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RESUME

La consommation abusive des drogues constitue un probléme majeur de santé publique. On constate une
augmentation constante du trafic, de la consommation et des déces liés a la cocaine. Des études visant a identifier
les mécanismes neuronaux a l'origine des effets a long terme des drogues restent limitées. La présente étude
visait & évaluer les effets anti-addictifs de 1’extrait hydro-éthanolique des fruits de Citrus medica sur un modele
d’addiction a la cocaine chez la souris Albinos. Pour cette étude, 42 souris males ont eté initialement repartis en
deux lots de — souris pour le groupe témoin normal recevant du NaCl 0,9% (10 ml/kg, i.p) et 36 souris qui ont
recues en dose quotidienne unique pendant 19 jours de la cocaine (5 mg/kg, i.p). Au terme de cette période
expérimentale, les souris ont été sevré pendant cing jours et les 36 souris restantes ont été réparties en six
groupes de six animaux chacun. Elles étaient traitées comme suit : deux groupes témoins (normal et négatif)
recevant de I’eau distillée (10 ml/kg, p.0.), un groupe témoin positif recevait du baclofene (5 mg/kg, p.o) et trois
groupes recevant les différentes doses de 1’extrait de C. medica (160, 320 et 640 mg/kg, p.0). Trente jours apres
le début de I'expérience, I'état des animaux a été évalué grace aux tests de préférence de place conditionnée,
d'aréne ouverte, de labyrinthe en croix surélevé et de sociabilisation a trois chambres. Vingt-quatre heures apres
ces tests comportementaux, les animaux ont été sacrifiés et le cortex préfrontal, I’hippocampe, le complexe
amygdalien et le striatum ont été prélevés afin de quantifier les niveaux de neurotransmetteur inhibiteur
(GABA), de la sérotonine, de la dopamine, de la noradrénaline, ainsi que des marqueurs du stress oxydant,
notamment le malondialdéhyde (MDA\) et le glutathion réduit (GSH). Enfin, une analyse histologique du cortex,
de I’hippocampe et du complexe amygdalien a été réalisée. Les résultats obtenus ont montré que I’injection de
cocaine a induit une addiction chez les souris témoins négatives, en augmentant le temps qu'elles passaient dans
le compartiment associ€¢ a la cocaine (compartiment discriminé). L’extrait, a la dose de 160 mg/kg, a entrainé
une augmentation du temps passé par les souris dans le compartiment associé au NaCl (compartiment préféré).
Cette augmentation était de 75 % (p < 0,05). Le sevrage a la cocaine a entrainé une augmentation de 76,38 %
(p <0,001) du nombre de stéréotypies, de 10,20 % (p < 0,001) du nombre de toilettages et de 23,00 % (p < 0,01)
du nombre de redressements, ainsi qu’une réduction de 3,25 % (p < 0,001) du nombre d’entrées des souris dans
les bras ouverts et de 14,5 % (p < 0,001) du temps passé par les souris dans les bras ouverts. Ces troubles ont
été corrigés par les différentes doses de ’extrait. Le dosage des marqueurs biochimiques a révélé que le sevrage
de la cocaine avait dune part réduit la concentration en GABA, de dopamine, de noradrénaline et de glutathion
réduit, d’autre part, elle a augmenté la concentration de sérotonine et du malondialdéhyde. L’extrait de C.
medica a induit une augmentation des concentrations de dopamine, de noradrénaline, de glutathion réduit par
rapport au témoin négatif. De plus, elle a diminué les concentrations de sérotonine, de malondialdéhyde et a
protégé le cerveau de la perte neuronale en comparaison au témoin négatif. Ces résultats suggerent que 1’extrait
aurait les propriétés anti-addictives se traduisant par une amélioration des comportements addictifs, des
propriétés anxiolytiques et neuroprotecteur resultants de ses effets sur les taux de neurotransmetteurs et de ses
propriétés antioxydants. Tout ceci justifierait en partie 1’utilisation de cette plante dans le traitement des
pathologies du systéme nerveux.

Mots clés : addiction, cocaine, souris Albinos, antioxydant, Citrus médica, neurotransmetteur
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ABSTRACT

Drug abuse is a major public health issue. There has been a steady increase in cocaine trafficking,
consumption, and related deaths. Studies aimed at identifying the neural mechanisms underlying the
long-term effects of drugs remain limited. The present study aimed to evaluate the anti-addictive effects
of hydro-ethanolic extract from Citrus medica fruit on a model of cocaine addiction in albino mice. For
this study, 42 male mice were initially divided into two groups: mice in the normal control group
receiving 0.9% NaCl (10 ml/kg, i.p) and 36 mice that received a single daily dose of cocaine (5 mg/kg,
I.p) for 19 days. At the end of this experimental period, the mice were weaned for five days and the
remaining 36 mice were divided into six groups of six animals each. They were treated as follows: two
control groups (normal and negative) receiving distilled water (10 ml/kg, p.0.), one positive control group
receiving baclofen (5 mg/kg, p.o) and three groups receiving different doses of C. medica extract (160,
320 and 640 mg/kg, p.0). Thirty days after the start of the experiment, the animals' condition was assessed
using conditioned place preference, open field, elevated plus maze, and three-chamber sociability tests.
Twenty-four hours after these behavioral tests, the animals were sacrificed, and the prefrontal cortex,
hippocampus, amygdala complex, and striatum were removed to quantify levels of the inhibitory
neurotransmitter GABA, serotonin, dopamine, norepinephrine, and markers of oxidative stress, including
malondialdehyde (MDA) and reduced glutathione (GSH). Finally, a histological analysis of the cortex,
hippocampus, and amygdala complex was performed. The results showed that cocaine injection induced
addiction in negative control mice, increasing the time they spent in the compartment associated with
cocaine (discriminated compartment). The extract, at a dose of 160 mg/kg, caused an increase in the time
spent by the mice in the compartment associated with NaCl (preferred compartment). This increase was
75% (p < 0.05). Cocaine withdrawal led to a 76.38% (p < 0.001) increase in the number of stereotypies,
a 10.20% (p < 0.001) increase in the number of grooming behaviors, and a 23.00% (p < 0.01) in the
number of re-erections, as well as a reduction of 3.25% (p < 0.001) in the number of entries by mice into
the open arms and 14.5% (p < 0.001) in the time spent by mice in the open arms. These disorders were
corrected by the different doses of the extract. Biochemical marker measurements revealed that cocaine
withdrawal reduced the concentration of GABA, dopamine, norepinephrine, and reduced glutathione,
while increasing the concentration of serotonin and malondialdehyde. C. medica extract induced an
increase in dopamine, norepinephrine, and reduced glutathione concentrations compared to the negative
control. In addition, it decreased serotonin and malondialdehyde concentrations and protected the brain
from neuronal loss compared to the negative control. These results suggest that the extract has anti-
addictive properties, resulting in improved addictive behaviors, anxiolytic and neuroprotective properties
resulting from its effects on neurotransmitter levels and its antioxidant properties. All of this would partly
justify the use of this plant in the treatment of nervous system disorders.

Keywords: addiction, cocaine, albino mice, antioxidant, Citrus medica, neurotransmitters.
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L’addiction est un trouble neuropsychiatrique chronique et récidivante, caractérisé par une
compulsion a rechercher et a consommer une substance malgré des conséquences négatives variées
(Rharbaoui, 2024). D’un point de vue neurobiologique, il s'agit d'une maladie multifactorielle
progressive, complexe, associee a des dysfonctionnements des circuits cérébraux de la réecompense, de
la motivation et du contr6le inhibiteur (Jean-Frangois, 2017). Les addictions a une substance
psychoactive concernent généralement les substances licites (tabac, alcool, médicaments psychotropes)
et illicites (cocaine, cannabis, opiacés, amphétamines) (Rozaire et al., 2009).

La cocaine est une drogue au pouvoir addictif élevé, et c’est la quatriéme substance illicite la plus
consommeée dans le monde (ONUDC, 2024). Elle se présente sous deux formes : le chlorhydrate de
cocaine et la cocaine base (Pinto et al., 2008). Désormais plus accessible et plus pure, la cocaine bénéficie
d'une image positive, malgré les risques sanitaires et sociaux importants liés a sa consommation. Une
fois absorbée, elle se lie fortement aux transporteurs de recapture de la dopamine, ce qui permet son
accumulation dans la fente synaptique et augmente sa concentration. Cette dopamine continue de stimuler
les neurones adjacents, produisant ainsi 1’effet « high » caractéristique de 1a cocaine. De plus, sa prise
provoque une vasoconstriction et peut affecter presque n’importe quel organe, entrainant des séquelles
telles que I’ischémie cérébrale, I’infarctus du myocarde ou I’hémorragie (Gerald et Rika, 2024). Par
ailleurs, ces effets ne concernent pas 1’ensemble des consommateurs, mais un nombre restreint de sujets
a risque (Jean-Francois, 2017).

Selon I'Office des Nations Unies contre la drogue et le crime (ONUDC), on estimait a environ 25
millions le nombre de consommateurs de cocaine dans le monde en 2023 (ONUDC, 2025). En Afrique
il y avait 43 % de personnes agées de moins de 35 ans qui ont consommées de la cocaine (ONUDC,
2023). Le rapport d’enquéte sur la consommation de drogue en milieu scolaire qui avait été mené au
Cameroun montrait que 40,64% de Camerounais d’age compris entre 16 et 20 ans ont déclaré avoir
consommé des stupéfiants dans les 18 derniers mois avec 4,7% qui consommaient de la cocaine
(Elisabeth et al., 2023). Selon les statistiques du Comité national de lutte contre la drogue (CNLD), 21
% de la population camerounaise en age scolaire aurait déja consommé de la drogue au cours de sa vie
(Mendogo et Kombe, 2022).

La littérature scientifique établit que 1’addiction a la cocaine résulte d’un dysfonctionnement de
I’équilibre entre les circuits qui gérent la valeur motivationnelle de la drogue et ceux impliqués dans le
controle cognitif inhibiteur. Ces circuits seraient donc au cceur de processus motivationnels
pathologiques et d'une difficulté & inhiber I'envie irrépressible de consommer la drogue (Jean-Frangois,
2017). Pour la soigner, plusieurs approches ont été mises en place, dont les préventions primaire et
secondaire a destination des nouveaux consommateurs (Pinto et al., 2008). Les usagers potentiels peuvent
bénéficier d'une association de psychothérapie a une médication susceptible de réduire le «craving», ainsi

que d'un traitement d'une comorbidité psychiatrique (Murthy et Chand, 2012). Les médicaments
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susceptibles de réduire ce « craving» peuvent étre le baclofene, le méthylphénidate, les anticonvulsivants,
les neuroleptiques ou le modafinil (Gorelick et al., 2004). Aucun de ces médicaments n’a révélé
d’efficacité significative chez les patients dépendants a la cocaine et n’a obtenu I’approbation des agences
de pharmacovigilance, ce qui aurait justifié une mise sur le marché (Gorelick et al., 2004).

Traditionnellement, les populations de plusieurs pays ont recours a des préparations a base
d'agrumes (tel que le Citrus) pour traiter et prévenir les troubles du systeme nerveux et les maladies
cardiovasculaires (Hernandez et al., 1984). De plus, elle est utilisée par le tradithérapeut pour traiter
I’addiction a I’alcool. C'est dans cette méme optique que s'inscrit notre recherche d'un traitement
alternatif contre I'addiction a la cocaine a base de Citrus. Citrus medica est une plante appartenant a la
grande famille des agrumes, originaire de Perse, retrouvée en Asie du Sud et en Inde. C'est un fruit qui
contient de nombreux composés bioactifs tels que des flavonoides, des terpénes (li monoide) et les
vitamines notamment la vitamine C (Carvalho et al., 2005). Grace a ses différentes composés bioactifs,
ce cédrat est devenu I’objet de recherche de différents chercheurs, car il pourrait prévenir ou inverser les
processus dérégulateurs responsables de certaines maladies chez 1’étre humain (Navnidhi et al., 2018).
Ses fruits possedent de nombreux bienfaits nutraceutiques, tels qu'une puissante action antioxydante,
analgésique, anticancéreuse, antiulcéreuse et cardioprotectrice (Navnidhi et al., 2018).

Malgré I’utilisation de cette plante pour traiter les maladies répertoriées ci-dessus, aucune étude
pharmacologique n’a été menée sur un modéle d’addiction a la cocaine. C'est pourquoi I'objectif principal
de cette étude est d'etudier les effets de 1’extrait hydro-éthanolique des fruits de Citrus medica (Rutaceae)
sur un modéle d’addiction a la cocaine chez la souris Albinos. Concrétement, il s'agissait pour nous :

> d’évaluer les effets de I’extrait hydro-éthanolique des fruits de Citrus medica sur les troubles
comportementaux induits par la cocaine chez la souris ;

> de déterminer les effets de I’extrait hydro-éthanolique des fruits de Citrus medica sur la
concentration de quelques neurotransmetteurs dans le cortex, 1I’hippocampe, le striatum et le
complexe amygdalien;

» d’évaluer les effets de 1’extrait sur le statut oxydant ainsi que sur quels que altérations au niveau
du cortex préfrontal, de 1’hippocampe et du complexe amygdalien suite a 1’administration

chronique de cocaine.
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I. Organisation du systéme nerveux

Le systeme nerveux est un réseau complexe de cellules (neurones, cellules gliales) qui constituent
le centre de régulation et d'échange de notre organisme avec son environnement. Il recueille d'abord les
informations sensorielles provenant de terminaisons nerveuses spécialisées et localisées qui sont ensuite
conduites a la moelle épiniére et a I’encéphale, par I’intermédiaire des nerfs périphériques (Purves et al.,
2018). 1l est divisé en deux parties : le systeme nerveux central (SNC) et le systeme nerveux périphérique
(SNP) (Touam, 2024). Le systéme nerveux central, ou névraxe, est constitué de 1’encéphale et de la
moelle épiniere (Bachiri et Haddam, 2022). L’encéphale est constitué a son tour de trois parties majeures
reliées entre elles par des fibres nerveuses (Figure 1) (Bachiri et Haddam, 2022). Ces parties sont le
cerveau ou le prosencéphale, le cervelet et le tronc cérébral. Le systéme nerveux périphérique, quant a
lui, comprend principalement les nerfs provenant de I’encéphale et de la moelle épinicre, ainsi que les
ganglions et les organes sensoriels, auxquels s'ajoutent le systéme nerveux somatique et le systeme

nerveux autonome (Purves et al., 2012).
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Figure 1 : Anatomie du systeme nerveux central chez I'homme (Touam, 2024)



1.1 Le tissu nerveux

Le tissu nerveux bien que tres complexe comprend plusieurs cellules donc les deux grands types sont
les neurones représentants 1’unité fonctionnelle de transfert d’information et les cellules gliales jouant un

role de soutien mécanique et métabolique (Marieb et Hoehn, 2016).

4+ Neurones

Les neurones sont des unités structurales et fonctionnelles du tissu nerveux qui sont impliquées dans
le traitement, 1’intégration, la transmission et I’émission des messages nerveux (Bourourou, 2016). Il sont
constitués d’un corps cellulaire ou soma ou péricaryon, ainsi que des prolongements (I’axone, les

nombreuses dendrites, et une arborisation terminale) (Kandel et al., 2012).

Figure 2: Schéma d’un neurone (Bear et al., 2007).

4+ Cellules gliales

Elles représentent 90% des cellules du cerveau de I’homme. Tous les neurones sont associes a
des cellules gliales, qui se répartissent en quatre types : les oligodendrocytes, les astrocytes, les cellules
microgliales et les épendymocytes. Ces cellules sont présentes aussi bien dans le SNC que dans le SNP.
Les principaux types de cellules gliales présents dans le SNC sont les astrocytes, les cellules
épendymaires, les microglies et les oligodendrocytes. Dans le SNP, ce sont les cellules de Schwanns.
Leur fonction la plus connue est de soutenir physiquement les neurones, notamment en formant des
gaines de myéline autour de certains axones, ce qui permet une propagation rapide de 1’influx nerveux
chez I’adulte. Cette myéline est interrompue a intervalles réguliers au niveau des nceuds de Ranvier

permettant une conduction saltatoire du message tout au long de 1’axone (Conductier et al., 2013).
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Figure 3:Gliocytes du systeme nerveux central (Bruce, 2014).

1.2 Communications entre neurones

Découvertes par Furshpan et Potter en 1959, les synapses sont des zones de jonction par lesquelles
le neurotransmetteur (messager chimique) passe d’un neurone a un autre. Il s'agit d'une structure spéciale
et importante dans laquelle le signal neuronal peut étre renforcé (par une augmentation de la libération
de neurotransmetteur ou du nombre de récepteurs présents sur la membrane post-synaptique) ou
réduit/diminué (par une augmentation du nombre de récepteurs présynaptiques) : c'est ce qu'on appelle «
la plasticité synaptique » (Thérese et Laurent, 2012). En fonction de leurs modes de fonctionnement, il

existe deux types de synapses :

4+ Les synapses électriques
Dans une synapse électrique, les canaux ioniques permettent une interaction continue et réciproque
par le passage direct d’ions entre deux neurones couplés modifiant ainsi instantanément le potentiel de

membrane du deuxiéme neurone (Pfeuty, 2004).
4+ Les synapses chimiques

La communication synaptique au niveau des synapses chimiques commence par la naissance d'un
potentiel d'action (PA) dans le neurone présynaptique, qui se propage jusqu'au terminal présynaptique et
provoque I'exocytose des neurotransmetteurs dans la fente synaptique qui dépolarise ou hyperpolarise le
neurone postsynaptique, propageant ainsi l'influx nerveux a un deuxiéme neurone (Pfeuty, 2004 ;
Nestler, 2005). Ceci en diffusant dans la fente synaptique et en se liant a leurs récepteurs situés a la
surface de la membrane du neurone post-synaptique entrainant l'ouverture des canaux ioniques et

modifiant la conductance de la membrane (Pfeuty, 2004).



1.3 Anatomie du systéme limbique

Les puissantes propriétés renforcantes des psychotropes sont attribuées a I'activation de processus
motivationnels localisés dans le systéme limbique (Antoine et Derek, 1989).

Le systéme limbique désigne un ensemble de structures cérébrales situées latéralement au
thalamus, en dessous du cortex cérébral et au-dessus du tronc cérébral (Torrico et Abdijadid, 2023). Il
est important pour la mémoire, 1’assimilation, ainsi que pour le comportement émotionnel et orienté vers
un but. Il est composé du cortex limbique comprenant le gyrus limbique et le gyrus parahippocampique,
de la formation hippocampique comprenant le gyrus denté, I’hippocampe et le complexe subiculaire, de

I’amygdale, de la zone septale et de 1’hypothalamus (Figure 4) (Banwinkle et al., 2022).
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Figure 4: Diagramme de la structure du systéme limbique montrant la localisation de ses zones avec

ses structures voisines (Hulatt, 1970).

1.4 Bio- marqueurs de I’addiction

Toutes les substances psychoactives agissent de maniere directe ou indirecte sur un réseau semblable
de neurones du systéme nerveux central, comprenant le systétme de la récompense (ou systéme
mésocorticolimbique), ainsi que des systémes comprenant plusieurs neurotransmetteurs (sérotonine,
noradrénaline, acide gamma-aminobutyrique (GABA), glutamate) (Kalivas, 2004). Tous interviennent
dans le systéme hédonique, mais aussi dans certains effets secondaires de 1’addiction a la cocaine, comme
les perturbations du systeme de motivation, de la mémoire, ou encore certaines crises, telles que
I’épilepsie (Karila et al., 2012).

» Roles des neurones dopaminergiques
Découverte par Arvid Carlsson en 1958, la dopamine est un neurotransmetteur dérivé d’un acide

aminé, la tyrosine, qui est transformée en L-DOPA grace a la tyrosine hydroxylase. Sous I’action de la
6



DOPA décarboxylase, la L-DOPA donne la DA. Elle est indispensable au fonctionnement des
comportements vitaux, car elle induit la motivation et récompense 1’individu par une sensation de plaisir.
La consommation de substances psychostimulantes provoque une augmentation de son taux dans la fente
synaptique, puis dans le cerveau, ce qui provoque un flash de plaisir intense, appelé « high » (Thouvenin,
2012). De plus, cette augmentation de la quantité de dopamine conduit a une accumulation de celle-ci
dans le milieu extracellulaire, avec une stimulation des récepteurs post-synaptiques, ce qui active de
maniére trés forte le circuit de la récompense et induit une réponse intense du neurone postsynaptique
(Kervella, 2021). Dans le cas de la cocaine, ’effet s’observe directement sur les neurones
dopaminergiques grace au transporteur neuronal de la dopamine (DAT), marqueur spécifique de ces
neurones. Ce transporteur est un acteur clé de la transmission dopaminergique, car il assure la recapture
de ce neurotransmetteur dans la fente synaptique (Ciliax et al., 1999). La cocaine présente une forte
affinité pour les DAT, ce qui inhibe la recapture de la dopamine, d'ou son taux élevé dans I'espace
extracellulaire. Avec le temps, on observe une diminution des récepteurs dopaminergiques D2 ainsi que
de la libération de dopamine, ce qui peut conduire a une désensibilisation du circuit de la récompense
(Volkow et al., 1993).

» Role de la noradrénaline et de la sérotonine
La noradrénaline, notamment son récepteur olb-adrénergique, et la sérotonine, notamment ses
récepteurs 5-HT2a et 5-HTig, sont également impliquées dans les réponses comportementales, tout
comme le phénoméne de récompense induit par les drogues addictives. Suite a 1’administration de
substances psychostimulantes, ces deux systemes se retrouvent découplés, ce qui crée une hyperactivité
et une sensibilité accrues des neurones noradrénergiques et sérotoninergiques (Thouvenin, 2012),
conduisant ainsi a une forte réaction dopaminergique ainsi qu’a un phénoméne de sensibilisation

comportementale (I’organisme réagit au produit de facon de plus en plus intense) (Tassin, 2008).

» ROle des interneurones GABAergiques

Les neurones dopaminergiques constituant le systeme de récompense sont en particulier sous
I’effet excitatrice des neurones glutamatergiques provenant du cortex préfrontal, ainsi que sous 1’effet
inhibitrice des interneurones GABAergiques présentes dans I’aire tegmentale ventrale (ATV) (Noble,
2008). De plus, I’activité des inters neurones GABAergiques de I’ATV serait également sous 1’influence
du systeme sérotoninergique endogene (Noble, 2008). En effet, ’ATV regoit une innervation 5-HT
relativement dense provenant du raphé médian et dorsal, et la sérotonine peut agir au niveau
présynaptique des terminaisons GABAergiques pour inhiber la libération de GABA et réduire
’activation des récepteurs GABAR. Il a été démontré que cette inhibition met en jeu les récepteurs 5-

HT:e (Johnson et al., 1992). Par ailleurs, I'activation des récepteurs 5-HTac, via l'activation des
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interneurones GABA de I'aire tegmental ventrale, est capable de diminuer la libération de dopamine dans
le cortex (Millan et al., 1998).

1.5 Différentes formes d’addiction

Il existe deux grands types d'addiction : I'addiction aux substances psychoactives et I'addiction sans
substance ou addiction comportementale. Dans le premier cas, les substances psychoactives concernées
sont la cocaine, le tabac, 1’alcool, certains médicaments (amphétamine, morphine) et les dérivés de
synthese (méthamphétamine) (Assurance, 2025). Le second type fait référence a une addiction sans prise
de substance. Il est lié a un comportement irrépressible et incontr6lé envers les jeux de hasard, d'argent
et les jeux vidéo (Assurance, 2025).

Chez I’homme, le diagnostic de 1’addiction a la cocaine a court terme, lors des premiéres prises,
présente des effets tels que la sensation de bien-étre et d’euphorie, associés a un effet psychostimulant.
Il s'agit précisément d'une euphorie intellectuelle, avec exaltation de I'hnumeur, un sentiment de facilité et
de maitrise, associé a un éveil des sens. Le sujet éprouve une impression de confiance en soi et de
puissance mentale et physique croissante. On observe également une plus grande efficacité mentale, une
impression de clarté de la pensée et un discernement plus vif (Charles-Nicolas et al., 2009). A ce
sentiment de plaisir s'associe une stimulation de la vigilance, avec disparition de la sensation de fatigue,
augmentation de I'énergie, disparition du besoin de sommeil et insomnie (Charles-Nicolas et al., 2009).
La cocaine (Sigma Aldrich, Saint-Louis, Etats-Unis) entraine également une baisse des inhibitions
sociales, une facilitation de la communication et une augmentation de la libido. Il est souvent possible
d'observer, dés les premiéres prises, des manifestations anxieuses et un sentiment de perte de controle.
De méme, les premiéres prises de cocaine peuvent s'accompagner d'un comportement agressif, d'un
sentiment de méfiance et d'idées d'oppression. Apreés la fin des effets euphorisants, on observe une phase
de descente avec inversion de I'humeur (Charles-Nicolas et al., 2009). L'anxiété prend alors le relais,
ainsi que la dépression, l'irritabilité, le manque de confiance en soi. Le consommateur de cocaine est

alors pris d'un désir irrépressible de rechercher une nouvelle dose (Charles-Nicolas et al., 2009).

1.6 Neurobiologie de I’addiction aux drogues

Toutes les substances toxicomanogénes agissent sur le circuit de récompense et stimulent la
libération de dopamine au niveau du noyau accumbens, mais ont des cibles pharmacologiques
différentes. Cette stimulation et les effets de renforcement positif qui en résultent sont nettement plus
puissants que ceux induits par les récompenses naturelles (manger, boire) (Scuvée-Moreau, 2013). La
consommation répétée de drogues entraine des modifications neurobiologiques durables au sein du
circuit de récompense et des régions associées. Cela aboutit a une reprogrammation des circuits

neuronaux impliqués dans le plaisir, la motivation, la mémoire, le conditionnement, les fonctions
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exécutives, le jugement et le contréle de soi. Une tolérance aux effets renforcant des recompenses
naturelles est observée, en méme temps qu’une sensibilisation aux effets motivationnels des drogues et
des stimuli associés a leur consommation (Scuvée-Moreau, 2013). Le comportement s'oriente alors de
plus en plus exclusivement vers la recherche et la consommation de drogue. L’absence de drogue
s’accompagne de sensations émotionnelles négatives, de signes de manque et d'une envie intense de
consommer «craving», qui sont des éléments clés de la rechute (Scuvée-Moreau, 2013).

Le circuit de la récompense (Figure 5), découvert par Olds et Milner en 1954, joue un réle dans
les effets de la récompense positive. Il comprend notamment les neurones dopaminergiques de ’aire

tegmentale ventralee (ATV) et le « Media Forebrain Bundle» (MFB) (Koob, Volkow, 2010).

Noyau accumbens

’ — . Striatum
S @ 5"

Cortex frontal

Substance noire

Agre tegmentale
ventrale

Figure 5 : Principales structures du systeme de récompense (Lam et Jadaviji, 2018).

Les neurones dopaminergiques de I’ATV jouent un rble important dans le circuit de la
récompense. L’activation du systéeme de récompense via I’ATV est caractérisée par une libération de
dopamine dans la voie dopaminergique mésolimbique dans le noyau accumbens (NA) et dans le cortex
préfrontal. La libération de dopamine par I’ATV est inhibée par les neurones GABAergiques du cortex
préfrontal (Mukhara et al., 2018).

Le noyau accumbens est au cceur du processus d’addiction en convertissant les signaux
émotionnels en actions motivées (Scuvée-Moreau, 2013).

Le cortex préfrontal est impliqué dans la motivation, le jugement, la planification, la focalisation
de l’attention et la mise en ceuvre de comportements adaptés a chaque situation rencontrée (Thérese et
Laurent, 2012).

L’amygdale, centre des émotions est impliqué dans le ressenti du caractére plaisant ou non des

experiences faites par une personne (Thérése et Laurent, 2012)



1.7 Addiction a la cocaine
1.7.1 Définition et prévalence

L’addiction est une maladie neuropsychiatrique de rechute persistante, caractérisée par la
recherche et la consommation compulsive et incontrélée d’une substance psycho-active, associée a
I’émergence d’un état émotionnel négatif lors d’un sevrage a cette substance (Puig, 2012).

Selon le National Institute on Drug Abuse (NIDA), la tranche d'age la plus exposée au risque de
consommation de cocaine est celle des jeunes adultes, agés de 18 a 25 ans. Certaines théories suggerent
que les femmes ressentent les effets de la cocaine plus intensément que les hommes, ce qui les rendrait
plus susceptibles de devenir dépendantes (Miller, 2025). En 2022, I’Office des Nations unies contre la
drogue et le crime (ONUDC) recensait environ 23 millions de consommateurs de cocaine dans le monde
(ONUDC, 2024).

L’arrét de la prise de cocaine ne provoque pas de symptdmes physiques marquants, mais peut
entrainer des symptomes psychiques dont I’évolution varie au cours de la période de sevrage. Chez
I’homme, on observe cliniquement trois phases dans la symptomatologie de la période d’abstinence : la
premiére phase, ou « crash », se caractérise par un effondrement dépressif associé a des manifestations
anxieuses, a des sensations de fatigue et de sommeil. Cette phase peut durer plusieurs jours (Gawin et
Kleber, 1986).

La deuxiéme phase peut se prolonger pendant plusieurs semaines et se caractérise par un état
d'anhédonie, c'est-a-dire un manque de motivation et une anxiété élevée (Gawin et Kleber, 1986).

La troisieme phase, quant a elle, se caractérise par une stabilisation de I'numeur et des émotions,
mais elle peut étre marquée par des envies épisodiques et irrépressibles de drogue, déclenchées par le
stress ou par des indices environnementaux liés a la consommation de drogue (Gawin et Kleber, 1986).
Ces envies irrépressibles peuvent méme survenir des années apres l'arrét de la consommation de drogue.
Les rongeurs présentent également des symptomes similaires a ceux observés chez ’homme (anxiéte,
anhédonie, troubles du sommeil, etc.).

Chez le rongeur, on observe une augmentation du niveau d’anxiété suite a I’administration aigué
ou chronique de cocaine, et ce dans plusieurs paradigmes expérimentaux, ainsi que 1’apparition d’un état
d’anhédonie pendant la période de sevrage chez des rats exposés a la cocaine (Gawin et Kleber, 1986).

En cas d'intoxication aigué, la cocaine peut provoquer des crises cardiaques. A long terme, elle
peut entrainer des atteintes physiques graves au niveau du cceur et de ses vaisseaux (troubles du rythme
cardiaque, thromboses artérielles et veineuses, etc.), des atteintes respiratoires (bronchospasmes,
pneumothorax, hémorragies), des atteintes ORL (lésions de la cloison nasale), des atteintes neurologiques
(AVC), des atteintes psychiatriques (psychoses, paranoia, crises de panique, dépression) et des atteintes

dermatologiques (Nutt et al., 2007).
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1.7.2 Etiologie

De vastes études épidémiologiques ont démontré que le risque de développer une addiction a la
cocaine était en grande partie (environ 50%) génétique au quel on associe la sensibilité propre de
I’individu avec son environnement social (Comings et al., 1997 ; Nestler et Malenka, 2004).

1.7.3 Sémiologie

L’addiction constitue un processus complexe d’installation progressive. D’aprés le manuel
diagnostique et statistique des troubles mentaux (DSM 1V), il existe trois types de consommations de
substances psychoactives qui sont définies par un usage, I’abus de substance et 1’addiction. En effet, lors
des premieres prises de cette derniere, elle est généralement utilisée a titre récréatif. L usage de cette
derniére renvoie a une consommation occasionnelle n’entrainant ni complications somatiques ni
dommages physique (Karila et al., 2012).

L’abus de la cocaine survient lors d’un usage plus régulier et entraine des conséquences
psychoaffectives et sociales néfaste sur la vie de I’individu. Elle est caractérisée par une compulsion de
recherche et de la prise de drogue, une perte de la capacité a contrdler sa consommation avec 1I’émergence
d’un état émotionnel négatif (les symptdmes d’anxiété, d’irritabilité...) lors du sevrage (Koob et al.,
2004).

Par ailleurs, 1’addiction s’accompagne d’une augmentation du risque de complications
cardiovasculaires (troubles du rythme cardiaque), neurobiologiques (accident vasculaire cérébral),
infectieuses ou psychiatriques (attaques de panique) (Karila et al., 2012). Le tableau 1 ci-dessous

représente les critéres diagnostiques de 1’addiction selon le DSMIV (Rappeneau, 2013).
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Tableau 1 : Critéres diagnostiques de 1’addiction selon le DSMIV

Compulsion de recherche et de Désir puissant, compulsif et irrépressible d’utilisation d’une substance

prise de drogue psycho-active (« craving »)

Beaucoup de temps consacré a des activités nécessaires pour obtenir ou

utiliser la substance, ou récupérer des effets de la substance

Abandon ou réduction des activités sociales, professionnelles ou des

loisirs, a cause de 1’utilisation de la substance

Substance prise en quantité plus importante ou pendant une période plus

longue que prévue

Perte de controle de la capacité a | Utilisation de la substance malgré la prise de conscience des problémes
contrdler sa consommation psychologiques ou physiques persistants ou récurrents, susceptibles

d’avoir été causés ou exacerbés par la substance

Phénomeéne de tolérance Besoin de quantités plus importantes de la substance pour obtenir une

intoxication ou I’effet désiré

Effets notablement réduits en cas d’utilisation continue d’une méme

guantité de substance

Emergence d’un état émotionnel Syndrome de sevrage caractéristique de la substance
négatif quand la drogue n’est pas

disponible

La méme substance (ou une substance proche) est prise pour soulager ou

éviter les symptomes de sevrage

1.8 Physiopathologie de I’addiction a la cocaine

De nombreuses théories ont été proposées pour expliquer le passage progressif d’une consommation
contrdlée de la drogue a I’addiction a la cocaine (Robinson et Berridge, 2003). Ces théories sont :

i) Théorie du renforcement positif

Selon cette théorie, la cocaine serait initialement prise pour le plaisir qu’elles donnent (Wise, 1996).
Cependant, la reprise de consommation induirait des processus neuroadaptatifs, conduisant a une
diminution des effets plaisant (la tolérance) et progressivement a 1’addiction. Lors de 1’arrét de la
consommation, les symptdmes de sevrage apparaissent. Ce sont des symptdmes déplaisants, ce qui
permet un maintien de la consommation compulsive de la drogue pour éviter le mal-étre ainsi que les
effets négatifs lié a ce dernier (Koobs et Bloom, 1988).

i) Théorie des processus opposants

La théorie des processus opposants, tout comme la précédente, est fondée sur le fait que la drogue
serait initialement consommée pour ses effets plaisants, puis pour éviter les effets du mal-étre. Cette

théorie dit que la consommation de drogue activerait de maniere dose-dépendante un processus plaisant
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dans le circuit de la récompense, qui en retour déclenche ’activation d’un processus opposé avec pour
but de restaurer I’homéostasie cérébrale. La somme de ces deux processus défini 1’état ressenti par
I’individu (Solomon et Corbit, 1978).
i) Théorie de ’apprentissage aberrante
La théorie de I’apprentissage aberrante émerge du constat que 1’exposition répétée aux drogues
facilite certaines formes d’apprentissages (Harmer et Phillips, 1998 et 1999) et quelle est capable
d’induire, dans les neurones impliqués dans la récompense des processus neuroadaptatifs similaires a
ceux observés lors d’un apprentissage (Hyman et Malenka, 2001).
iv) Théorie de la sensibilisation de la motivation
Selon cette théorie, on peut dissocier la valeur hédonique que propose la drogue de sa valeur
motivationnelle puisque ces deux valeurs ne font pas intervenir les mémes réseaux neuronaux (Robinson
et Berridgeen, 1993). La valeur hédonique serait sous-tendue par la neurotransmission opioide du noyau
accumbens alors que la valeur motivationnelle dépendrait du systeme dopaminergique (Berridge, 2003).

1.9 Modéles animaux de I’addiction aux drogues

Les modéles animaux constituent un élément fondamental des protocoles expérimentaux chez
I’animal pour permettre de simuler la progression d’une maladie, son diagnostic et un traitement similaire
a celui de I’humain (Mukherjee et al., 2022).

Comme modeles animaux, on utilise ceux qui permettent d'identifier les différentes phases des
troubles liés a 1’'usage de cocaine, ainsi que ceux qui permettent de mesurer les effets motivationnels

incitatifs d’un environnement.
i) Préférence de place conditionnée

La préférence de place est un modele de conditionnement Pavlovien qui est constitué d’une phase
d’entrainement pendant laquelle les environnements associés aux injections de drogue ou de liquide
physiologique sont différents. Lors de la phase de test, aucune solution n’est administrée aux animaux et
la préférence de I’animal pour un des environnements est déterminée par le temps qu’il va passer dans
chaque compartiment du dit environnement. Une augmentation du temps passé dans le compartiment
associé a la drogue (la cocaine) permet de rendre compte de ’effet renforgant de la drogue (Bardo et
Bevins, 2000).

ii) Auto-administration

Dans ce modele, 1’animal doit effectuer un comportement comme appuyer sur un levier pour

recevoir de la drogue. Celle-ci peut étre donnée soit par voie intraveineuse grace a un cathéter ou soit par
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voie orale a I’aide des biberons ou des pipettes. Ce modéle se base sur un acte volontaire (Lenoir et al.,

2007).
iii) La sensibilisation comportementale ou tolérance inverse

La sensibilisation comportementale correspond a 1’élévation progressive de I’activité locomotrice
de I’animal au fur et @ mesure des injections d’une méme dose de drogue. C’est un phénoméne qui se
maintient au long-terme, puisque I’activit¢é maximale atteinte peut étre retrouvée avec une nouvelle

injection de drogue aprés au moins un mois de sevrage (Salomon et al., 2006).

1.10 Traitement
Le traitement de I’addiction a la cocaine se fait en utilisant les médicaments (pharmacothérapie)

auquel on assoie les thérapies comportementales (psychothérapie) (Gothuey, 2006).

» Cas des médicaments

Plusieurs médicaments ont été proposés, mais aucun n’a été concrétement accepté pour le
traitement de cette maladie, en raison des résultats peu encourageants (Murthy et Chand, 2012). Parmi
eux, on compte les agents GABAénergétiques (le baclofene), les médicaments dopaminergiques (le
disulfiram, le manzindol), I’approche substitutive (le méthylphénidate LP), les agents glutamatergiques
(la N-Acétyl Cystéine) et I’immunothérapie avec le vaccin anticocaine (Karila et Reymaud, 2009) ;
(Martell et al., 2005). Le Manzindol, par exemple, agit contre I’appétit en se liant aux récepteurs de la
dopamine plus fermement que la cocaine (Marieb et Hoehn, 2015). Le bacloféne posséde une structure
qui est équivalente a celle du GABA, c’est un agoniste récepteur GABAR et est particulierement localisé
dans la structure cérébrale du systeme limbique (Labat et Mégarbane, 2019).

De plus, certaines plantes sont aussi utilisées pour traiter 1’addiction. C’est le cas de /’lboga qui
grace a son principe actif 1’ibogaine, qui est un psychotrope utilisé au Gabon pour réduire les symptomes

de manque (Nuwer, 2023).

» Cas des thérapies comportementales
Les thérapies comportementales correspondent aux thérapies cognitivo-comportementales, qui,
selon des recherches, ont fait preuve de leur efficacité en association avec différentes pharmacothérapies.
Leur fondement théorique est la théorie de I’apprentissage social, qui repose sur trois composantes : le

conditionnement opérant, le modeling et le conditionnement classique (Karila et al., 2009).
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1.11 Etude botanique de Citrus medica

1.11.1 Description
Citrus medica est un arbre originaire de la région orientale de I’ Asie du Sud-Est (Wu et al., 2018).

C’est une espece d’agrume largement utilisée dans la médécine traditionnelle indienne. I stun

Fruit
arbuste vivace qui atteint genéralement une hauteur de 4 a 8 m avec des branches po yines
(Carvalho et al., 2005). Citrus medica est une plante de la famille des Rutaceae dont les fruits jaunes-

orange sont oblongs/rond de taille variant entre 20 cm et 30 cm de long (Choden et al., 2023).

Feuille

Tige

Fruit

Figure 6: Feuilles, fruits et tige d’un citronnier (Navnidhi et al., 2018)

1.11.2 Taxonomie
La classification systématique de Citrus medica L.est la suivante d’apres Niary Iriantsoa en 2015 :
Regne Plantea
Embranchement Angiospermes
Classe Equisetopsida
Sous-classe Magnoliidae
Super-ordre Rosanae
Ordre Sapindales
Famille Rutaceae
Genre Citrus

Espece Citrus medica

1.11.3 Usages traditionnelles et pharmacologiques

En raison de son parfum excellent, le Citrus medica est utilisé dans les domaines de la parfumerie,
de la cosmétique, de I'alimentation et des boissons (Navnidhi et al., 2018). Les bénéfices santé des fruits
d’agrumes ont été attribués a la présence de composés bioactifs tels que les composés phénoliques (les
flavonoides et les polyphénols), la vitamine C et les caroténoides (Nouria, 2023). lls présentent de

nombreux avantages nutraceutiques : antihypertenseur, diurétique, prébiotique, antifongique, vermifuge,
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antimicrobien, analgésique, anticancéreux, antidiabétique, cestrogénique, antiulcéreux, cardioprotecteur,
antidiabétique, antiprolifératif (Chhikara et al., 2018 ; Eliaz et al., 2008).

Des études précliniques ont démontré le potentiel neuroprotecteur des flavonoides d’agrumes
grace a leur propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes (Flanagan et al., 2020 ; Vauzour et al., 2017).
Les polyphénols grace a leurs propriétés anti oxydantes aident a protéger le corps des maladies
neurologiques telles que la maladie d’Alzheimer et la démence (Guifei, 2025). De plus, une étude
toxicologique sur un mélange permettant de soigner 1’hypertension a montré que C. medica en toxicité

aigu et subaigué n’a entrainé aucun déces chez les animaux testés (Nsangou et al., 2025).

1.11.4 Phytochimie

Les études phytochimiques menées sur Citrus medica ont montrés la présence des metabolites
tels que: I’isolimonéne, le citral, le limoneéne, les composés phénoliques, les flavonones, la vitamine C,
la pectine, les tanins, le linalol, le décanal et le nonanal qui lui conférent de nombreux bienfaits pour la
santé (Chhikara et al., 2018).
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11.1 Matériel

11.1.1 Matériel végétal

Le choix de Citrus medica comme matériel végétal a été fait sur la base de nombreuses études
scientifiques notamment sur les effets anti oxydants et neuroprotecteur (Flanagan et al., 2020 ; Vauzour
et al., 2017). Le matériel végétal était constitué de fruits frais mur de Citrus medica L. collectés en
novembre 2024 dans la localité de Ntui, Région du Centre. L’identification botanique de 1’échantillon a
été réalisée dans le cadre d'études antérieures par comparaison avec le spécimen N° 65106 de la collection
d’herbier National du Cameroun.

11.1.2 Matériel animal

Les animaux utilisés pour I’expérimentation étaient des souris méles Albinos de race Swiss
provenant de I’animalerie du laboratoire de Biologie et Physiologie Animales de I’Université de Yaoundé
I. Agées de 8 a 12 semaines, elles ont été acclimatées pendant 2 semaines, puis placées dans des cages
en plastique fermées a 1’aide d’un grillage, contenant des copeaux de bois avec chaque cage contenant
au maximum six souris. Les souris étaient toutes gardées a 1’animalerie du Laboratoire de Physiologie
Animale et Recherche Thérapeutique de 1I’Université de Yaoundé I, ou elles étaient entretenues et
nourries réguliérement avec un aliment dont la composition était la suivante : 60 % de mais, 10 % de blé,
5 % de poudre d’arachide, 4 % de poudre d’os, 20 % de poisson et 1 % de complexe vitaminique, pour

un sac de 50 g.

11.1.3 Produits chimiques

Les substances chimiques utilisées pour induire et traiter la pathologie provenaient de Sigma
Aldrich (Saint-Louis, Etats-Unis). Ces substances étaient la cocaine (poudre 5 mg/kg) et le bacloféne
(comprimé 5mg/kg). Pour la quantification du GABA, de la sérotonine, du MDA, de la SOD, les réactifs
ont été obtenus auprés de Sigma-Aldrich (ASA).

11.1.4 Dispositif expérimental

Pour évaluer les troubles comportementaux liés au sevrage a la cocaine, les dispositifs
expérimentaux utilisés dans cette étude étaient les suivants : 1’aréne ouverte, le labyrinthe en croix
suréleve, le dispositif de préférence de place conditionné et le dispositif des trois chambres.

» L’aréne ouverte
L’aréne ouverte est un dispositif en forme carrée aux bords élevés, eclairée en son centre avec le

plancher et les murs faites de bois. Sa surface d’exploration est divisée en carreaux de dimensions égales.

Les cOtés mesurent 40 cm avec une hauteur de 45 cm et possede un carreau central dont les cétés font 10
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cm (Figure 7) (Luikinga et al., 2019). 1l s'agit d'un dispositif utilisé pour évaluer I’activité exploratoire

et dans une certaine mesure I’anxiété des rongeurs (Luikinga et al., 2019).

Zone centrale
Zone periphérique

Figure 7 : Dispositif de I’aréne ouverte

4+ Principe
Dans le dispositif de 1’aréne ouverte, le comportement naturel d’une souris est 1’exploration
spontanée de I’environnement nouveau et spacieux dans lequel elle est placée. La motricité
(déplacement) et le cabrage (se lever sur ses pattes arriere) sont appréciés. Cependant, le caractere
nouveau, ouvert et éclairé de I’environnement déclenche des comportements d’anxiété se traduisant par
la préférence des souris pour les zones périphériques par rapport a la zone centrale qui est moins
sécurisante.

La steéréotypie, marque l'activité locomotrice dans I'aréne ouverte, correspond a des mouvements, des
gestes et des actions désordonnés et répétés, associés a une forte activité psychomotrice et a une
augmentation du tonus dopaminergique, sous l'effet d'une dose élevée de cocaine (Schlussman et al.,
2005).

» Dispositif de la préférence de place conditionnée

Le dispositif de préférence de place conditionné (PPC), est une enceinte rectangulaire avec les
plancher et les murs fait en bois. 1l comprend une enceinte rectangulaire divisée en trois compartiments
. deux latéraux de méme dimensions (19 x 19 x 13 cm) de couleurs différentes, et un compartiment
central (9 x 9 x 13 cm) qui les sépare (Rademacher et al., 2015). Il s'agit d'un dispositif utilisé pour
évaluer manuellement ou automatiquement la préférence de place et I'aversion chez les souris (Figure 8)
(Taylor et al., 2016).

Compartiment latéral

Compartiment central

Compartiment latéral

Figure 8: Dispositif du test de préférence de place conditionnée
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Ce test permet d’évaluer la mémoire des effets plaisants de 1’addiction a une substance. En effet, ce
modele permet d’évaluer les effets renforgant des différentes substances comme la cocaine (Rademacher
etal., 2015).

Principe

Le test s’appuie sur le conditionnement pavlovien. Il évalue les propriétés hédoniques (plaisir ou
aversion) d’une substance. En effet, dans le dispositif a trois chambres, une souris placée dans la chambre
centrale a tendance a aller séjourner plus longtemps dans la chambre ou son séjour préalable a été associé
de fagon répétitive a I’administration d’une substance qui lui a procuré du plaisir, que la chambre dans

laguelle elle a eu moins de plaisir.

» Dispositif du labyrinthe en croix surélevé
Le labyrinthe en croix surélevé est un dispositif en forme de croix comprenant quatre bras, deux
ouverts et deux fermés. Les bras se trouvaient a 50 cm du sol avec des bras qui mesurent 15 cm de long
sur 5cm de large. Les rebords des bras fermés ont une hauteur de 15 cm. Les bras ouverts ont un rebord
de 2,5 cm de hauteur (Figure 9). Un animal anxieux aura tendance a rester dans les bras fermés, tandis
qu'un animal hyperactif explorera de maniére importante les bras ouverts (Macedo et al., 2018).

mn

Bras ouvert
Bras fermé

Figure 9: Dispositif du test de la croix surélevée

4+ Principe

Les souris sont naturellement craintives des endroits ouverts et en hauteur. Par ailleurs, elles ont
tendance a explorer de nouveaux environnements. Dans le labyrinthe en croix suréleve, les souris sont
exposées a un environnement ambivalent qui crée un conflit entre ’aversion de 1’espace ouvert en altitude
et I’envie d’explorer. Le temps passé dans les bras fermés du labyrinthe est un indicateur de 1’anxiété.

Plus il est long plus I’animal est anxieux.

11.2 Méthodes
11.2.1 Préparation de I’extrait hydro-éthanolique des fruits de Citrus medica
Les fruits de Citrus medica ont été soigneusement lavés, découpés et le jus a éte recueilli apres
un pressage manuel puis mis de c6té. La pulpe et la peau fraiches restante ont été séchées a I’ombre a
température ambiante puis, réduites en poudre fine a I'aide d'une machine. Une quantité de 1300 g de
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poudre de Citrus medica a été obtenue et introduitent dans 5 L d’un mélange hydro-éthanolique (70 :30,

V/V) pendant 48 heures. Cette opération a été répétée une fois de plus pour maximiser le rendement

d’extraction. Le macérat obtenu a été filtré a 1’aide d’un papier Whatman N°3. L’évaporation du macérat

filtré sous pression réduite (rotavapor, 70 °C) a permis d’obtenir un extrait concentré qui a été séché a

I’étuve a 45 °C. Le schéma du protocole d’extraction est illustré a la figure 10.

[ Fruits de Citrus medica

H Lavage, pressage, séchage, broyage

[ 1300 g de poudre de Citrus medica

)

Macération pendant 48 h dans 5L de mélange eau
distillée /éthanol a 95% (7/3 : VIV)

Macérat

Ve

_[ Filtration avec le papier Whatman N° 3 ]

N

- Evaporation a I’aide de 1’évaporateur rotatif a

70°C
- séchage a I’étuve réglé a 45°C
|
~
- Extrait sec de Citrus medica (246 g)
- Rendement de Citrus medica (18,92%)
J

Figure 10: Protocole d'extraction hydro-éthanolique des fruits de Citrus medica

[

Résidus

Ce processus a permis d’obtenir I’extrait hydro-éthanolique des fruits du Citrus medica dont le

rendement d’extraction a été déterminé suivant la formule :

masse de |'extrait sec

Rendement(%) = (

masse de la poudre seche

)100

11.2.2 Détermination des doses de I’extrait hydro-éthanolique des fruits de Citrus medica

Les doses d'extrait hydro-éthanolique sec de fruits de Citrus medica testées dans cette étude ont

été calculées sur la base des informations recueillies auprés du tradipraticien. En effet, aprés avoir préparé

sa macération, il recommande a ses patients de prendre un verre a café dans lequel une cuillerée de

poudre Citrus medica est mis par jour et pendant deux semaines. Pour quantifier cette dose traditionnelle,

le contenu d'un verre a café (représentant une prise quotidienne) a éte évaporé a I'étuve jusqu'a I'obtention

d'un extrait hydro-éthanolique sec pesant 1,803 g. Cette masse a été divisée par 70 kg qui représente le

poids moyen d’un individu afin de déterminer la dose équivalente humaine (DHE) comme suite ;
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[DHE _ masse de l'extrait hydro — éthanolique se (g) J
B 70

Cette formule a permis d’obtenir une DHE de 25,75 mg/kg. En multipliant la DHE par 12,3 qui
est le facteur de conversion adapté pour les souris, on a pu obtenir la dose de I’extrait & administrer a
I’animal. Cette dose d’extrait a été déterminée a 1’aide de la formule d’interpolation de doses inter-
especes qui s’expriment en multipliant la dose humaine équivalente par un facteur de conversion décrit
par Nair et Jacob (2016).

[DA = DHE x 12,3 ]

DA : Dose a administrer (mg/kg) ; DHE : Dose humaine équivalente ; 12,3 : Facteur de conversion adapter aux

Souris.

Cette derniére formule a permis d’obtenir une dose animale (DA) ou dose thérapeutique de 320
mg/kg qui a été encadrée par deux autres doses : une dose inférieure de 160 mg/kg (obtenue en divisant
la DA par 2) et une dose supérieure de 640 mg/kg (obtenue en multipliant la DA par 2).

Vu que la dose animal DA (mg/kg) a administré est connue, ainsi que le poids P (kg) de I’animal
et le volume V (ml) de la solution a administrer, les concentrations C (mg/kg) des différentes solutions

a préparer ont été déterminées a partir de la formule suivante :

[ C=(DAxP) IV ]

V = volume de la solution a administrer (ml) ; DA = dose de I’extrait a administrer (mg/kg) ; C = concentration de I’extrait (mg/ml);

P = masse de I’animal (kg).

11.2.3 Préparation des solutions de travail
» Solution de NaCl 0,9 %
Pour préparer une solution de NaCl 0,9 %, 9 g de NaCl ont été dissous dans de 1’eau 500 ml. Le

volume de la solution a été complété a 1000 ml par ajout d’eau distillée.

» Solution de cocaine (5 mg/kg)

La poudre de cocaine provenant de Sigma Aldrich a été administrée aux animaux a la dose de 5
mg/kg. Pour préparer cette solution, 50 mg de cocaine ont été peses, puis introduits dans une fiole jaugéee
de 100 ml. Le tout a été solubilisé par ajout de la solution de NaCl, donnant ainsi une solution de
concentration 0,5 mg/ml.

» Solution de Bacloféne

Le bacloféne a été administré aux animaux a la dose de 5 mg/kg dans le cadre d'un traitement de
I'addiction. Pour préparer cette solution, trois comprimés de baclofene 5 mg/kg (fabriqué par

Advacare Pharma) ont éte broyés et introduits dans une fiole jaugée de 60 mL. Le volume a ensuite
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été ajusté a 60 ml avec de I'eau distillée, apres s'étre assuré de la solubilisation complete du principe

actif.
> Solution de formaldéhyde (formol 4 %) ;

Pour préparer un litre de formol 4 % (V/V), 6,5 g de phosphate disodique (Na, HPO, ) et 4 g de
phosphate monosodique (NaH, PO, ) ont été pesés puis dissous dans 867 ml d’eau distillée. Apres
agitation pour assurer une dissolution compléte, 133 ml d'une solution mere de formaldéhyde (30 %) ont

été ajoutes dans le melange. Il a ensuite été complété a un volume final de 1 000 ml avec de 1’cau distillée.

11.2.4 Traitement et suivi des animaux

11.2.4.1 Administration de cocaine aux animaux

Pour cette expérience, 44 souris (poids moyen : 25 + 5 g) ont été utilisées, réparties en trois lots :
un lot témoin (lot 1) de six souris, un lot cocaine (lot 2) de 36 souris et un lot de souris sentinelles (lot 3)
constitué de 2 souris. Tous les animaux a I’exception des souris du lot 3 ont recu une injection intra-
péritonéale de NaCl ainsi que de cocaine une fois par jour et cela pendant 19 jours. Le lot 1 recevant du
NaCl (0,9%, i.p) et le lot 2 de la cocaine (5 mg/kg, i.p) (protocole modifié de Zheng et al., 2017) dissoute
dans du NaCl 0,9% (Bruneel, 2018). Les comportements de sevrage ont été observés lors des tests de

préférence de place et de I'aréne ouverte apres les 19 jours d’administration de cocaine.

11.2.4.2 Répartition et traitement des animaux

Dans cette étude, sur 44 souris au total, six sont mortes apres avoir recu des injections
intrapéritonéales de cocaine. Les 38 souris restantes ont été réparties en sept groupes de la maniére
suivante : un groupe témoin normal (6 souris) recevait de I'eau distillée (10 ml/kg,p.0); un groupe témoin
négatif (6 souris) recevait de I'eau distillée (10 ml/kg,p.0); un groupe témoin positif (6 souris) recevait le
bacloféne (5 mg/kg, p.o); trois groupes tests de six souris chacune recevait les doses de 160, 320 et 640
mg/kg, p.o; un groupe de souris sentinelle (2 souris) ne recevant aucune substance. Le schéma

récapitulatif de 1’expérience est représente a la figure 11 apreés
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44 souris males

= 2

42 souris males

= = '

Test de la préférence de place conditionnée, d’anxiété dans 1’aréne ouverte (la stéréotypie),

surélevé, et celui de sociabilisassions

Sacrifice et prélévement du complexe amygdalien, de I’hippocampe, du striatum et du cortex préfrontal

= =
J1- » Lot 1 : 6 souris recevant du Lot 2 : 36 souris recevant de la Lot3:2
19 NaCl 0,9% (10 ml/kg,i.p) cocaine (5 ml/kg,i.p) sourts
o = =
120- » Tests de préférence de place conditionnée et d’anxiété dans 1’aréne ouverte
J21 =
=
124 » Test d’anxiété dans 1’aréne ouverte
- _ _
I n | . T ™ I
Tnor Tneg Tpost E.160 E.320 F.640
6 Souris 6 Souris 6 Souris 6 Souris 6 Souris 6 Souris
(ED 10 (ED 10 (baclofen 5 (CM 160 (CM 320 (CM 640
p.0)
Q
_ —

test de la croix

Coupes histologiques du

Dosages GABA, sérotonine, cortex, du

complexe

dopamine, SOD, MDA etc. amygdalien, du striatum et de
I’hippocampe

Figure 11 : Protocole expérimental des différentes activités

p.0 = per 0s, i.p = intrapéritonéale, J = jour, ED = eau distillée, Tnor = témoins normale, Tneg = témoins nég

atif, Tpost = témoins

positif, CM = citrus medica, GSH = glutathion réduit, MDA = malondialdéhyde, SOD = superoxyde dismutase.

11.2.4.3 Sacrifice et prélevement des cerveaux pour préparation des homogénats et réalisation des

coupes histologiques

Apreés anesthésie au coton imbibé d’éther, les souris ont été décapitées et le cerveau de chacune

d’elle prélevé. Certains cerveaux ont été fixés dans du formol 4% pour la réalisation
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histologiques. Par contre, d’autres cerveaux ont été emballés dans du papier aluminium, mis dans de la
glace (pour solidification), puis disséqués sur une plaque a dissection maintenue a froid (afin d’extraire
facilement ces structures). Les zones tels que le cortex, le complexe amygdalien, 1’hippocampe et le
striatum ont été isolées et utilisées pour la préparation des homogénats.

Pour la préparation des homogénats 20 %, les parties du cerveau isolées préalablement ont été
pesé puis broyées a 1’aide d’un mortier et d’un pilon. Ensuite, 2 ml de tampon Tris (pH =7,1; 0,1 M)
ont été ajoutés aux parties broyées. Le mélange a été centrifugé a 10 000 tours/minute pendant 15 min.
Le surnageant obtenu a ensuite été préalablement pipeté puis mis dans des cryotubes étiquetés et conservé

a -20 °C au congélateur pour des dosages ultérieurs.

11.2.5 Evaluation de quelques médiateurs biochimiques
11.2.5.1 Dosage de la dopamine
Principe

En présence de 1’acide chlorhydrique, la dopamine va s’oxyder pour donner un dérivé de I’indole
qui va s’associer aux trihydroxyindoles. Ce mélange forme un complexe fluorescent, dont 1’absorbance
a 485 nm est proportionnelle a la concentration de la dopamine.

La concentration de dopamine a été exprimée en fg/ml de tissu grace a la formule suivante :

£

A= absorbance (sans unité) ; e= coefficient d’extinction molaire (en L/mol/cm) ; 1= longueur du trajet parcouru par la

Pour la dopamine, ¢ =2800 L/mol/cm.

lumiere (en cm); C= concentration de la substance (en fg/ml).

11.2.5.2 Dosage de la sérotonine
Principe

En présence de I’acide chlorhydrique, la sérotonine va s’oxyder pour donner un dérivé de 1’indole.
Ce dérivé va s’associer a 1’0O-phthadialdéhyde pour donner un complexe fluorescent. L’absorbance a été
observé a 450 nm proportionnellement a la concentration de la sérotonine dans I’homogénat.

La concentration de sérotonine a été exprimée en fg/ml de tissu grace a la formule suivante :

Pour la sérotonine, ¢ =5500 L/mol/cm.

A= absorbance (sans unité) ; e= coefficient d’extinction molaire (en L/mol/cm) ; I= longueur du trajet parcouru par la

lumiere (en cm) ; C= concentration de la substance (en fg/ml).
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11.2.5.3 Dosage de I’acide gamma-amino butyrique
Principe :

En milieu basique, la réaction entre la ninhydrine et 1’acide gamma-amino butyrique (GABA)
donnera une coloration rouge violacée. L’absorbance mesurée a 530 nm est proportionnelle a la
concentration de GABA dans ’homogénat.

La concentration de GABA a été exprimée en ng/ml de tissu grace a la formule suivante :

A= absorbance (sans unité) ; e= coefficient d’extinction molaire (en L/mol/cm) ; I= longueur du trajet parcouru par la

lumiére (en cm); C= concentration de la substance (en ng/ml).

11.2.5.4 Dosage de la noradrénaline
Principe

En présence de la ferricyanide de potassium, la noradrénaline s’oxyde pour donner la
noradrénohrome ; cette derniére en présence d’une solution d’ascorbate alcaline est convertie en
noradréno-lutine fluorescente dont 1’absorbance entre 395 et 485 est proportionnelle a la concentration
de la noradrénaline.

Mode opératoire

La concentration de noradrénaline a été exprimée en fg/ml de tissu grace a la formule suivante :

c A
€l
A= absorbance (sans unité) ; e= coefficient d’extinction molaire (en L/mol/cm) ; 1= longueur du trajet parcouru par la

lumiére (en cm); C= concentration de la substance (en fg/ml).

11.2.6 Evaluation des marqueurs du statut oxydant
11.2.6.1 Dosage de malondialdéhyde
Principe

En milieu acide et & chaud (100°C), le malondialdéhyde (MDA) forme I’aldéhyde malonique. Ce
composé réagit avec I’acide thiobarbiturique (TBA) pour former un complexe rose. L’absorbance de ce
complexe a 535 nm rend compte de la quantité de MDA présent dans le milieu réactionnel.
Les différentes concentrations de MDA dans les échantillons, ont été déterminées a 1’aide de la formule

suivante:

MDA (umol/g de tissu) = x Vt 10°
=X
ol/g de tissu exlxVixm

DO = densité optique ; Vi = volume total de surnageant (ml) ; Vi = volume utilisé pour le dosage (ml) ; m = masse de tissu

(9) ; 1 = longueur de la cuve = 1 cm ; & = coefficient d’extinction molaire = 1,56 10° mmol* cm™,
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11.2.6.2 Dosage de glutathion réduit
Principe

La réaction entre I’acide 2,2’-dithio-5,5’-dinitrobenzoique (DTNB) et les groupements thiols (-
SH) du glutathion produit un complexe coloré jaune qui est absorbe a 412 nm.

La concentration de la GSH exprimée en ng/g de tissu a été calculée grace a la formule suivante :

DOx Vt

H 1 i = x 106
GSH(pumol/g de tissu) cxLxVexm 0

DO = densité optique ; Vi = volume total de surnageant (ml) ; Ve = volume utilisé pour le dosage (ml) ; m = masse de tissu

(9) ; 1= longueur de la cuve = 1 ¢cm ; & = coefficient d’extinction molaire =13600 mol*.cm™.

11.2.7. Analyses histologiques

L’analyse histologique est la technique de préparation des tissus en vue de leur observation au
microscope. L’analyse histologique a été réalisée selon la méthode décrite par Kim et Christopher (2019).
Trés succinctement, elle comprend les étapes suivantes : la fixation, la recoupe ou «trimming », la

déshydratation, 1’inclusion, la coupe, la coloration, le montage et 1I’observation.

e Fixation
L’objectif de la fixation est de maintenir les cellules et les constituants tissulaires dans un état
aussi proche que possible de celui du vivant. Ainsi, apres avoir euthanasié les animaux, les cerveaux
ont été prélevés et conservés immédiatement dans du formol a 4%.
e Recoupe
Une fois fixés dans du formol pendant un mois, ces cerveaux ont été « trimmés ». A cette étape,
il a été question de couper le tissu de maniére a lui donner une épaisseur inférieure a celle des cassettes
de déshydratation. Les tissus coupés ont été déposés dans des cassettes étiquetées et ont été plongés
pour une durée de 1 heure, dans un premier bain d’alcool 70°, premiere étape du processus de
déshydratation.
e Déshydratation
La déshydratation, s’est déroulée en trois étapes successives : La déshydratation proprement
dite ; I’éclaircissement ; et I’imprégnation.
» Déshydratation proprement dite
Cette étape a pour but de débarrasser les échantillons de toute trace d’eau avant leur inclusion
dans de la paraffine. Elle a consisté¢ a laisser les tissus dans des bains d’alcool de concentrations

croissantes respectives de 7% (1 h), 95% (1 h), 95% (1 h 30), 100% (1 h), 100% (1 h 30), 100% (2 h).
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> Eclaircissement

L’éclaircissement a consisté a remplacer la solution de déshydratation qui est I’alcool par le solvant
miscible dans le milieu d’inclusion. Les casettes ont séjourné dans deux bains de xyléne consécutifs. Un
premier bain de deux heures et un deuxiéme bain "over night".
> Imprégnation

Cette étape a consisté a introduire les organes dans un bain de paraffine en fusion pendant 4 h 30
min dans la station d’enrobage de marque Microm Heidelberg.

e Inclusion

L’inclusion est le procédé qui fournit un support externe aux tissus, ce qui permet la réalisation de
fines coupes au microtome. Les tissus ont été placés selon une orientation précise (en diagonale) dans
des moules en inox qui ont par la suite été remplis de paraffine en fusion. L’ensemble a été mis a solidifier
sur une plaque réfrigérée pour en obtenir des blocs.

e Coupe

La coupe des blocs de paraffine contenant les tissus a été réalisée a 1’aide d’un microtome de
marque Reichert-Jung 2030. L’épaisseur des rubans aprés coupe était de 7 um. Une fois coupées, les
sections de rubans ont été mises a déplisser dans un bain-marie contenant de I’eau gélatinée a environ
45°C. Elles ont été récupérées sur des lames de verre étiquetées et séchées a 1’étuve a 45 °C, pendant 24
heures avant coloration.

e Coloration

La coloration a pour but de mettre en évidence les différents éléments tissulaires et de les
différencier entre eux afin de permettre 1’é¢tude de leur structure, de leur morphologie et des éventuelles
modifications pathologiques. Avant I’étape de la coloration, les coupes ont d’abord été déparaftinées. Le
protocole de déparaffinage est consigné dans le tableau 2. Immédiatement aprés 1’étape de déparaffinage,
les lames portant les coupes de tissus ont été colorées a I’hématoxyline et a 1’éosine. Les étapes de cette

coloration sont résumées dans le tableau 3.

Tableau 2: Protocole de batteries de déparaffinage.

Ordre  Solution Temps de séjour Ordre Solution Temps de séjour
1 Xyléne 10 min 5 Ethanol 100° 3 min

2 Xyléne 10 min 6 Ethanol 100° 3 min

3 Xyléne 10 min 7 Eau distillée 10 min

4 Ethanol 100° 3 min
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Tableau 3 Etapes de coloration a I’hématoxyline et 1’éosine

Ordre  Solution Temps de Ordre  Solution Temps de
Séjour séjour

8 Hématoxyline de Mayer 10 min 14 Ethanol 100% 1 min

9 Ringage a I’eau courante 10 min 15 Ethanol 100% 1 min

10 Carbonate de sodium 0,5% 155 16 Xyléne 5 min

11 Ringage a I’eau distillée 5 min 17 Xyléne 5 min

12 Eosine a 1’alcool 0,5% 5 min 18 Xyléne 5 min

13 Ethanol 100% 1 min 19 Montage sous résine

» Montage

L’étape de montage entre lame et lamelle a directement suivi la coloration. Pour ce faire, quelques
gouttes de résine synthétique de marque Eukit ont été déposées sur la lame portant la coupe colorée avant
apposition d’une lamelle. Les coupes de tissus sur les lames ont ainsi été protégées et conservées. Les
lames colorées a I’hématoxyline et I’€éosine puis montées ont été observées a différents grossissements,
a 1’aide d’un microscope optique de marque Scientico STM-50 muni d’une caméra digitale de marque
Celestron 44421 connectée a un ordinateur pour la prise des photomicrographies. Le logiciel image J a
permis le comptage du nombre de cellules dans les cornes d’Ammon 1 (CA1) et 3 (CA3), du Gyrus denté

de I’hippocampe ainsi que dans le noyau basolatéral de la région amygdalienne avec le cortex préfrontal.

11.2.8 Analyses statistiques des données

Toutes les données générées au cours de cette expérience ont été analysées a l'aide de Graph Pad
Prism version 8.4.3 et Microsoft Office Excel 2016. Les résultats sont exprimés en moyenne de + erreur
standard sur la moyenne (SEM) ou sous forme de pourcentages. Les différences statistiques entre les
groupes de traitement moyens ont été testées a l'aide de 'ANOVA, suivie du test de comparaison multiple
de Tukey. Pour les valeurs de p < 0,05, les différences entre les traitements ont été considérées comme

significatives.
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CHAPITRE Il : RESULTATS ET
DISCUSSION




111.1. Résultats

I11.1.1 Effets de I’extrait hydro-éthanolique des fruits de Citrus medica sur la préférence d’une

place associée a la cocaine

> Effets de la cocaine sur la préférence d’une place associée a la cocaine

La figurel2 ci-dessous représente les effets de la cocaine sur le temps passé par I’animal dans la
chambre associée a une récompense (la cocaine) par rapport a un environnement associé au NaCl au

cours de deux phases (la phase d’habituation et la phase de test).

Il en ressort que, le temps des souris testées a la cocaine dans le compartiment associé a la cocaine
était réduit de 77,65% (p < 0,001) en comparaison au temps passé par le témoin normal dans ce méme
compartiment. De plus, le temps passé par les souris testées a la cocaine dans le compartiment associé
au NaCl avait aussi baissé de 26,47% (p < 0,05) en comparaison au temps passé par les souris normales

dans le méme compartiment (figure 12A).

La figure 12B présente la préférence de souris testées a la cocaine pour les compartiments
discriminé et préféré en comparaison au témoin normal pendant la phase test du test de préférence de
place conditionnée. Le sevrage a la cocaine a entrainé une augmentation du temps passé par les souris
testées a la cocaine dans le compartiment associe a la cocaine de 20,52% (p < 0,05) en comparaison au
temps passé par les souris normales dans le méme compartiment. De plus, le temps passé par les souris
testées a la cocaine dans le compartiment préféré (compartiment associe au NaCl) a été réduit de 43,42%

(p < 0,01) en comparaison au temps passé par les souris normales dans le méme compartiment.

En comparant le temps passé par le méme groupe de souris dans les différents compartiment lors
des deux phases, il en ressort que les souris du groupe témoin normal ont passé légérement moins de
temps dans le compartiment discriminé et le compartiment préféré pendant la phase de pré-test et de test.
Ces temps étaient respectivement de 5,57% (phase de pré-test) et de 16,58% (phase de test). S’agissant
du temps passé par les souris testées a la cocaine, il a été observé une diminution de 68,71% du temps
passé par ces derniéres lors de la phase de pré-test, ainsi qu’une augmentation du temps passé par elles

lors de la phase de test. Ce temps était de 76,75%.
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Figure 12: Effets de la cocaine sur les animaux lors de la phase d'habituation (A) et la phase de test (B)
de la préférence de place conditionnée.

Chaque barre ci-dessus représente la moyenne de chaque groupe = ESM ; 6 < n < 30. "p<0,05 ; ™p < 0,01 et ***p < 0,001 : différences
significatives des groupes témoins normaux par rapport au group test. Tnor : témoin normal (0,09% de NaCl, ip) ; Test : groupes de souris
testées a la cocaine (5 mg/kg, ip). Cpré : compartiment préféré (compartiment ou les souris recevaient le NaCl). Cdis : compartiment

discriminé (compartiment ou les souris recevaient de la cocaine).

> Effets de I’extrait sur la préférence de place conditionnée

La figure 13 présente les effets de I’extrait hydro-éthanolique des fruits de Citrus médica sur la
préférence de place conditionnée. 1l a été observé une augmentation significative de 43,17 % (p < 0,01)
du temps passé par les souris témoins négatives dans le compartiment discriminé par rapport au temps
passé par les témoins normaux dans le méme compartiment.

Le traitement a I'extrait hydro-éthanolique des fruits de Citrus medica a 160 mg/kg, a entrainé
une augmentation significative du temps passé par les souris dans le compartiment préféré de 75% (p <
0,001), par rapport au temps passé par les souris du groupe témoin négatif dans ce méme compartiment.
S’agissant du temps passé par les souris dans le compartiment discriminé, il a été observé une réduction
de 12,90% du temps passé par ces souris dans le compartiment discriminé en comparaison au temps passée
par les souris du groupe témoins négatif dans le méme compartiment.

Les autres doses de 1’extrait ainsi que le bacloféne n’ont pas modifié le temps passe par les souris
dans les compartiments préféré et discriminé en comparaison au temps passé par les témoins négatifs
dans ces deux compartiments.

En comparent les différents temps passé par les souris dans chaque compartiment du dispositif
par rapport au groupe témoin normal, il en ressort que : dans le compartiment préféeré, il y a une
diminution du temps passé par les animaux notamment chez le groupe témoin positif et le groupe test
(les doses de 320 et 640 mg/kg), ainsi qu’une augmentation significative de ce temps chez les souris
traitées a la dose de160 mg/kg. Ces diminutions étaient respectivement de 5,65% ; 11,85% et 16,75%.
Par ailleurs, I’augmentation observée était de 64,5% (p < 0,001). S’agissant du temps passé par ces souris
dans le compartiment discriminé chez le groupe témoin positif et les groupes tests, il a été observé une
augmentation de ce temps avec la présence de significativité chez certain. Ces augmentations étaient
respectivement de, 36,94% (p <0,01) ; 19,80% ; 20,36% et 29, 57% (p < 0,05).
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Figure 13: Effet de I'extrait hydro-éthanolique des fruits de Citrus medica sur le temps mis dans les
bras prefére et discriminé lors du test de la préférence de place conditionnée.

Chaque barre représente la moyenne de chaque groupe + ESM ; n =4 - 6. **p < 0,01 : différences significatives du groupe témoin normal
par rapport aux témoins négatifs. °p < 0,001 : différences significatives du groupe traité a 1’extrait par rapport aux témoins négatif ; #p <
0,05 ;#p < 0,01 ; # p < 0,001 : différences significatives des groupes de souris traité aux différentes doses d’extrait ainsi qu’au bacloféne
par rapport au témoin normal. Tnor : témoin normal ; Tneg : témoin négatif ; Tpost : témoin positif ; CM160 ; CM320; CM640 : extrait
hydro-éthanolique des fruits de Citrus médica aux doses respectives de 160 mg/kg, 320 mg/kg et 640 mg/kg. CM160-CM640 : groupes
tests traités aux différentes doses de I’extrait hydro-éthanolique des fruits de Citrus medica. Cpré : compartiment préféré (associé au NaCl).

Cdis : compartiment discriminé (associé a la cocaine).

111.1.2. Effets de I’extrait hydro-éthanolique des fruits de Citrus medica sur les comportements
désordonnés et répétés dans I’aréne ouverte

La figure 14 montre le nombre de stéréotypies (comportements désordonnés et répétés) des souris
traitées a l'extrait hydro-éthanolique des fruits de Citrus medica.

En effet, apres dix jours de sevrage, il a été observé une augmentation significative du nombre de
stéréotypies dans l'arene ouverte. Cette augmentation significative chez le groupe témoin négatif était de
76,38 % (p < 0,001) en comparaison a celui du groupe témoin normal.

L’administration de I’extrait aux doses de 160 ; 320 et 640 mg/kg, ainsi que le baclofene, ont
entrainé une diminution significative (p < 0,001) de ce nombre de stéréotypie respectivement de 97,77
% ;91,11 % et 79,16 % avec 76,38% par rapport au nombre de stéréotypies faites par les souris du groupe

témoin négatif.
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Figure 14 : Effets de I’extrait hydro-éthanolique des fruits de Citrus medica sur le nombre de
stéréotypies dans I’aréne ouverte

Chaque barre représente la moyenne de chaque groupe + ESM ; n = 4 - 6. ***p < 0,001 : différence significative par rapport au témoin
normal. ¢p < 0,001 : différences significatives par rapport au témoin négatif. Tnor : témoin normal; Tneg : témoin négatif; Tpost : témoin
positif. CM160, CM320, CM 640 : extrait hydro éthanolique des fruits de Citrus medica aux doses respectives de 160 mg/kg, 320 mg/kg et
640 mg/kg. CM160-CM640 : groupes tests traités aux différentes doses de I’extrait des fruits de Citrus medica

111.1.3. Effets de I’extrait hydro-éthanolique des fruits de Citrus medica sur quelques parametres
de I’anxiété

Les effets de I’extrait hydro-éthanolique des fruits de Citrus medica sur le nombre de
redressement, du temps et le nombre d’entrées dans les bras ouverts ainsi que le nombre de toilettages
dans le labyrinthe en croix suréleve sont résumes dans le tableau 4 ci-dessous.

S’agissant du nombre de redressements dans le labyrinthe en croix suréleve, il a été observé une
augmentation chez le groupe témoin négatif par rapport au nombre fait par le groupe témoin normal.
Cette augmentation significative était d'environ 1,5 fois (p < 0,01). L’administration de 1’extrait, aux
doses de 160 et 320 mg/kg, a diminué ce nombre de 46,73 % (p < 0,01) et de 35,86 % par rapport au
nombre fait par le groupe témoin négatif. L’administration du bacloféne a également diminué de maniére
significative ce nombre de 40,21 % (p < 0,05) par rapport au nombre fait par le groupe témoin négatif.

Concernant le temps passé par les souris dans les bras ouverts, il a été observé une diminution
significative de ce temps passé par les témoins négatifs par rapport au temps passé par le témoin normal.
Cette diminution était de 91,23 % (p < 0,001). Les souris traitées aux doses de 160, 320 et 640 mg/kg
présentaient une augmentation significative de ce temps passé dans le bras ouvert en comparaison a celui
passé par le groupe témoin négatif. Cette augmentation était de 81,96 % (p < 0,001) pour la dose de 160
mg/kg, de 76,38 % (p < 0,01) pour la dose de 320 mg/kg et de 77,52 % (p < 0,001) pour la dose de 640
mg/kg. L’administration du bacloféne a quant a lui augmenté ce temps de maniere non significative de
46,69 % par rapport a celui du groupe témoin négatif.

S’agissant du nombre d'entrées dans les bras ouverts, il a été observé une diminution significative
de 82,95 % (p < 0,001) chez le groupe témoin négatif par rapport a celui du groupe témoin normal. Le
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traitement avec 1’extrait a la dose de 160,320 et 640 mg/kg ainsi qu’au bacloféne a augmenté ce nombre
d’entrée dans les bras par rapport au groupe témoin negatif, de 49,74 % ; 55,60 % (p < 0,05) et 69,04 %
(p < 0,001) ; ainsi que de 45,83 %.

Concernant le nombre de toilettages, il a été observé une augmentation significative (p < 0,001)
de prés d’une fois chez le groupe témoin négatif par rapport a celui du groupe témoin normal. Le
traitement avec I’extrait aux doses de 160, 320 et 640 mg/kg, ainsi qu’au bacloféne, a diminué le nombre
de toilettages par rapport au groupe témoin négatif, de 54,90 % (p < 0,001), 54,90 % (p < 0,001) et 32,11
% (p < 0,001), ainsi que de 45,09 % (p < 0,001).

Tableau 4: Effets de I’extrait hydro-éthanolique des fruits de Citrus medica sur quelques paramétres de
I’anxiété

Nombre de Temps dans le bras Nombre d’entrée Nombre de toilettage
redressements ouvert (s) dans le bras ouvert (s)

Tnor 9,75+1,50
160,40 +1,49 19,07 £0,97 4,20+0,83

Tneg 23,00+5,41™ - 10,20+2,28™"
14,50 £2,41*** 3,25 0,47

Tpost 13,75+0,50° 5,60+0,54¢
27,20 £ 8,75 6 +0,46

CM160  12,25+4,99°
80,39 + 8,35° 6,46 +1,27 4,60+1,51°

CM320  14,75+3,86 4,60£1,51°
61,39 + 5,54° 7,32 +0,35%

CM640  27,00+3,80 2,60+0,54¢
64,53 £ 4,13¢ 10,50 +1,44°¢

Chaque valeurs représente la moyenne de chaque groupe + ESM ; n=4-6. *p < 0,05 ; **p < 0,01 ; ***p < 0,001 : différence significative
par rapport au témoin normal. 2 p < 0,05;2p < 0,01 ; °p < 0,001 : différences significatives pa rapport au témoin négatif. Tnor : témoin
normal; Tneg : témoin négatif; Tpost : témoin positif. CM160, CM320, CM 640 : extrait hydro éthanolique des fruits de Citrus medica aux
doses respectives de 160 mg/kg, 320 mg/kg et 640 mg/kg. CM160-CM640 : groupes tests traités aux différentes doses de I’extrait des fruits
de Citrus medica.

111.1.4 Effets de I’extrait hydro-éthanolique des fruits de Citrus medica sur quelques parametres

biochimiques du cerveau apres traitement

111.1.4.1 Effets de I’extrait hydro-éthanolique des fruits de Citrus medica sur la concentration de
GABA dans le striatum

La figure 15 illustre les effets de I'extrait hydro-éthanolique des fruits de Citrus medica sur la

concentration de GABA dans le striatum. Il en ressort que le sevrage a la cocaine a induit chez le témoin
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négatif une diminution de 22,52% de la concentration de GABA dans le striatum en comparaison au
témoin normal. L’administration de 1’extrait aux différentes doses ainsi que I’administration du baclofene
n’ont eu aucun effet significatif sur cette concentration de GABA en comparaison au groupe témoin
négatif. Néanmoins, 1’on note une tendance de baisse significative pour les groupes traités a I’extrait (p
< 0,001) et non significatif pour le groupe traité au bacloféne. Cette diminution était respectivement de
45,02% (160 mg/kg); 44,98% (320 mg/kg); 47,47% (640 mg/kg) et de 24,16% (bacloféne). De méme, il
a été observé une diminution significative de ces concentrations aux différentes doses d’extrait ainsi
qu’au bacloféne en comparaison au groupe témoin normale. Ces diminutions €taient respectivement de

35,12% (p < 0,001) ; 35,04% (p < 0,001) ; 54,04% (p < 0,001) et de 33,05% (p < 0,01).
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Figure 15: Effets de I’extrait hydro-éthanolique des fruits du Citrus medica sur la concentration du
GABA dans le striatum.

Chaque barre représente la moyenne = ESM du groupe, n=4 - 6. #p < 0,01 ; ##p < 0,001 : différences significatives des groupes de souris
traité aux différentes doses d’extrait ainsi qu’au bacloféne par rapport au témoin normal ; ¢p < 0,001 : différences significatives par rapport
au témoin négatif. Tnor : témoin normal ; Tneg : témoin négatif; Tpost : témoins positif. CM160 ; 320 ; 640 : groupe tests traités aux

différentes doses de ’extrait. GABA : Gamma-Aminobutyric Acid.

111.1.4.2 Effets de D’extrait hydro-éthanolique des fruits de Citrus medica sur le systéeme

monoaminergique dans le complexe amygdalien, le striatum et le cortex

> Effet de I’extrait hydro-éthanolique des fruits de Citrus medica sur la concentration de
noradrénaline et de dopamine dans le complexe amygdalien et le cortex
La figure 16A illustre I’effet de I’extrait hydro-éthanolique des fruits du Citrus medica sur la
concentration de noradrénaline dans le complexe amygdalien. Il en ressort que le sevrage a la cocaine a
induit chez le témoin négatif une baisse significative de 42,06 % (p < 0,05) de la concentration de
noradrénaline dans le complexe amygdalien en comparaison au témoin normal. L’administration de
I’extrait aux doses de 160 mg/kg, 320 mg/kg et 640 mg/kg a induit une augmentation de la concentration
de noradrénaline dans le complexe amygdalien de 47,16 %, 34,55 % et 37,70 % en comparaison au témoin

négatif. Le bacloféne a entrainé chez le témoin positif une augmentation significative de la concentration
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de noradrénaline dans le complexe amygdalien de 71,95 % (p < 0,001) en comparaison au témoin negatif.
De plus, il a été observé une augmentation significative de cette concentration chez le groupe témoin positif
en comparaison au groupe témoin normal. Cette augmentation était respectivement de 77,60% (p < 0,01).

De méme, la figure 16B montre que le sevrage a la cocaine a provoqué une baisse non significative
de 27,64 % de la concentration de la noradrénaline dans le cortex en comparaison au témoin normal.
L’administration de I’extrait aux doses de 160 mg/kg, 320 mg/kg et 640 mg/kg a induit une augmentation
respectivement de pres d'une fois (p < 0,05) et de 76,32 % avec 76,34 % en comparaison au témoin négatif.
Le bacloféne a également augmenté cette concentration de noradrénaline dans le cortex de 40,29 % en
comparaison au témoin négatif.

La figure 16C illustre I’effet de 1’extrait hydro-éthanolique des fruits du Citrus medica sur la
concentration de dopamine dans le complexe amygdalien. Il en ressort que le sevrage a la cocaine a induit
chez le témoin négatif une baisse de 30,84 % de la concentration de dopamine dans le complexe amygdalien
en comparaison au témoin normal. L. administration de I’extrait aux doses de 160 mg/kg, 320 mg/kg et 640
mg/kg a induit une augmentation significative de la concentration de dopamine dans le complexe
amygdalien respectivement de pres de deux fois (p < 0,01), d’une fois (p <0,01) et de deux fois (p <0,001)
en comparaison au témoin négatif. De plus, il a été observé une augmentation significative de cette
concentration en comparaison au groupe témoin normal. Cette augmentation était respectivement de
59,23% (p < 0,001). Le bacloféne a entrainé chez le témoin positif une augmentation significative de la
concentration de dopamine dans le complexe amygdalien de prés d’une fois (p < 0,05) en comparaison au
témoin négatif.

De méme, la figure 16D montre que le sevrage a la cocaine a provoqué une baisse significative de
60,72% (p < 0,05) de la concentration de la dopamine dans le cortex en comparaison au témoin normal.
L’administration de I’extrait aux doses de 160 mg/kg et 320 mg/kg a induit une augmentation
respectivement de pres de deux fois (p < 0,001) et prés d'une fois en comparaison au témoin négatif. Aussi,
il a été observé pour la dose de 640 mg/kg une diminution de cette concentration en comparaison au groupe
témoin normal. Cette diminution était de 76,95% (p < 0,001). Le bacloféne a quant a lui augmenté cette

concentration de pres d'une fois en comparaison au témoin négatif.
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Figure 16 : Effets du Citrus medica sur la concentration des mono amines (noradrénaline (A, B) et
dopamine (C, D)) dans le complexe amygdalien et le cortex

Chaque barre représente la moyenne de chaque groupe + ESM ; n =4 - 6.*p < 0,05 : différence significative par rapport au témoin normal.
ap <0,05;Pp <001;°¢p < 0,001: difféerences significatives par rapport au témoin négatif ; #p < 0,01 ; ##p < 0,001 : différences
significatives des groupes de souris traité aux différentes doses d’extrait ainsi qu’au au bacloféne par rapport au témoin normal. Tnor :
témoin normal ; Tneg : témoins négatifs ; Tpost : témoins positif. CM160, CM320, CM640 : extrait hydro-éthanolique des fruits de
Citrus medica aux doses respectives de 160 mg/kg, 320 mg/kg et 640 mg/kg. CM160 - CM640 : Groupes tests traités aux différentes doses

de ’extrait des fruits de Citrus medica.

> Effet de I’extrait hydro-éthanolique des fruits de Citrus medica sur la concentration de
sérotonine dans le striatum et le cortex

La figure 17A illustre I’effet de I’extrait hydro-éthanolique des fruits du Citrus medica sur la
concentration de sérotonine dans le striatum. Il en ressort que le sevrage a la cocaine a induit chez le témoin
négatif une augmentation significative de 70,78% (p < 0,001) de la concentration de sérotonine dans le
striatum en comparaison au témoin normal. L’administration de I’extrait aux doses de 160 mg/kg et 320
mg/kg a induit une baisse significative (p < 0,001) de la concentration de sérotonine dans le striatum
respectivement de de 81,25 % et 73,92 % en comparaison au témoin négatif. De plus, il a été observé une
diminution significative (p < 0,05) de cette concentration a la dose de 160 mg/kg avec une augmentation
significative (p < 0,01) & la dose de 640 mg/kg en comparaison & celle du groupe témoin normal. Ces
diminution et augmentation était respectivement de deux fois et de 80,64%. Le bacloféne a quant a lui
entrainé chez le témoin positif une baisse significative de la concentration de sérotonine dans le striatum
de 71,22 % (p < 0,001) en comparaison au témoin négatif.

De méme, la figure 17B montre que le sevrage a la cocaine a provoqué une augmentation
significative de 70,93% (p < 0,001) de la concentration de la sérotonine dans le cortex en comparaison au
témoin normal. L’administration de 1’extrait aux doses de 160 mg/kg ; 320 mg/kg et 640 mg/kg a induit
une baisse respectivement de pres de 57,22 % ; 88,67 % et 81,73 % en comparaison au témoin negatif.
Assi, il y a eu une augmentation significative de cette concentration a la dose de 160 mg/kg (p < 0,01) avec
une diminution significative (p < 0,05) pour celle de 320 mg/kg en comparaison a la concentration du

groupe témoin normal. Cette augmentation et diminution étaient respectivement de 67,85% et de 60,82%.
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Le baclofene a également baisse significative cette concentration de sérotonine dans le cortex de 65,77 %

(p < 0,001), en comparaison au témoin negatif.

Concentration de la sérotonine
(fyimL)

Concentration de la sérotonine

Figure 17: Effets de I’extrait hydroéthanolique des fruits du Citrus medica sur la concentration de
sérotonine dans le striatum (A) et le cortex (B).

Chaque barre représente la moyenne + ESM du groupe, n=4 — 6. ***p < 0,001 ; différence significative par rapport au témoin normal. Cp <
0,001 : différence significative comparée au groupe témoin négatif ; #p < 0,05 ; #p < 0,01 : différences significatives des groupes de souris
traité aux différentes doses d’extrait par rapport au témoin normal Tnor : témoin normal ; Tneg: témoin négatif ; Tpost : témoins positif;
CM160 ; 320 et 640 mg/kg : groupe tests traités aux différentes doses de 1’extrait.

111.1.5 Effets de I’extrait hydro-éthanolique des fruits de Citrus medica sur quelques parametres

du stress oxydant

111.1.5.1 Effets de ’extrait hydro-éthanolique des fruits de Citrus medica sur la concentration du
malondialdéhyde dans I’amygdale et le cortex

La figure 18A illustre I’effet de I’extrait hydro-éthanolique des fruits du Citrus medica sur la
concentration de MDA dans I’amygdale. Il en ressort que le sevrage a la cocaine a induit chez le témoin
négatif une augmentation significative de 79,96% (p < 0,01) de la concentration de MDA dans I’amygdale
en comparaison au témoin normal. L’administration de 1’extrait aux doses de 160 mg/kg, 320 mg/kg et 640
mg/kg a induit une baisse significative (p < 0,01) de la concentration de MDA dans I’amygdale de 76,95% ;
90,23% © de 67,77% en comparaison au témoin négatif. Le bacloféne a entrainé chez le témoin positif une
baisse significative de la concentration de MDA dans 1’amygdale de 95,10% (p < 0,001) en comparaison
au témoin négatif.

De méme, la figure 18B montre que le sevrage a la cocaine a provoqué une augmentation de 67,91%
de la concentration de MDA dans le cortex en comparaison au témoin normal. L’administration de 1’extrait
a la dose de 160 mg/kg a induit une baisse significative de 88,87% (p < 0,05) en comparaison au témoin
négatif. Le bacloféne a également baissé la concentration de MDA dans le cortex de 26,61% en

comparaison au témoin négatif.
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Figure 18: Effets de I’extrait hydro-éthanolique des fruits de Citrus medica sur la concentration du
MDA dans I’amygdale (A) et le cortex préfrontal (B)

Chaque barre représente la moyenne = ESM du groupe, n=4 - 6. P < 0,01 : différence significative avec le témoin normal. 2p < 0,05 ;°p
< 0,01; ¢p < 0,001 : différences significatives par rapport au témoin négatif. Tnor : témoin normal ; Tneg : témoins négatif ; Tpost :
témoins positif. CM160, CM320 et CM640 : extrait hydro éthanolique des fruits de Citrus medica aux doses respectives de 160 mg/kg,
320 mg/kg et 640 mg/kg. CM160 - CM640 : Groupes tests traités aux différentes doses de 1’extrait des fruits de Citrus medica.

111.1.5.2 Effets de ’extrait hydro-éthanolique des fruits de Citrus medica sur la concentration du
glutathion réduit dans le complexe amygdalien

La figure 19 illustre I’effet de I’extrait hydro-éthanolique des fruits du Citrus medica sur la
concentration de la GSH dans le complexe amygdalien. Il en ressort que le sevrage a la cocaine a induit
chez le témoin négatif une baisse significative de 64,09% (p < 0,001) de la concentration de la GSH dans
I’amygdale en comparaison au témoin normal. L’administration de I’extrait a la dose de 640 mg/kg a induit
une augmentation de 30,70% de la concentration de GSH dans I’amygdale en comparaison au témoin
négatif. De plus, il a été observé une diminution significative (p < 0,001) de cette concentration en
comparaison au groupe témoin normal. Cette diminution était respectivement de 67,65% (160 mg/kg);
66,22% (320 mg/kQg) et 48,18% (640 mg/kg).

Le bacloféne n’a pas entrainé I’augmentation de la concentration de GSH chez le témoin positif en
comparaison au témoin négatif. 1l a entrainé une diminution significative de cette concentration en

comparaison au groupe témoin normal. Cette diminution était de 69,52% (p < 0,001).

Concentration

Figure 19: Effets de I’extrait hydro-éthanolique des fruits de Citrus medica sur la concentration de la
GSH dans I’amygdale.
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Chaque barre représente la moyenne + ESM du groupe, n=4 - 6. ”"p < 0,001 : différence significative comparé au groupe témoins normale ;

###p < 0,001 : différences significatives des groupes de souris traité aux différentes doses d’extrait ainsi qu’au bacloféne par rapport au
témoin normal. Tnor : témoin normal ; Tneg : témoin négatif ; Tpost : témoins positif ; CM160 ; 320 ; 640 : groupe tests traités aux

différentes doses de I’extrait.

111.1.6 Effets de I’extrait hydro-éthanolique des fruits de Citrus medica sur la microarchitecture du
complexe amygdalien

La figure 20 présente les effets du traitement curatif a 1’extrait hydro-éthanolique des fruits de
Citrus medica sur la microarchitecture du complexe amygdalien. Il ressort que I’inducteur a entrainé chez
les souris du groupe négatif une perte neuronale dans la région amygdalienne. En comparaison avec les
souris du groupe négatif, 1’extrait de plante aux doses de 160 et 320 mg/kg, ainsi que le médicament de

référence ont atténué ces altérations.
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Figure 20 : Présentation des effets du traitement curatif a I’extrait hydro-éthanolique des fruits de Citrus

medica sur la microarchitecture du cortex préfrontal, de 1’hippocampe et des amygdales (200x,
Hématoxyline-éosine)
Nh = Noyau hyperchromatique ; Nn = Neurone normal ; O = Oligodendrocyte ; Pn = perte neuronale. Tnor : Témoin normal ;

Tneg : Témoin nég atif ; Tpost : témoins positif traités au bacloféne ; CM 160 ; 320: groupe tests traités aux différentes

doses de 1’extrait.

111.2. Discussion

L’addiction est une maladie chronique qui se développe en trois stades. Le premier stade se
caractérise par une recherche de plaisir qui va conduire a I’activation du circuit cérébrale de la
récompense sous le contrble de la dopamine, lorsque cette derniére est répétée, des décharges de
dopamine sont peu a peu libérées par anticipation (Charline, 2024). Un phénomeéne qui favorise la
reproduction du comportement. Le second stade de I’addiction est caractérisé par une nécessité
d’augmenter sa consommation pour obtenir les mémes effets auquel on associe les symptomes de
manques en cas de suspenssion de la prise. Le troisiéme stade renvoie a une perte de contrble sur sa
consommation avec une altération de la physiologie cérébrale (Charline, 2024). Chez les rongeurs, il a
été montré que les animaux présentant une préférence de place conditionnée induite par la cocaine
renseignent sur leur sensibilité aux indices contextuels associés aux effets de la drogue (Rappeneau,
2013). La présente étude avait pour objectif d’évaluer les effets de 1’extrait hydro-éthanolique des fruits

de Citrus medica (Rutaceae) sur un modéle d’addiction a la cocaine chez la souris Albinos.
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L’administration répétée d’une dose de cocaine (5 mg/kg) pendant 19 jours a entrainé une apparition
progressive de la préférence des souris pour le compartiment ou ils recevaient de la cocaine, grace a une
augmentation du temps passé par ces derniéres dans le dit compartiment. En effet, les injections
chroniques de cocaine induisent une plasticité des récepteurs AMPA et NMDA du glutamate.
L’augmentation de I’activité des récepteurs NMDA qui en résultent entrainent un flux de calcium dans
les neurones qui va influencer les régions du cerveau impliquées dans la formation des souvenirs spatiaux
et affectifs, renforcant ainsi 1’association entre un environnement spécifique (compartiment associé a la
cocaine) et ses effets gratifiants (Russo et al., 2010 ; Di Chiara, 1999 ; Leshner et Koob 1999). Nos
résultats corroborent avec ceux de Prast et al., 2014, qui ont montré que les souris avaient une préférence
pour le compartiment ou ils recevaient la cocaine. L’administration de 1’extrait hydro-éthanolique des
fruits de C. medica a la dose de 160 mg/kg a significativement augmenté le temps passé par les souris
dans le compartiment préféré et n’a pas eu d’effet sur le temps passé par ces animaux dans le
compartiment discriminé en comparaison au groupe témoin négatif, suggérant que I’extrait aurait un effet
anti addictive. Ces effets pourraient étre dus a son action sur les mécanismes sous-jacents de 1’addiction
en facilitant I’atténuation de I’expression de la préférence de place conditionné induite par la cocaine en
bloguant la réactivation de la préférence de place conditionné induite par cette derniere apres extinction.
Cela suggererai que le C. medica interférerais avec le maintien de 1’apprentissage associatif induit par la
cocaine en modifiant la structure (la taille) des épines dendritiques, essentiel pour I’apprentissage et la
mémoire (Tardif, 2009).

Selon Marcos et al. (2008), un sevrage de la cocaine provoque une hyperactivité associée a la
stéréotypie. Dans cette étude, il a été observé une augmentation du nombre de stéréotypies chez le témoin
négatif par rapport au témoin normal. Les résultats de cette étude ne corroborent pas a ceux de Stephanie
Puig en 2012, ou il a été observé une augmentation du nombre de stéréotypies chez les souris sevré
pendant 14 jours de la cocaine aprés une injection de dose rappel de cocaine (Liu et al., 2021). Ces
troubles anxieux dans la présente étude se traduisaient par I’augmentation du nombre de redressements,
de toilettages avec une diminution du temps passé dans les bras ouverts ainsi que le nombre d'entrées des
témoins négatifs dans les bras ouverts du labyrinthe en croix surélevé. Ceci pourra s’expliquer par le fait
que les afférences sérotoninergiques provenant du raphé dorsal vont activer les récepteurs 5-HTac situés
dans le noyau de la strie terminale qui vont inhiber les afférences GABAergiques projetant vers 1’aire
tegmentale ventrale et I’hypothalamus latéral, connues pour étre anxiolytiques, favorisant ainsi des
comportements anxiogenes (anxiété et peur) (Jennings et al., 2013). En effet, la serotonine provenant du
raphé dorsal active ses récepteurs 5HT2c présents sur les interneurones CRF/GABA, entrainant un
blocage des afférences GABAergiques vers les zones impliquées dans 1’anxiété (I’amygdale) pouvant

ainsi favoriser I’anxiété (Bockaert et Bécamel, 2017). Les résultats de la présente étude sont similaires a
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ceux de Paine et al. (2022) qui ont montré que 1’administration et le sevrage de cocaine réduit le
pourcentage de temps passé dans les bras ouverts et le nombre d’entrées dans les bras ouverts.

L’extrait de Citrus medica a la dose de 160 mg/kg a entrainé une réduction du nombre de
stéréotypie dans I’aréne ouverte, ainsi qu’une augmentation du nombre et du temps passé par les souris
dans le bras ouvert du labyrinthe en croix. Ces modifications du comportement suggereraient un effet
anxiolytique de cet extrait, probablement d a la présence des composés bioactifs tels que les flavonoides
qui a une activité anxiolytique médié par leur action sur le systeme sérotoninergique en modulant
I’activité des récepteurs 5-HT1a (noyau du raphé) en diminuant la libération de la sérotonine jouant ainsi
le r6le d’auto-récepteur (Costa et al., 2013). En effet, lorsque les récepteurs 5-HT1a sont actives par la
sérotonine, ils peuvent hyperpolariser la membrane des neurones sérotoninergiques, inhibant la libération
de la sérotonine a la terminaison axonale freinant ainsi la quantité de sérotonine libérée réduisant
I’anxiété. De plus, les résultats obtenus lors du test de I’EPM sont similaires a ceux de Rombola et al.
(2020), qui ont montré qu’une diminution du nombre d’entrées et du temps passé dans les bras fermes
indiquerait une diminution de I’anxiété chez les rongeurs.

Plusieurs études ont montré que les récepteurs GABAg étaient impliqués dans de nombreuses
physiopathologies, telles que I'anxiété, la dépression et I'addiction. La cocaine entraine une diminution
de la concentration de GABA dans le striatum et semble capable d'inhiber I'activité des récepteurs
GABAg (Cameron et al., 1994). L’utilisation du bacloféne (5 mg/kg), agoniste direct des récepteurs
GABAg, a été suggérée chez les cocainomanes car il diminue 1’activité neuronale excitative et dans
I’étude, elle n’a pas augmenté le taux de GABA dans le striatum de méme que le traitement aux
différentes doses de I’extrait. En effet, le mécanisme d’action du bacloféne bien que n’étant pas encore
complétement élucidé montre une stimulation des récepteurs GABAGg pré et post- synaptiques. Son action
est basée sur I’augmentation de I’inhibition présynaptique freinant ainsi la transmission du stimulus sans
pour autant augmenter la libération extra cellulaire du GABA (Breslow et al., 1989). Une administration
des doses élevées de C. medica pourrait aussi agir comme le baclofene.

Dans I’¢tude, il a été observé une diminution de la concentration de dopamine et de noradrénaline
dans le cortex préfrontal et le complexe amygdalien avec une augmentation de la concentration de
sérotonine dans le cortex et le striatum apreés sevrage a la cocaine. En effet, la sérotonine possede un effet
ambivalent car son déréglement via un exces de sa production conduit a des conséquences négatives
(syndrome sérotoninergique). Ainsi, un exces de sérotonine via son action sur les récepteurs 5-HT2C qui
va provoquer des altérations de 1’état mental se manifestant par de 1’anxiété (Birnbaumer et al., 2025).
Ces résultats sont similaires a ceux de Michael et al. (1994) ainsi que ceux de Bertrand Nalpas (2020),
qui ont montré que le sevrage de la consommation chronique de cocaine est associé a une diminution a
long terme de la concentration de sérotonine dans le cortex préfrontal, et que chez les consommateurs

chroniques de cocaine, en raison des modifications neuronales dues a I’installation de la tolérance, les
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taux de dopamine sont réduits. L’administration de I’extrait de C. medica a permis une augmentation de
la concentration de la noradrénaline et de la dopamine dans le complexe amygdalien et cortex préfrontal
avec une normalisation de la concentration de sérotonine dans le striatum et le cortex préfrontal. Ceci
pourrait s’expliquer par le fait que, C. medica gréce aux flavonoides agirait en se fixant sur les auto-
récepteurs 5-HT1a de la sérotonine au niveau du noyau du raphé ce qui va diminuer la libération de la

sérotonine (Costa et al., 2013).

L’analyse des parameétres du stress oxydatif a montré que I’injection répétée de cocaine a entrainé
un stress oxydant se traduisant par une augmentation du taux de Malondialdéhyde (MDA), ainsi qu’une
diminution de la concentration du glutathion réduit (GSH) au niveau tissulaire (complexe amygdalien et
le cortex préfrontal) chez les animaux du groupe témoin négatif, comparativement au témoin normal. En
effet, selon les travaux de Cunha-Oliveira et al. (2013), la cocaine induit une augmentation de dopamine
extracellulaire qui peut d’une part, étre oxydé par la monoamine associée aux mitochondries oxydase qui
va créer le peroxyde d’hydrogéne et le superoxyde et d’autre part, s’auto-oxyder produisant ainsi la
dopamine réactive quinone augmentant alors la production du superoxyde entrainant la production
d’espéces réactives a ’oxygeéne. L’excés des radicaux libres va endommager les cellules entrainant un
vieillissement prématuré, des inflammations, une dégradation de la fonction des organes et le
développement des maladies chroniques comme les maladies cardiovasculaires (Kerrour, 2021). Les
résultats obtenus dans 1’étude corroborent avec ceux de Lucyna Pomierny et al. (2013) qui ont montré
qu’aprés 1’entrainement a I’extinction de la prise de cocaine, une augmentation de la concentration de

MDA avec une diminution de la concentration de GSH était observée.

L’administration de 1’extrait hydro-éthanolique des fruits de C. medica a entrainé une diminution
de la concentration de MDA avec une légére augmentation de la concentration de GSH (dose de 640
mg/kg). En effet, le Citrus medica présente une gamme d'activités biologiques telles que des effets anti-
inflammatoires, antioxydants (Chhikara et al., 2018 ; Peng et al., 2015). L’activité antioxydant pourrait

étre attribuée a la présence de vitamine C et de composés phénoliques (Munwar et al., 2015).
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CONCLUSION ET
PERSPECTIVES




La présente étude avait pour principal objectif d’évaluer les effets de 1’extrait hydro-éthanolique
des fruits de Citrus medica sur un modele d’addiction induit par la cocaine chez la souris albinos. 1l en

ressort que :

> La cocaine administrée a la dose de 5 mg/kg de maniére chronique a induit une installation
progressive de ’addiction. Le traitement a 1’extrait hydro-éthanolique des fruits de Citrus medica, a
protégé les animaux des effets néfastes induit par la cocaine. Cette protection a été observé dans le
présent travail par une augmentation du temps passé par les souris dans le compartiment qu’ils
préféraient lors de la phase de pré-conditionnement du test de préférence de place conditionnée ;

> Lestroubles anxieux induits par le sevrage a la cocaine ont été significativement corrigés par I’extrait
de Citrus medica en diminuant le nombre de mouvement stéréotypé, le nombre de toilettage, le
nombre de redressement ainsi qu’en augmentant le nombre et le temps passé par les animaux dans
le bras ouvert ;

» L’administration et le sevrage de la cocaine a entrainé un syndrome sérotoninergique et I’extrait a

réduit la concentration de serotonine dans le cerveau.
Dans des études ultérieures, nous nous proposons de :
U Faire une analyse phytochimique en vue d’identifier les métabolites secondaires ;

U Déterminer les mécanismes d’action et les récepteurs spécifiques des métabolites de

I’extrait hydro-éthanolique au niveau du systeme nerveux central ;

U Evaluer le profil toxicologique de 1’extrait hydro-éthanolique des fruits de Citrus medica

en vue de I’élaboration d’un médicament traditionnel amélioré (MTA).
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