agent néphroprotecteur potentiel contre les lésions
rénales induites par le MTX découle de plusieurs considérations. Premiérement, les propriétés antioxydantes
avérées des composés du cactus pourraient directement contrer le stress oxydatif induit par le MTX dans
les tissus rénaux. Deuxiémement, son activité anti-inflammatoire pourrait atténuer la cascade inflammatoire
initiée par le MTX dans le parenchyme rénal. Troisiéemement, des études antérieures ont démontré les effets
protecteurs d'extraits de cactus contre la néphrotoxicité induite par d'autres agents chimiothérapeutiques,
comme le cisplatine [8] suggérant une applicabilité plus large dans les lésions rénales induites par la
chimiothérapie.
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Compte tenu du profil néphrotoxique avéré du MTX et des propriétés bioactives documentées d'O. ficus-
indica, cette étude vise a investiguer systématiquement les effets réno-protecteurs potentiels de I'extrait de
cactus contre les lésions rénales induites par le MTX en utilisant une approche expérimentale compléte.
Nous émettons I'hypothése que les propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires inhérentes a O. ficus-
indica pourraient atténuer la néphrotoxicité médiée par le MTX via la préservation de la fonction rénale et
de l'intégrité histo-architecturale. Spécifiquement, cette recherche évaluera les effets modulateurs de I'extrait
de cactus sur les altérations induites par le MTX concernant, les parametres de stress oxydatif, les marqueurs
inflammatoires et les changements histopathologiques dans le tissu rénal.

Cette recherche vise a contribuer au paradigme en développement de I'oncologie intégrative en explorant
les adjuvants dérivés de produits naturels qui pourraient améliorer le profil de sécurité des agents
chimiothérapeutiques conventionnels. Les résultats pourraient avoir des implications significatives pour la
pratique clinique, offrant potentiellement une nouvelle stratégie pour prévenir ou atténuer la néphrotoxicité
induite par le MTX, améliorant ainsi les résultats pour les patients et leur qualit¢ de vie pendant la
chimiothérapie. De plus, cette étude vise a fournir une validation scientifique pour l'usage traditionnel d'O.
ficus-indica dans la prise en charge de diverses affections, comblant ainsi le fossé entre les savoirs traditionnels
et la médecine fondée sur les preuves.

2. MATERIELS ET METHODES
2.1. Produits chimiques

Le méthotrexate, I'acide thiobarbiturique (TBA), I'acide trichloroacétique (TCA) et le butyl-hydroxytoluéne
(BHT) ont été fournis par Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, Etats-Unis). La 2,4-dinitro-phénylhydrazine
(2,4-DNPH) et la guanidine ont été acquises auprés de Prolabo (France). Tous les autres réactifs et produits
chimiques utilisés étaient de qualité analytique.

2.2. Préparation de I'extrait de cladodes de cactus

Des cladodes jeunes (2-3 semaines) d'Opuntia ficus-indica ont été récoltés dans la région de Sfax, Tunisie
orientale (coordonnées GPS : 34°44'32.3"N 10°31'50.0"E). Aprés lavage et découpage, les cladodes ont été
séchés a l'air ambiant. La poudre obtenue a ensuite été soumise a une extraction par |'éthanol pur, suivie
d'une double filtration sur papier Whatman (GF/A, 110 mm). L'extrait éthanolique a été concentré a
I'évaporateur rotatif sous vide a 25 °C, puis stocké a 4 °C en attendant son utilisation.

2.3. Protocole expérimental et traitement des animaux

L'étude a été conduite sur des rats Wistar males adultes (poids moyen de 220 g) provenant de l'animalerie
SEXAL (St. Doulchard, France), avec I'approbation du Comité National d'Ethique Médicale (CNEM, Institut
Pasteur de Tunis). Aprés une semaine d'acclimatation dans des conditions standardisées (cycle
lumiére/obscurité, température et humidité contrélées), avec un accés libre a l'eau et a la nourriture, les rats
ont été répartis aléatoirement en quatre groupes (n=6/groupe) :

Groupe Témoin (CTRL) : a regu une injection quotidienne de solution saline physiologique pendant 10 jours.

Groupe Cactus : a regu une injection quotidienne d'extrait éthanolique de cactus (400 mg/kg au total) pendant
10 jours.

Groupe MTX : a regu une injection unique de méthotrexate (20 mg/kg) le 8éme jour.

Groupe MTX + Cactus : a regu une injection unique de MTX le 8éme jour, associée a un traitement quotidien
par I'extrait de cactus pendant |0 jours.

Toutes les substances (MTX, extrait de cactus et solution saline) ont été administrées par voie
intrapéritonéale en un volume de 50 mL. Les doses et la durée du traitement ont été sélectionnées sur la
base de données bibliographique antérieure [9] .Au terme des 10 jours de traitement, les animaux ont été
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sacrifiés par décapitation sous anesthésie générale. Le sang a été prélevé pour analyse biochimique. Les reins
ont été destinés aux analyses biochimiques et histologiques.

2.4. Préparation des extraits testiculaires

Les reins ont été préparés pour les analyses histologiques et biochimiques selon un protocole standardisé.
Chaque échantillon a été homogénéisé dans du Tris-HCI 10 mM (pH 7,4) puis centrifugé a 4°C pendant 30
minutes a 4000 tr/min. Les surnageants, recueillis aprés centrifugation, ont été conservés a -20°C pour le
dosage ultérieur des parameétres de stress oxydatif.

2.5. Dosage de la peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique a été évaluée par la mesure des taux de malondialdéhyde (MDA) selon la méthode
de Buege et Aust (1987) [10]. Le principe repose sur la formation d'un complexe coloré entre le MDA et
I'acide thiobarbiturique, dont l'intensité est mesurée par spectrophotométrie a 530 nm. Les concentrations
de MDA ont été calculées en utilisant un coefficient d'extinction molaire de 1,56 x [02M~' -.cm™".

2.6. Dosage des protéines carbonylées

Le taux de protéines carbonylées a été déterminé selon le protocole basé sur la réaction des groupements
carbonyls avec le DNPH. L'absorbance des dérivés hydrazones formés a été mesurée a 370 nm, avec un
coefficient d'extinction molaire de 22,0 mM™' em™' pour le calcul des concentrations.

2.7. Mesure de l'activité catalase

L'activité catalase a été déterminée en suivant la disparition du peroxyde d'hydrogéne a 240 nm, selon la
méthode standard. L'activité enzymatique a été exprimée en pmol de H202 décomposé par minute et par
mg de protéines, utilisant un coefficient d'extinction de 0,04 mM™' <m™.

2.8. Mesure de l'activité glutathion peroxydase

L'activité GPx a été mesurée selon la méthode au guaiacol, suivant I'augmentation d'absorbance a 470 nm.
L'activité enzymatique a été calculée en utilisant un coefficient d'extinction molaire de 26,2 mM™' et exprimée
en nmol de substrat transformé par minute.

2.9. Mesure de |'activité superoxyde dismutase

L'activité SOD a été déterminée selon la méthode de Durak [I1], basée sur l'inhibition de la réduction du
NBT. Une unité d'activité SOD correspond a la quantité d'enzyme inhibant 50% de la réduction du NBT.

2.10. Analyse histopathologique

Pour chaque rat, des échantillons de tissu rénal ont été fixés dans du formol a 10%, puis inclus en paraffine.
Des coupes de 5 um d'épaisseur ont été réalisées a l'aide d'un microtome standard et colorées a
I'hématoxyline-éosine (H-E). L'examen microscopique des lames a été réalisé en simple aveugle sous
microscope optique Leica, permettant une évaluation objective des altérations tissulaires.

2.11. Analyse statistique

L'analyse statistique a été effectuée a l'aide du logiciel SPSS (SPSS Inc., Chicago, IL). Les données sont
présentées sous forme de moyenne * écart-type pour six déterminations indépendantes. Les différences
entre les groupes ont été évaluées par analyse de variance (ANOVA) unidirectionnelle, suivie du test post
hoc de Newman-Keuls. Le seuil de significativité statistique a été fixé a p < 0,05 pour toutes les analyses.
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3. RESULTATS
3.1. Evaluation du statut de stress oxydatif

3.1.1. Dosage du malondialdéhyde : peroxydation lipidique

Le taux de malondialdéhyde (MDA) a été mesuré dans les homogénats de testicules comme marqueur de la
peroxydation lipidique. Les résultats montrent une augmentation statistiquement significative des taux de
MDA dans le groupe traité au MTX comparé au groupe témoin . Cependant, le traitement avec |'extrait de
cactus a prévenu cette élévation, ramenant les valeurs de MDA a des niveaux similaires a ceux du groupe
témoin.

3.1.2. Dosage des protéines carbonylées : oxydation protéique

Les résultats de |'oxydation protéique suivent la méme tendance que ceux du MDA. Les niveaux de protéines
carbonylées (PC) sont significativement plus élevés (p < 0,05) dans le groupe MTX que dans le groupe témoin
.Le traitement combiné avec le cactus (MTX + cactus) a significativement empéché cette augmentation. Le
traitement avec le cactus seul n'a induit aucune modification significative par rapport au groupe témoin.

3.1.3. taux des marqueurs du stress oxyadatif (catalase, GPx ,SOD et PC)

le tableau | présente les effets du MTX et de I'extrait de cladodes sur les activités de la catalase (CAT), de
la GPx , la SOD et des proteines carbonylées. Le MTX a induit une diminution marquée de l'activité de la
catalase dans les reins Le traitement avec I'extrait de cactus a permis une amélioration significative de l'activité
catalase comparé au groupe traité au MTX seul (p < 0,05)

L'activité totale de la GPx a diminué dans le groupe MTX par rapport aux témoins, mais s'est normalisée avec
le traitement au cactus (p < 0,05) .

De plus, I'administration de MTX a causé une diminution significative de I'activité de la SOD. La combinaison
avec |'extrait de cactus a permis une augmentation significative de |'activité antioxydante de la SOD (p < 0,05).
Le taux des proteines carbonylées(PC) a montré une élévation suite a 'administration du MTX, alors que
son adminsitration associée aun cactus a permi sa diminution.

3.2. Résultats histopathologiques :

L'analyse histologique des coupes de tissu rénal a révélé des altérations morphologiques distinctes entre les
groupes expérimentaux. Le groupe témoin présentait un parenchyme rénal normal, caractérisé par des
glomérules et des tubules bien structurés, sans signe pathologique.

En revanche, les rats traités au méthotrexate (MTX) ont développé des lésions rénales séveéres, incluant une
vacuolisation marquée des cellules épithéliales des tubules proximaux,une dilatation tubulaire importante et
un décollement de I'épithélium tubulaire ainsi que des foyers d'infiltration leucocytaire a prédominance de
polynucléaires neutrophiles.La présence de ces infiltrats inflammatoires atteste d'un processus inflammatoire
actif induit par le MTX.

De maniére significative, le groupe traité avec l'extrait de cactus a présenté une architecture rénale
comparable au groupe témoin, sans altérations histopathologiques notables. Cette observation démontre que
I'administration du cactus a exercé un effet protecteur remarquable, prévenant efficacement les lésions
rénales normalement induites par le MTX.(figure 1)

4. DISCUSSION

Dans notre étude, I'administration du methotrexate aux rats a provoqué une néphrotoxicité. Ces résultats
sont similaires a ceux publiés par des études antérieures [12] .Potentiellement la toxicité du methotrexate
peut survenir suite a la fois d’un traitement a forte et faible dose. Une néphrotoxicité significative est associée
a des doses élevées de MTX ce qui peut avoir des effets préjudiciables sur la fonction rénale par
l'intermédiaire de deux mécanismes. Tout d'abord, MTX précipite dans les tubules rénaux, induisant
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directement une lésion tubulaire,d 'autre part, il induit une transitoire baisse du taux de filtration glomérulaire
apres chaque dose et un risque de dysfonctionnement rénal[l3].

La peroxidation lipidique est I'effet le plus anciennement connu des radicaux libres et le plus simple a mesurer,
les dérivés de I'oxydation lipidique sont les composés les plus souvent étudiés lorsque I'on recherche un
stress oxydant [14]. Le stress oxydant est caractérisé par les ROS qui induisent la peroxydation lipidique. Le
MDA est un produit secondaire généré au cours de l'oxydation des acides gras polyinsaturés [I5]. La
peroxydation lipidique contient une série de processus de réaction en chaine radicalaires libres et est
également associée a plusieurs types de dommages biologiques. Le role des radicaux libres et des ROS est
de plus en plus reconnu dans la pathogenése de nombreuses maladies humaines, y compris le cancer, le
vieillissement et l'athérosclérose [16]. La peroxydation lipidique est aujourd'hui reconnue comme une
réaction extrémement importante dans les processus physiologiques et toxicologiques. Les hydroperoxydes
lipidiques formés par l'attaque des radicaux libres sur les résidus d'acides gras polyinsaturés des
phospholipides peuvent encore réagir avec les métaux redox (comme Fe2+, Fe3+), produisant finalement un
malondialdéhyde mutagéne et cancérigene [17].

Sener et al [18] ont montré que I'administration MTX provoque un stress oxydant révélé par I'augmentation
du MDA dans les intestins,le foie et les reins qui est un marqueur de la peroxydation lipidique .Une autre
étude a démontré aussi que I'administration de MTX entraine une augmentation du taux du MDA dans le
rein et d’autres tissus [19]

Le fait que les concentrations de MDA étaient plus élevés dans les tissus du groupe MTX , cela reflete la
gravité de la peroxydation des lipides dans la membrane cellulaire [20] . La peroxydation lipidique est une
réaction ou les radicaux libres d'oxygéne et les acides gras polyinsaturés générent des produits tels que des
peroxydes, des alcools et MDA.

La catalase est un groupe d’enzymes tetramerique, chaque unité portant une molécule d’héme et une
molécule de NADPH. Cette enzyme prévient les molécules biologiques induites par I'eau oxygénée. La
catalase a donc pour réle d’accélérer la réaction spontanée de dismutation de H2O2 en oxygeéne et en
eau..Les résultats montrent une diminution significative de l'activité de la CAT , la GPx et la SOD (P<0,05),
au niveau du tissu hépatique , rénal, testiculaire, ovarien et intestinal chez les rats traités par le methotrexate
(20 mg/kg) tout en comparant aux rats témoins. En revanche, nous n’enregistrons aucune différence
statistiquement significative de l'activité enzymatique de toutes les enzymes (CAT, GPx et SOD) chez les rats
traités par le cactus par rapport aux rats témoins. Nos résultats sont en accord avec des études précédentes
qui ont démontré une altération de l'activité antioxydante des enzymes étudiées aprés I'administration du
MTX [21].

Puisque le MTX est connu pour provoquer un stress oxydant dans les cellules, plusieurs paramétres indiquant
le statut antioxydant ont également été examinés. Le stress oxydant dans la cellule peut étre induit soit par
une production accrue de ROS ou l'inhibition du systeme de défense antioxydant. Cet équilibre entre la
production et le catabolisme des oxydants est essentiel pour le maintien de l'intégrité biologique des tissus
[22] . Les enzymes antioxydantes (SOD, GPx et CAT) limitent les effets des molécules oxydantes dans les
tissus et jouent un role dans la défense contre les dommages oxydatifs cellulaires étant piégeurs de radicaux
libres .La glutathion peroxydase, la superoxyde dismutase et la catalase constituent mutuellement une
équipe de soutien de défense contre les ROS De petites déviations dans les concentrations physiologiques
pourraient avoir des effets considérables sur la résistance des lipides cellulaires, des protéines et de 'ADN
aux dommages oxydatifs [23]

Nos résultats ont montré une diminution de lactivité de la GPx , SOD et la CAT dans les tissus étudiés.
Etant donné que ces enzymes ont un role protecteur contre les dommages induits par les radicaux libres,
leur induction pourrait étre comprise comme une réponse adaptative au stress oxydant. [24]

La diminution dans les activités de la GPx et la CAT chez les rats traités par le methotrexate dans notre
étude peut étre due a I'accumulation intracellulaire des ROS. La méme explication a été donnée par Miyazono
etal en 2004, il a démontré une augmentation de la production des radicaux libre d’oxygéne aprés traitement
de MTX et ces radicaux libres peuvent mener a une déficience fonctionnelle de la mitochondrie. La toxicité
causée par MTX est caractérisée par l'activation de la réponse inflammatoire et sensiblement une trés grande
production des cytokines pro- inflammatoires [25].
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Selon Miyazono et al 2004 [26] , la diminution de l'activité enzymatique de la catalase peut refléter une
réduction de la capacité des mitochondries et des microsomes d'éliminer le H202 produit en réponse au
MTX .Le cycle d’oxydoréduction du glutathion fait intervenir deux enzymes essentielles la glutathion
réductase (GR) qui transforme le glutathion oxydé (GSSG) en sa forme réduite (GSH) et la glutathion
peroxydase (GPx), qui active la réaction de transformation des hydroperoxydes en alcools primaires.Ce
systéme enzymatique contient également la glutathion S-transférase (GST) qui catalyse la réaction de
conjugaison entre le glutathion réduit (GSH) et les substances étrangéres (xénobiotiques, carcinogenes et
composés électrophiles...) avec la formation des métabolites glutathion-conjugués [27]

Pour évaluer des dommages oxydatifs induit par MTX chez des rats Wistar, la production de protéines
dcarbonylées a été aussi étudiée. La Carbonylation des protéines est un signe de dommages oxydatifs
irréversible, conduisant souvent a une perte de la fonction des protéines, qui peuvent avoir des effets durables
néfastes sur les cellules et les tissus [28]. En présence d’EOA, les protéines peuvent se dénaturer, se
fragmenter ou perdre leurs structures primaire et secondaire. Les dommages oxydatifs au niveau des
protéines (et des acides aminés).

La glutathion peroxydase, la superoxyde dismutase et la catalase constituent mutuellement une équipe de
soutien de défense contre les ROS De petites déviations dans les concentrations physiologiques pourraient
avoir des effets considérables sur la résistance des lipides cellulaires, des protéines et de I'ADN aux
dommages oxydatifs [29].

Nos résultats ont montré une diminution de l'activité de la GPx , SOD et la CAT dans le tissu étudié. Etant
donné que ces enzymes ont un roéle protecteur contre les dommages induits par les radicaux libres, leur
induction pourrait &tre comprise comme une réponse adaptative au stress oxydant [30]

La diminution dans les activités de la GPx et la CAT chez les rats traités par le methotrexate dans notre
étude peut étre due a I'accumulation intracellulaire des ROS. La méme explication a été donnée par Miyazono
etal en 2004, il a démontré une augmentation de la production des radicaux libre d’oxygéne aprés traitement
de MTX, et ces radicaux libres peuvent mener a une déficience fonctionnelle de la mitochondrie. La toxicité
causée par MTX est caractérisée par l'activation de la réponse inflammatoire et sensiblement une trés grande
production des cytokines pro- inflammatoires [31]

Selon Miyazono [32] , la diminution de l'activité enzymatique de la catalase peut refléter une réduction de la
capacité des mitochondries et des microsomes d'éliminer le H202 produit en réponse au MTX.

Le cycle d’'oxydoréduction du glutathion fait intervenir deux enzymes essentielles la glutathion réductase
(GR) qui transforme le glutathion oxydé (GSSG) en sa forme réduite (GSH) et la glutathion peroxydase
(GPx), qui active la réaction de transformation des hydroperoxydes enalcools primaires).Ce systéme
enzymatique contient également la glutathion S-transférase (GST) qui catalyse la réaction de conjugaison
entre le glutathion réduit (GSH) et les substances étrangéres (xénobiotiques, carcinogénes et composés
électrophiles...) avec la formation des métabolites glutathion-conjugués [33]

Pour évaluer des dommages oxydatifs induit par MTX chez des rats Wistar, la production de protéines
dcarbonylées a été aussi étudiée. La Carbonylation des protéines est un signe de dommages oxydatifs
irréversible, conduisant souvent a une perte de la fonction des protéines, qui peuvent avoir des effets durables
néfastes sur les cellules et les tissus [34]

En présence d’EOA, les protéines peuvent se dénaturer, se fragmenter ou perdre leurs structures primaire
et secondaire. Les dommages oxydatifs au niveau des protéines (et des acides aminés) peuvent se manifester
de diverses maniéres, par apparition de groupements hydroperoxydes (-OOH), ou par oxydation du
squelette carboné de la chaine polypeptidique conduisant a une fragmentation des protéines et a 'apparition
de groupements carbonyles. Elle peut se manifester aussi par oxydation des chaines latérales des acides
aminés avec formation de ponts disulfure, de méthionine sulfoxyde et de groupements carbonyles, ou par la
formation de dérivés chlorés et nitrés lors du contact de la tyrosine avec respectivement, le systéme
MPO/H202 et le radical de I'oxyde nitrique (NO®).La formation des protéines carbonylées est actuellement
le marqueur le plus largement utilisé de stress oxydatif sévere pour cela un certain nombre d'essais ont été
mis au point [35]

Nos résultats montrent clairement que le MTX a induit une augmentation marquée de la production des
protéines carbonylées dans des extraits des tissus. Le méme résultat a été démontré par Kolli [36].
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Le taux élevé des proteines crabonylées a été expliqué par Gebiki et Gebiki [37]. lls ont signalé que les
radicaux libres induisent la formation de protéines oxydées. De plus, lorsque la quantité elevée de produit
superoxydes accable le systéme de SOD / catalase, peut endommager les membranes cellulaires, TADN et
des protéines cellulaires [38]

Nous avons observé une restauration des activités des enzymes antioxydantes et du taux des proteines
carbonylées chez les rats traités par le MTX et la coadministration du cactus, ce qui suggére l'effet protecteur
de cette plante contre les dommages oxydatifs induits par la chimiothérapie. Nos résultats sont en accords
avec les travaux de Brahmi et al, (2012). [39]

L'augmentation des activités des enzymes antioxydantes chez les rats traités par le cactus et le methotrexate
peut servir de mécanisme de compensation supplémentaire pour maintenir l'intégrité de la cellule et la
protection contre les dommages des radicaux libres. Cela peut étre dii a la présencde nombreux composés
antioxydants comme vitamin C, betacarotenes, falvonoides, et betalains [40]. Ces résultats sont en accord
avec des études précédentes démontrant l'effet de neutralisation des radicaux libres et I'action inhibitrice du
cactus sur la production des anions superoxyde dans le foie et les reins [41] et testicule et ovaire [42] en
augmentant l'activité des enzymes antioxydantes (SOD, CAT et GPx). Ces composés antioxydants peuvent
moduler lactivité des enzymes antioxydantes [43].

4. CONCLUSION

L’objectif de notre recherche est de démontrer que I'extrait d’'Opuntia ficus indica est capable d’exercer des
effets protecteurs contre les altérations tissulaires causées par le méthotrexate. Notre travail a permis
d’étudier la toxicité du méthotrexate d’une part, et la mise en évidence de I'effet protecteur du cactus vis-
a-vis des effets cytotoxiques induits in vivo par cette molécule.L’'analyse a porté essentiellement sur les effets
induits par le MTX sur les variations du malonaldéhyde, des activités de la catalase et de la SOD, du glutathion
peroxydase (GPx) et des fluctuations des protéines carbonylée. Ce désordre est associé a une altération
structurale des reins.L’association Cactus/MTX a diminué significativement le niveau de la toxicité, et ce en
modulant les niveaux des biomarqueurs du stress oxydant, et en régulant lactivité des enzymes
antioxydantes. Cette combinaison a aussi amélioré la régulation des paramétres biochimiques et
histologiques.

Les plantes aromatiques et médicinales sont donc la source de la majorité des antioxydants naturels et elles
restent encore sous exploitées dans le domaine médical. Dans l'industrie pharmaceutique, sachant que les
antioxydants sembleraient de maniére significative a la prévention des maladies, le développement de
nouveaux médicaments a base dantioxydants dorigine naturelle doit étre a lordre de jour.

NaCl cactus MTX MTX + cactus
MDA (nmol/mg pt) 3,4 0,5 3,65+0,43 8,04+0,34* 4,13+ 0,21#
Catalase(umol/min/mg pt)  12,60+0,28 11,78 £ 0,2 9,30£0,06* 10,67+ 0,23*
SOD (U/mg pt) 8.78+0.52 7,4310,43 4,89+ 0,53 5,33+ 0,03
GPX(mmole/mg pt) 0,93+ 0, 23 0,87+ 0,41 0,45+0,23 0,630, 1*
Prot carb( mmole/mg pt) 1,93+ 0,11 2,07+ 0,31 3,69+0,23 * 3,01£0,07#

Tableau I: Variation de l'activite des marqueurs du stress oxydatifs au niveau du rein
Les données sont exprimées par moyenne + SD
*P<0.05 comparé au contréle groupe # P<0.05 comparé au MTX groupe
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Figure | : Observation microscopique des tubules rénaux chez les rats témoins et traités.

A : groupe témoin : B : groupe traité par I'extrait de cactus (400 mg/kg PC). C : groupe traité par le
méthotrexate a raison de 20 mg/kg PC (i.p) durant 10 jours ; D: groupe traité par l'extrait de cactus (400
mg/kg PC) et injecté par méthotrexate.

Vacuolisation (M) dans les cellules épithéliales des tubules proximaux.

Dilatation tubulaire ('V),
Décollement de I'épithélium tubulaire (*).
Infiltration leucocytaires (#).
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