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RESUME

L’alcoolisme désigne 1’addiction et la dépendance a I’alcool. L’usage nocif de 1’alcool
entraine 3 millions de décés chaque année dans le monde, ce qui représente 5,3% de I’ensemble
des déces. Le traitement de cette pathologie se base généralement sur la prise des médicaments
anxiolytiques. Cependant, ces traitements palliatifs sont responsables des effets secondaires
importants. La médecine traditionnelle constitue une alternative pour la découverte des
médicaments efficaces et ayant des effets secondaires limités. Citrus medica est un petit arbre
de la famille des Rutacées, dont le fruit est appelé citron. 1l est utilisé en médicine traditionnelle
pour le soin de la peau, contre 1’addiction, I’anxiété et comme antiseptique. L’objectif de ce
travail était d’évaluer les effets de 1’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica sur
un modéle d’addiction induit & 1’éthanol chez le rat. En effet, 57 rats ont été divises en deux
groupes ainsi qu’il suit : un groupe témoin normal (7 rats) recevait par voie i.p une solution
hydrosaline (0,9% NaCl, 10 mL/kg) et un groupe alcool (50 rats) recevait par voie i.p 10 mL/kg
de I’éthanol 20° (V/V). Chaque animal a recu quotidiennement un traitement pendant 21 jours.
Vingt-quatre heures apres 1’alcoolisation, 35 survivants addicts issus du groupe alcool ont été
répartis en 5 groupes de 7 rats chacun et traités pendant 18 jours de la maniére suivante : un
groupe témoin négatif recevait de 1’eau distillée (10 mL/kg, p.0) ; un témoin positif recevait du
diazépam (3 mg/kg p.o) et trois groupes traités avec I’extrait aux doses de 112, 223 et de 446
mg/kg, p.o. Au 5 groupes susmentionnés, a été ajouté le témoin normal (7 rats) traité a I’cau
distillée (10 mL/kg, p.0). A partir du seizieme jour du traitement, tous les rats ont été soumis
aux tests du labyrinthe en croix surélevé et de 1’aréne ouverte jusqu’au dix-huitiéme jour. Vingt-
quatre heures apres les tests comportementaux, les rats ont été sacrifiés pour quantifier quelques
marqueurs neurochimiques (GABA, sérotonine et dopamine) et du stress oxydant (GSH, MDA
et SOD) dans le cortex préfrontal et I’hippocampe. Ensuite, les coupes histologiques du cortex
préfrontal et de I’hippocampe ont été réalisées. Les résultats révelent que 1’éthanol a entrainé
I’addiction caractérisée par I’apparition de I’anxiété, une diminution (p < 0,001) de la
concentration de GABA, de serotonine et de la dopamine dans le cortex préfrontal et
I’hippocampe. L’éthanol a induit un stress oxydant caractérisé par une augmentation (p <0,001)
du MDA couplée a une diminution de GSH. L’éthanol a aussi entrainé la perte des neurones.
L’extrait a en revanche augmenté (p < 0,001) le nombre d’entrées et le temps passé dans les
bras ouverts du labyrinthe en croix surélevé. Dans 1’arene ouverte, I’extrait a augmenté (p <
0,001) le nombre de lignes traversées de méme que le nombre d’entrées et le temps passé dans
le carré central. L’analyse neurochimique indique que I’extrait a augmenté (p < 0,001) la
concentration de GABA, de sérotonine et de dopamine. L’extrait a diminué (p < 0,001) la
concentration du MDA et a augmenté (p < 0,001) celle de GSH. Enfin, I’extrait a diminué (p <
0,001) la perte des neurones dans le cortex préfrontal et I’hippocampe. Ces résultats suggerent
que I’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica aurait des effets antiaddictifs
médiés par des activités neuromodulatrices, antioxydantes et neuroprotectrices.

Mots-clés : addiction, anxiété, alcool, Citrus medica.
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ABSTRACT

Alcoholism refers to addiction and dependence on alcohol. Harmful alcohol use causes
3 million deaths worldwide each year, accounting for 5.3% of all deaths. Treatment of this
pathology is generally based on anxiolytic drugs. However, these palliative treatments are
responsible for significant side-effects. Traditional medicine offers an alternative for finding
effective drugs with limited side effects. Citrus medica is a small tree in the Rutaceae family,
whose fruit is called lemon. It is used in traditional medicine for skin care, to combat addiction
and anxiety, and as an antiseptic. The aim of this study was to evaluate the effects of the hydro-
methanolic extract of Citrus medica fruit on a rat model of ethanol-induced addiction. 57 rats
were divided into two groups as follows: a normal control group (7 rats) received i.p.
hydrosaline solution (0.9% NaCl, 10 mL/kg) and an alcohol group (50 rats) received i.p. 10
mL/kg ethanol 20° (\V/V). Each animal received daily treatment for 21 days. Twenty-four hours
after alcoholization, 35 addicted survivors from the alcohol group were divided into 5 groups
of 7 rats each and treated for 18 days as follows: a negative control group received distilled
water (10 mL/kg, p.0.); a positive control received diazepam (3 mg/kg p.o.) and three groups
treated with the extract at doses of 112, 223 and 446 mg/kg, p.o. To the 5 above-mentioned
groups was added the normal control (7 rats) treated with distilled water (10 mL/kg, p.0.). From
the sixteenth day of treatment, all rats were subjected to elevated cross maze and open arena
tests until the eighteenth day. Twenty-four hours after the behavioral tests, the rats were
sacrificed to quantify some neurochemical (GABA, serotonin and dopamine) and oxidative
stress (GSH, MDA and SOD) markers in the prefrontal cortex and hippocampus. Histological
sections of the prefrontal cortex and hippocampus were then taken. The results reveal that
ethanol induced addiction characterized by the onset of anxiety, a decrease (p < 0.001) in the
concentration of GABA, serotonin and dopamine in the prefrontal cortex and hippocampus.
Ethanol induced oxidative stress characterized by an increase (p <0.001) in MDA coupled with
a decrease in GSH. Ethanol also induced neuronal loss. The extract, on the other hand, increased
(p < 0.001) the number of entries and time spent in the open arms of the elevated cross maze.
In the open arena, extract increased (p < 0.001) the number of lines crossed, as well as the
number of entries and time spent in the central square. Neurochemical analysis indicates that
the extract increased (p < 0.001) the concentration of GABA, serotonin and dopamine. The
extract decreased (p < 0.001) the concentration of MDA and increased (p < 0.001) that of GSH.
Finally, the extract decreased (p < 0.001) the loss of neurons in the prefrontal cortex and
hippocampus. These results suggest that the hydro-methanolic extract of Citrus medica fruit
has anti-addictive effects mediated by neuromodulatory, antioxidant and neuroprotective
activities.

Keywords: addiction, anxiety, alcohol, Citrus medica.



INTRODUCTION




L’addiction est un trouble caractérisé par des comportements compulsifs de recherche et de
consommation de drogues en dépit des conséquences néfastes de la consommation pour
I’individu. (Pascoli et al., 2016). L’alcoolisme désigne 1I’addiction et la dépendance a 1’alcool
(Pascoli et al., 2016). Le premier pays le plus grand consommateur au monde était représenté
par la Moldavie, en téte de ce classement avec une consommation moyenne de 18,22 litres
d'alcool pur par an et par habitant de plus de 15 ans. Ce pays était suivi par la République
tchéque (16,45 litres) et la Hongrie (16,27 litres) (OMS, 2020). En Afrique, le Cameroun
occupait la deuxieme place aprés le Gabon avec une consommation moyenne de 9 litres d’alcool
pur par an et par habitant de plus de 15 ans, suivi par le Nigeria (8,9 litres) (OMS, 2020).
L’usage nocif de I’alcool entraine 3 millions de décés chaque année dans le monde, ce qui

représente 5,3 % de ’ensemble des déces (OMS, 2022).

L alcoolisme entraine 1’anxiété ainsi que des troubles cognitifs (Richa et al., 2008). Ces
troubles résultent des altérations et des adaptations au niveau du systéme nerveux central
(Breese et al., 2011). Il est le résultat d’un déséquilibre entre les systemes glutamatergiques,
sérotoninergiques, GABAergiques, dopaminergiques et noradrénergiques (Marquenie et al.,
2007). Plusieurs médicaments sont utilisés contre 1’addiction a 1’alcool. Ces médicaments sont
entre autres le disulfirame, 1’acamprosate, la naltrexone, le nalméféne et le bacloféne (Bordet
et Danel, 2004). La majorité de ces médicaments sont des agonistes GABAergiques
(acamprosate, bacloféne) et des antagonistes opioidergiques (naltrexone et nalmeféne)
(Mohamed, 2016). La prise a long terme de ces médicaments entraine malheureusement la
dépendance. De méme, ces médicaments ont des effets secondaires considérables (Bordet et
Danel, 2004). La médicine traditionnelle constitue par conséquent une alternative pour la

découverte des médicaments efficaces et ayant des effets secondaires limités.

Citrus medica L. (Rutaceae) est un petit arbre de la famille des Rutacées, dont le fruit
est appelé citron (Navnidhi et al., 2018). Le citron est utilisé de maniére traditionnelle comme
antiaddictif, anxiolytique, antimicrobien, diurétique, fébrifuge et colique (Bardeau, 2009 ;
Navnidhi et al., 2018). Les études pharmacologiques montrent que les extraits hydroalcooliques
de citrus medica possederait des propriétés antibactériennes, antioxydantes et antiprolifératives.
Le citron est tres riche en composes naturels importants, notamment I'acide citrique, lI'acide
ascorbique, les minéraux, les acides phénoliques les flavonoides, tanins et les huiles essentielles
(Ramful et al., 2010).

Malgré la large utilisation de cette plante, peu d’études pharmacologiques ont été réalisées
sur les troubles du systéme nerveux ; d’ou I’objectif principal de notre étude était, d’évaluer les
1



effets de 1’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica sur un modéle d’addiction a

I’éthanol chez le rat. 1l s’agissait plus spécifiquement de :

4+ déterminer les effets de 1’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica sur
I’anxiété induite par 1’administration chronique de 1’éthanol ;

4+ rechercher les effets de 1’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica sur
quelques marqueurs neurochimiques (GABA, sérotonine et dopamine) et ceux du statut
oxydant (MDA, GSH et SOD) dans le cortex préfrontal et I’hippocampe ;

4+ apprecier les effets de 1’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica sur les
altérations histologiques du cortex préfrontal et I’hippocampe induites par 1’administration

chronique de 1’éthanol.
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1.1 Organisation du systeme nerveux

Le systéme nerveux est responsable de la perception sensorielle, de 1’élaboration de la
pensée et de la régulation des fonctions de I’organisme (Marieb et Hoehn, 2015). Le systeme
neveux fonctionne en recueillant des informations provenant des récepteurs sensorielles
(Kandel et al., 2012). Ces informations sont ensuite acheminées a la moelle épiniere et a
I’encéphale qui peuvent immédiatement émettre des ordres moteurs au muscles ou aux visceres
dont I’activité sera alors modifiée (Marieb et Hoehn, 2015). Les deux grandes divisions
structurales du systeme nerveux sont le systeme nerveux central (SNC) (Figure 1) et le systéme
nerveux périphérique (SNP) (Jean-Francois et al., 2011). Le SNC ou névraxe, comprend
I'encéphale et la moelle spinale, logés respectivement dans la boite cranienne et le canal
vertébral. Le SNP est compose par les douze paires de nerfs craniens qui sortent de I'encéphale
et les trente et une paires de nerfs spinaux (ou nerfs rachidiens) qui sortent de la moelle spinale

(Jean-Francois et al., 2011).
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Figure 1 : Différentes parties du cerveau humain sur une coupe médiosagittale (Crossman et
Neary, 2004)

1.1.1 Tissu nerveux

Le tissu nerveux est formé essentiellement de deux types de cellules a savoir les cellules
gliales et les neurones (Marieb et Hoehn, 2015). Les cellules gliales ont un role de soutien des
neurones et favorisent leur fonctionnement. Les neurones sont des cellules hautement

spécialisées dans la conduction d'influx appelés potentiels d'action (Marieb et Hoehn, 2015).

4+ Gliocytes

Tous les neurones sont associés a des gliocytes, il existe six types dont quatre se trouvent

dans le SNC et forment la névroglie ou colle nerveuse ce sont: les astrocytes, les



oligodendrocytes, les épendymocytes et les microglies (Figure 2). Les gliocytes du SNP sont

les cellules de Schwann et les cellules ganglionnaires (Kandel et al., 2012).

Figure 2 : Gliocytes du systeme nerveux central (Kandel et al., 2012).
4+ Neurone

Un neurone est 1’unité structurale fonctionnelle du systeme nerveux. La cellule nerveuse
est hautement spécialisée dans I’acheminement des messages sous forme d’influx nerveux entre
les différentes parties du corps (Marieb et Hoehn, 2015). Un neurone est constitué de trois partie
essentielles (Figure 3) : un corps cellulaire, des dendrites et un axone. Le corps cellulaire est
constitué d’un gros noyau sphérique au cytoplasme bien défini et d’un noyau granuleux (Kandel
et al., 2012). Les dendrites sont des prolongements courts et effilés aux ramification diffuses.
L’axone est issu d’une région conique du corps cellulaire appelée cone d’implantation (Kandel

etal., 2012).

DENDRITE

' TERMINAISON AXONALE
CORPS
CELLULAIRE
» AXONE
D'EMERGENCE
DE L'AXONE
'

N

\‘_‘.//

Figure 3 : Schéma d’un neurone (Kandel et al., 2012).

1.1.2 Communications entre neurones

Les neurones sont organisés en de grands ensembles ou circuits qui traitent des
informations spécifiques. La formation de ces circuits est rendue possible grace a 1’existence
des synapses. Une synapse est la région d’interaction entre deux cellules nerveuses et qui
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permettent le passage de 1’influx nerveux d’un neurone a un autre ou a une cellule effectrice
(Marieb et Hoehn, 2015). Ainsi, selon le mode de transmission, on distingue les synapses
électriques et chimiques.
4+ Synapses électriques
Les synapses électriques se caractérisent par la formation de jonction communicante entre
les membranes des deux cellules ; de sorte que les ions peuvent passer directement d'une cellule
a DPautre, sans l’intervention d’un neurotransmetteur. Dans le SNC des mammiféeres, ces
synapses se trouvent principalement dans des zones spécialisées ou un fonctionnement normal
exige que l'activité des neurones voisins soit tres synchronisée (Bennett, 2000). La transmission
synaptique électrique est bidirectionnelle (Lodish et al., 2005).
4+ Synapses chimiques
Les synapses chimiques sont plus nombreuses comparativement aux synapses électriques.
Dans ce type, les neurones communiguent en libérant en réponse a I’activité électrique une
grande variété de substances chimiques (Jean-Francois et al., 2011). En effet, ’arrivée du
potentiel d’action au niveau de I’élément présynaptique déclenche I’exocytose des granules de
stockage des neurotransmetteurs. Ces derniers diffusent dans la fente synaptique et vont se fixer
sur leurs récepteurs situés sur 1’élément postsynaptique (Jean-Francois et al., 2011). Une

synapse peut également étre soit excitatrice ou inhibitrice en fonction de I’effet qu’elle induit.

1.1.3 Systéme de réecompense

Il existe certains circuits cérébraux particuliers en matiére de comportement, appelés
circuits de la récompense ou encore systeéme de récompense. Il a pour but premier d’assurer la
survie de I’espece en attribuant une composante motivationnelle a certains comportements
comme manger, boire ou encore se reproduire (Dupont et Naassila, 2016). Ce circuit est
¢galement la cible de nombreuses substances d’abus (Dupont et Naassila, 2016). Les régions

impliquées dans le systéme de récompense sont respectivement :

> I’aire tegmentale ventrale (ATV) : regoit des informations des aires sensorielles activées
par le stimulus récompensateur ainsi que d’autres régions qui 1’informent du niveau de
satisfaction des besoins fondamentaux de 1’organisme (Kesner et Churchwell, 2011) ;

> le noyaux accumbens (NAC) : groupe de neurones situés dans le cerveau antérieur. C’est
la connexion dopaminergique entre I’ATV et le NAc qui va attribuer une certaine valeur
motivationnelle inconsciente a un stimulus récompensateur. Le NAc contient également des
hotspots hédoniques, responsables du plaisir inconscient généré par certains stimuli

récompensateurs (Kesner et Churchwell, 2011) ;



> I’amygdale : noyau faisant partie du systéme limbique et qui joue un réle central dans
le processus émotionnel et permet les apprentissages associatifs (Kesner et Churchwell, 2011) ;

> I’hypothalamus : a pour fonction principale de gérer la constance de notre
environnement interne, aussi appelée homéostasie (Kesner et Churchwell, 2011) ;

> le cortex préfrontal (PFC): integre des informations provenant d'autres régions
corticales et sous-corticales pour contribuer de maniere fonctionnelle a la mémoire de travail, a
la régulation des émotions et au contréle du comportement (Wilson et al., 2010 ; Kesner et
Churchwell, 2011).

Il existe trois composantes de la récompense, notamment :

> liking : est la composante hédonique de la récompense. C’est la sensation agréable qui
est attribuée a certains stimuli sensoriels (Berridge et al., 2008) ;

> wanting : est la composante motivationnelle de la récompense. C’est ce qui rend le
stimulus attractif, ce qui poussera I’individu a entrer en contact avec le stimulus et obtenir la
récompense que ¢a soit de maniere consciente ou inconsciente. La composante motivationnelle
consciente est générée notamment par le cortex orbitofrontal et le cortex insulaire (Berridge et
kent, 2004) ;

> Learning : est la composante d’apprentissage de la récompense. C’est-a-dire tout ce qui
est associations, représentations ou prédictions au sujet de la future récompense basée sur des

expériences passées.

1.2 Addiction a I’alcool
1.2.1 Définition et prévalence

Le psychiatre Aviel Goodman en 1990 avance une définition de 1’addiction comme :
“un processus par lequel un comportement, qui peut fonctionner a la fois pour produire du
plaisir et pour soulager un malaise intérieur, est utilisé sous un mode caractérisé par : 1’échec
répété dans le contréle de ce comportement (impuissance) et la persistance de ce comportement

en dépit de conséquences negatives significatives (défaut de gestion)’” (Goodman, 1990).
I’OMS définit trois niveaux de consommation d’alcool (OMS, 1975) :

4+ Les usages dits récréatifs : il s’agit des consommations ponctuelles, éventuellement

festives et a des doses restreintes.

4+ Les usages excessifs: ce sont les consommations fréquentes d’une quantité non

négligeable d’alcool ou de drogue. Ces usages entrainent des modifications au niveau du
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systéme cérébral, qui, envahi par ces substances devra retrouver un équilibre pour fonctionner

normalement.

4+ Lesusages pathologiques : ils se caractérisent quant a eux par I’incapacité de 1’individu
arésister a son envie de consommation, bien qu’il soit averti des conséquences néfastes qu’elle

aura sur lui et son environnement personnel et professionnel.

L’usage nocif de 1’alcool entraine 3 millions de déces chaque année dans le monde, ce
qui représente 5,3 % de I’ensemble des déces. Chez les personnes agées de 20 a 39 ans, environ
13,5 % du nombre total de décés sont attribuables a 1’alcool (OMS, 2022). Outre ses
conséquences sur la santé, 1’usage nocif de 1’alcool entraine des pertes économiques et

sociales importantes pour les individus comme pour la société (OMS, 2022).

1.2.2 Sémiologie

L’addition a I’alcool se manifeste par un désir irrésistible de consommer (compulsion),
une augmentation de la motivation pour la recherche d’alcool, I’apparition des symptdmes de
la dépendance au cours du sevrage et la rechute apreés plusieurs jours voire année d’abstinence
(Gorwood, 2004 ; Heilig et Koob, 2007).

Les personnes addictes manifestent au cours du sevrage (8 a 12 heure apres 1’arrét de la
consommation d’alcool) les symptdmes de la dépendance physique et psychologique qui
persiste au-dela des périodes de sevrages. Ces symptdémes chez I’homme sont marqués par une
hyperactivité du systeme nerveux autonome, une augmentation du tremblement des mains, une
insomnie, la nausée ou le vomissement, les hallucinations visuelles, tactiles ou auditives,
I’agitation psychomotrice, I’anxiété, la dépression et une crise convulsive généralisée (Kushner,
2012). Cependant les signes du sevrage dépendent de I’espéce animale. Ainsi, les rats font
relativement peu de convulsions mais peuvent facilement développer 1’anxiété au cours du

sevrage aprés une administration répétée d’alcool (Bourhis, 1998).

1.2.3 Différentes formes d’addiction

On distingue principalement I’addiction aux substances et 1’addiction comportementale.
L’addiction aux substances concerne tous les produits qui se fixent sur le systeme de
réecompense en modifiant son fonctionnement (Dupont et Naassila, 2016). Ces produits sont
I’alcool, le tabac, les stupéfiants et les médicaments psychoactifs (Pascoli et al., 2016).
L’addiction comportementale est représentée par la pratique des jeux d’argent, le sport et le

sexe (Dupont et Naassila, 2016).



1.2.4 Physiopathologie

Quelques théories permettent d’expliquer la physiopathologie de 1’addiction a I’alcool, il
s’agit notamment de la sensibilisation motivationnelle, I’impulsivité et les phénomeénes de
rechute (Dupont et Naassila, 2016 ; Gorwood et al., 2004).

4 Théorie de la sensibilisation motivationnelle

L’alcool stimule la libération de la dopamine de maniére directe en stimulant les
neurones dopaminergiques de I’ATV ou de maniére indirecte en bloquant 1’inhibition
GABAergique exercée sur ces neurones (Pascoli et al., 2016). Il a été démontré qu’une
diminution de la dopamine cérébrale au cours du sevrage chez les personnes addictes pouvait

motiver le comportement a la recherche de la drogue (Diana et al., 1996).
4+ Impulsion, compulsion et la convulsion

L’impulsivité désigne le désir de rechercher du plaisir. Plusieurs auteurs ont ainsi
suggéré que les perturbations au niveau de la sérotonine seraient la conséquence d’un défaut de
disponibilité du tryptophane, son précurseur, au niveau cérébral. Celui-ci serait en effet
métabolisé préférentiellement par la voie des kynurénines, suite a ’activation hépatique de la
tryptophane 2,3-dioxygénase sous I’effet des glucocorticoides et d’une prise aigué d’alcool
(Vignau et al., 2010). Une diminution de la concentration de sérotonine cérébrale augmente
I’impulsivité. L’héritabilité de I’alcoolodépendance, au sens large, est de I’ordre de 50 % (entre
40 % et 70 %) (Gorwood, 1997). Il existe deux variants de géne de transporteur de la
sérotonine : le variant court (S) et le variant long (L). Des études de transfection ont montré que
le variant court (S) conduit a une transcription 2 a 2,5 fois plus faible que le variant long (L), et
a une activité du transporteur dans les mémes proportions (Heils et al., 1996). L’all¢le S pourrait
surtout étre impliqué chez les sujets alcoolodépendants présentant des passages a l’acte
compulsifs (Sora et al., 2001 ; Philip et al., 2004). La compulsion désigne un désir puissant par

lequel le sujet est amené a accomplir certains actes sans lesquels il ne peut résister.

4+ Axe hypothalamo-hypophyso-surrénal et la rechute

Des études précliniques chez des rongeurs suggerent que la transition de la
consommation d'alcool a I'abus puis a la dépendance est due a des altérations des voies
neuronales liées au stress resultant de I'exposition a des cycles répétés d'intoxication et de
sevrage alcooliques (Heilig et Koob, 2007 ; Breese et al., 2011). La dépendance a l'alcool se

caractérise par une altération du fonctionnement de I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénal



(HHS) (Richardson et al., 2008). On pense que le dysfonctionnement de I’axe HHS contribue
a un certain nombre de symptémes, notamment la dysphorie, le besoin impérieux d'alcool et
une propension accrue a rechuter au début de l'abstinence (Sinha et al., 2011 ; Stephens et
Wand, 2012). L’alcool active directement I'axe HHS en régulant l'activité cellulaire
paraventriculaire (PVN) conduisant a la libération du facteur de libération de corticotrophine
(Willey et al., 2012).

1.2.5 Alcoolisme et le statut oxydant

Le stress oxydant se définit comme étant un déséquilibre profond de la balance entre les
prooxydants et les antioxydants en faveur des premiers, ce qui conduit a des Iésions tissulaires
importantes. En clinique, les personnes ayant souffert de syndromes de sevrage répétés ont une
fréquence plus ¢€levée de crises d’épilepsie, lesquelles incriminent I’activation des récepteurs
NMDA (Booth et Blow, 1993 ; Becker, 1994). L’exposition chronique a 1’éthanol augmente le
nombre de récepteurs NMDA du glutamate et diminue celui de GABA, ce qui est responsable
d’une excitotoxicité par un flux entrant de calcium dans le neurone. Un niveau élevé de calcium
intracellulaire peut induire une perturbation du métabolisme normal des mitochondries
neuronales ayant pour conséquence une surproduction des espéces réactives de 1’oxygéne et

lesquelles entrainant la mort des neurones (Tsai et al., 1998).

1.2.6 Modéle animal de I’addiction a I’alcool

Les modéles animaux peuvent étre définis comme des préparations expérimentales
développées a partir d’une espeéce pour étudier des phénomenes se manifestant au sein d’une
autre espece (Geyer and Markou, 1995). En partant du principe qu’il existe une homologie, ou
au moins une analogie, entre les caractéristiques physiologiques et comportementales de
différentes especes, il est possible d’extrapoler a I’homme, des résultats obtenus en étudiant
I’animal. Plusieurs techniques ont été utilisé pour modéliser 1’addiction (Geyer and Markou,

1995).

La premiére modélisation de I’addiction se limite a I’expression d’une dépendance
physique et psychologique liée a I’expression de symptomes de tolérance et de sevrage. Ainsi,
un mod¢le d’addiction consistait a établir chez I’animal un état de maintenance physiologique
pendant quelques jours en réponse a la drogue (tolérance), puis a soudainement retirer la drogue,
pour mesurer les effets du sevrage (Campbell, 2007). Les animaux étaient donc dans un premier

temps rendus dépendants par 1’administration forcée de la substance (Campbell, 2007).



1.2.7 Traitement de I’addiction a I’alcool

Les traitements conventionnels de 1’alcoolisme comprennent des agonistes
GABAergiques (benzodiazépine, gammahydroxybutyrate (GHB), 1’acamprosate et le
Baclofene) jouant le role antiépileptique et réduisant 1’anxiété (Mohamed, 2016). Ils peuvent
également étre des antagonistes opioidergiques (nalmiféne et la naltrexone) pouvant réduire par
cette voie I’activation du circuit de la récompense induite par ’alcool et freinent le renforcement

de la consommation et I’envie d’absorber le produit (craving) (Mohamed, 2016).

1.3 Anxiété et I’alcoolisme
1.3.1 Définition et épidémiologie

L’anxiété est un affect humain universel, qui a une fonction d’alerte permettant
I’évitement du danger (Richa et al., 2008). Cette anxiété peut devenir pathologique, par son
intensité, par sa durée, par le handicap fonctionnel qu’elle entraine, ou encore par son mode

d’apparition, déconnecté de toute situation objectivement anxiogene (Botia et al., 2014).

Pres de 90 % des alcoolo-dépendants n’ont aucun trouble anxieux indépendant ni induit
(Stein et al., 1998 ; Chilcoat, 1998). Dans des populations de patients souffrant de pathologies
alcooliques ou hospitalisés pour sevrage, la prévalence des troubles anxieux, toutes catégories
confondues, varie de 23 a 70 %, celle du trouble panique est proche de 50 % (Chignon, 1999).
Seules les phobies spécifiques ont une association faible avec 1’abus d’alcool (Alonso et al.,
2004).

1.3.2 Différents types de troubles anxieux

Il existe plusieurs types de troubles anxieux :

» le trouble anxieux généralisé (TAG) : est décrit par le Manuel diagnostique et statistique
des troubles mentaux (DSM-V) comme la présence d’inquiétudes et/ou de soucis excessifs,
persistants et incontrélables concernant un certain nombre d’événements ou d’activités pendant
une période d’au moins six mois ;

» le trouble panique (TP) : selon le DSM-V, les personnes atteintes de TP manifestent des
attaques de panique récurrentes, définies par I’occurrence soudaine d’une appréhension intense
qui atteint un pic en quelques minutes ;

» I’agoraphobie : est selon le DSM-V définit comme la peur de se retrouver dans des
situations ou des lieux d’ou il serait difficile de s’échapper. Cette angoisse est aussi fondée sur

la peur de ne pouvoir trouver de 1’aide facilement pour étre secouru ;
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» le trouble d’anxiété sociale (TAS): Selon le DSM-V, communément appelé phobie
sociale, est une peur marquée des situations sociales ou de performances dans lesquelles la
personne s’attend a se sentir embarrassée, jugée ou rejetée par autrui ;

» la phobie spécifique : comme expliqué dans le DSM-V se caractérise par une peur
intense, irrationnelle et persistante d’un objet ou d’une situation qui ne présente que peu voire
aucun danger réel ;

> le trouble obsessionnel compulsif (TOC) : est caractérisé par la survenue d'obsessions
(irruption dans la pensée d'un sentiment ou d'une idée) ou de compulsions (sont des actes que
le sujet ne peut s'empécher d'accomplir) récurrentes, suffisamment sévéres pour entrainer une
perte de temps, un sentiment marqué de souffrance ou un dysfonctionnement significatif (Nutt
et Ballenger, 2003 ; Nutt, 2005).

1.3.3 Liens physiopathologiques entre I’alcoolisme et I’anxiété

I1 existe des liens entre I’anxiété et I’alcoolisme (Kushner et al., 2012). Environ 19,4%
des patients présentant un abus ou une dépendance a 1’alcool accusent aussi un trouble anxieux.
Inversement, 17,9% des patients ayant un trouble anxieux présenteront durant la vie un trouble
li¢ a la consommation d’alcool. Dans plusieurs cas, il semblerait qu’un phénoméne d’auto-
médicamentation soit a 1’origine de la consommation chez les personnes anxieuses. Elles
ressentent un soulagement a court terme des symptomes anxieux lors de la consommation
d’alcool, puis consomment d’avantage, dans 1’optique de faire définitivement disparaitre les
symptdmes (Bolton et al., 2009 ; Robinson et al., 2009). Des théories plus récentes postulent
¢galement que ce processus de renforcement négatif était central dans 1’apparition et le maintien
des comportements d’abus et de dépendance a I’alcool (Koob, 2013). Selon certaines
hypothéses, des symptomes de panique et d’anxiété généralisée peuvent facilement étre
confondus avec ceux d’un sevrage a I’alcool, comme par exemple des crampes musculaires, de
la tachycardie, de la sudation et des nausées. Cependant, chez des personnes souffrant d’une
comorbidité anxiété-abus d’alcool, le trouble anxieux peut précéder, suivre ou survenir
simultanément avec 1’alcoolisme (Marquenie, et al., 2007, Richa et al., 2008). Les troubles
anxieux liés a 1’alcoolisme pourraient étre la conséquence d’un déséquilibre entre les influx
excitateurs, principalement dus aux neurones glutamatergiques et les influx inhibiteurs
GABAergiques. La consommation chronique d’alcool augmente le nombre de répéteurs au

glutamate et diminue ceux du GABA. (Nutt et Malizia, 2001 ; Richa et al., 2008).
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1.3.4 Traitement de ’anxiété

Le traitement pharmacologique de 1’anxiété repose essentiellement sur les
benzodiazépines (BDZ) et les antidépresseurs. Les BDZ offrent la possibilité de soulager
rapidement le patient (Gaignault et Nédélec, 1983). On distingue entre autre le diazépam et le
chlordiazépoxyde. Tous les BZD se fixent spécifiquement sur le site modulateur aux BZD
présent sur les récepteurs de 1’acide y-aminobutyrique de type A (GABAA), dont I’expression
est principalement localisée au niveau du systéeme limbique, du cortex et des noyaux gris

centraux (Gaignault et Nédélec, 1983).

1.4 Etude ethnobotanique de Citrus medica
1.4.1 Description

Les citronniers atteignent a I'age adulte 3 a 6 m de haut et sont recouverts d'un feuillage
clairsemé (Figure 5). La fleur possede cing sépales, cing pétales, de nombreuses étamines et un
pistil isolé (Navnidhi et al., 2018). Les fruits des principales espéces et variétés cultivées du
genre Citrus difféerent par leur coloration, leur forme, leur calibre, la composition de leur jus et
leur période de maturité. D’un point de vue botanique, les agrumes sont des fruits charnus de
type baie avec un péricarpe structuré en trois parties bien différenciées : 1’épicarpe appelé
flavédo, le mésocarpe appelé albédo et I’endocarpe (pulpe) (Navnidhi et al., 2018). Le citron
est une baie jaune pale, I'exocarpe forme une écorce tannée contenant une huile essentielle

aromatique, employée en parfumerie et dans l'industrie alimentaire (Navnidhi et al., 2018).

Feuille

Branche

Fleur
Fruit

Figure 4 : Feuilles, fleur, branches et fruits d’un citronnier (photographie prise par WAGA
Gaston le 19 Septembre 2023 & Yaoundé).
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1.4.2 Répartition géographique

Les citronniers sont cultivés dans les régions tropicales et subtropicales du globe,
particulierement dans la péninsule Ibérique, en Italie et en Californie (Ramful et al., 2010 ;
Navnidhi et al., 2018). Au Moyen age, les citronniers ont été introduits en Espagne et en Afrique
du Nord a partir du Proche-Orient (Ramful et al., 2010 ; Navnidhi et al., 2018).

1.4.3 Taxonomie

Tableau I : Classification systématique de Citrus medica (Navnidhi et al., 2018)

Régne . Plantae

Embranchement . Angiospermes

Classe . Equisetopsida

Sous-classe : Magnoliidae

Super-ordre : Rosanae

Ordre . Sapindales

Famille . Rutaceae

Genre . Citrus

Espéce : Citrus medica Linné. 1753

1.4.4 Usages traditionnelles et pharmacologiques

Les fruits de Citrus medica sont utilisés comme compléments alimentaires pour
aromatiser le thé, préparer la bouillie et pour la préparation de certains plats traditionnels ou
gateaux (Navnidhi et al., 2018). lls sont également utilisés dans les industries alimentaires pour
la production de jus frais et en parfumerie (Navnidhi et al., 2018 ; Bardeau, 2009). Le citron est
utilisé comme antiaddictifs, antimicrobiennes, toniques, anxiolytiques, diurétiques, fébrifuges.
On T'utilise également pour entretenir la peau et contre 1’obésité (Navnidhi et al., 2018 ;
Bardeau, 2009).

Les études phytopharmacologiques réalisées sur les extraits de Citrus medica ont montré
que la plante possede des propriétés antioxydantes, antimicrobiennes, antiprolifératives,
antihyperglycémiantes et cardioprotectrices, (Navnidhi et al., 2018). Ces activités
pharmacologiques sont dues a des nombreux composés bioactifs telsque, les phénols, les
flavonoides, 1’iso-limonéne, le citral, le limonéne, la vitamine C et le pectine (Navnidhi et al.,
2018 ; Louiza et al., 2016).
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1.4.5 Etude phytochimique de Citrus medica

Les études phytochimiques réalisées sur les extraits des fruits de Citrus Medica ont
montré la présence des nombreux metabolites secondaires comme les flavonoides, les terpénes
(limoneéne et le citral), les tanins, les composés phenoliques et les caroténoides (Navnidhi et al.,
2018). Ces métabolites secondaires posseéderaient des propriétés antihypertensives,

antihyperglycémiantes, antimicrobiennes, antifongiques et antioxydantes (Ramful et al., 2010).
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MATERIEL ET METHODES




1.1 Matériel
11.1.1 Matériel végétal

Le choix de la plante a été faite aprés des enquétes auprés des tradithérapeutes. Le
matériel vegétal était constitué des fruits en maturité de Citrus medica. La collecte du matériel
végétal a été effectuée le 02 décembre 2022 dans la région du Centre au Cameroun. Ces fruits
ont été achetés sur le marché du Mfoundi a Yaoundé. L’échantillon constitué des fruits a été
identifié¢ en comparaison avec le matériel de Gayum H du spécimen de la collection d’Herbier

national du Cameroun enregistré sous le numéro 65106 HNC.

11.1.2 Matériel animal

Les animaux utilisés pour I’expérimentation étaient des rats méales albinos de souche
Wistar, agés d’environ huit semaines et pesant en moyenne 150 g. Ces animaux ont été élevés
a ’animalerie du Laboratoire de Physiologie Animale de 1’Université de Yaoundé I dans des
cages en plastique fermées par un grillage. Tous les animaux ont été nourris et abreuvés a I’eau
de robinet ad libitum. L’animalerie était éclairé d’une luminosité moyenne et une température
proche de 25°C.

Tableau Il : Composition de 1’aliment pour un kilogramme

Constituants Quantité en %
Farine de mais 60
Farine de poisson 20
Farine de blé 10
Poudre d’arachides 6
Farine d’os 2
Complexe vitaminique 1
Sel de cuisine 1

11.1.3 Dispositifs comportementaux
4+ Labyrinthe en croix surélevé
Le dispositif du labyrinthe en croix surélevé que nous avons utilisé, était celui décrit par
Ngo Bum et al. (2009) (Figure 6A). Fait en bois, il était éleve a une hauteur de 50 cm du sol et
comprenait deux bras ouverts opposeés de (50 cm de longueur x 12 cm de largeur) et deux bras
fermés opposés de (50 cm de longueur x 40 cm de hauteur x 12 cm de largeur) avec une
plateforme au centre de 12 x 12 cm de c6te (Figure 6B).
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Figure 5: Photographie (A) et représentation schématique (B) du labyrinthe en croix surélevé
(photographie prise par WAGA Gaston au laboratoire de Physiologie Animale de 1’Université
de Yaoundeé I, Mars 2023).

4+ Areéne ouverte

L’aréne ouverte est un dispositif communément utilisé pour évaluer I’activité
locomotrice, le niveau d’exploration et la réactivité émotionnelle chez les rongeurs (Brown et
al., 1999). C’est une enceinte carrée aux bords elevés et faite de bois (Figure 7). Sa surface
d’exploration est divisée en 17 carrés dont 16 carrés divisent la base du dispositif et 1 carré
central (Brown et al., 1999). Les dimensions de 1’aréne ouverte utilisées étaient de 165 cm de

longueur, 165 cm de largeur et 83 cm de hauteur.

Figure 6 : Photographie de 1’aréne ouverte (photographie prise par WAGA GASTON au

Laboratoire de Physiologie animale de I’Université de Yaoundé I, Mars 2023).

11.2 Méthodes

11.2.1 Préparation de I’extrait hydro-méthanolique des fruits Citrus medica
Nous avions procédé a une extraction hydro-méthanolique contrairement au
tradithérapeute qui utilisait un solvant hydro-éthanolique aprés un screening ayant montré que

le solvant hydro-méthanolique augmentait 1’extraction des molécules bioactives. Cependant,
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des fruits mdrs de Citrus medica ont été soigneusement lavés, découpés et le jus a été recueilli
a I’aide d’un presse-citron. La peau et la pulpe ont été séchées a 1’abris du soleil puis réduites
en poudre. Six cent grammes de la poudre (Figure 8) a été soumis a une extraction par
macération dans six litres d’un mélange méthanol (95°) /eau distillée (7/3 : V/V) pendant 72
heures. Le macérat ainsi obtenu a été filtré a 1’aide d’un papier wattman N°3 puis évaporé dans
une étuve réglée a 45°. La quantité d’extrait obtenue a été pesée et le rendement a été déterminé
de la maniére suivante. Rendement (%) = (masse de I’extrait sec/masse de la poudre seche) x
100.

600 grammes de poudre de
citron (peau et pulpe)

Macération dans 6 L de solvant hydro-
méthanolique (7/3 : VIV)

[ Macérat

Filtration a I’aide du papier wattman N°3

[ Résidus Filtrat ]

Evaporation a I’étuve réglé a 45°C

[ 91,10 grammes de I’extrait sec, soit un rendement de 15,18 % ]

Figure 7 : Protocole d’extraction des fruits de Citrus medica

11.2.2 Etude phytochimique de I’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica

> Estimation de la teneur en phénols

Les phénols totaux ont été évalués par la méthode décrite par Folin et Ciocalteu. (1927).
Les concentrations (0,02-0,15 mg/mL) obtenue en diluant 15 mg du standard (acide gallique)
et d’extrait de la plante ont été préparées avec un mélange de solution contenant 100 uL d’acide
gallique ou extrait, 500 pL de réactif FC, et 400 uL de carbonate de sodium 7,5 %. Le mélange
a étée incubé a température ambiante pendant 10 mn et 1’absorbance a été lue a 730 nm au
spectrophotomeétre. La concentration totale de phénols dans le composé en acide gallique
équivalent a été déterminée par la courbe d’étalonnage de ’acide gallique et exprimée en mg

d’acide gallique équivalent (GAE)/g d’extrait des fruits de Citrus medica (Figure 9). La
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concentration totale de phénols contenue dans 1’échantillon a été calculée en utilisant la formule
:C=cV/m.

C = concentration totale de phénols contenues dans 1 mg GAE/g d’extrait sec, ¢ = concentration d’acide gallique obtenu de la

courbe d’étalonnage en mg/mL, V = volume d’extrait en mL, m = masse d’extrait en gramme (g).
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Figure 8 : Courbe d'étalonnage des phénols

> Estimation de la teneur en flavonoides totaux

L’estimation de la teneur en flavonoides totaux a été déterminée par la méthode de
Dehpour et al. (2009). Différentes concentrations (0,02-0,15 mg/mL) obtenue en diluant 15 mg
du standard (rutine) et de I’extrait de plante ont été préparées avec 500 pL de rutine ajouté a
1500 pL de méthanol a 95 % (v/v), 100 uL de chloride d’aluminium 10 % (m/v), 100 pL
d’acétate de sodium 1M ; 2,8 mL d’eau distillée. Le mélange a été agité et incubé a I’abris de
la lumiére et a température ambiante pendant 30 mn pour permettre la réaction. L’absorbance
a été mesurée a 415 nm au spectrophotometre. Les résultats ont été déterminés par la courbe
d’étalonnage de rutine et exprimés en mg de rutine équivalent (RE)/g d’extrait des fruits de

Citrus medica (Figure 10).
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Figure 9 : Courbe d'étalonnage des flavonoides

> Estimation de la teneur en tannins

La teneur en tannins a été déterminée par la méthode de vanilline hydrochloride (Ba et
al., 2010). Le réactif a été préparé en mixant a égal volume 1’acide chlorhydrique 8 % (v/v), le
méthanol 37 % (v/v), et la vanilline dans le méthanol 4 % (m/v). Le mélange a été conservé a
30 °C avant le test. 200 uL d’extrait de plante ou catéchine a différentes concentrations (0,06-
0,3 mg/mL) ont été ajoutés a 1000 puL de mélange de réactif de vanilline et incubé dans a I’abris
de la lumiére a 30 °C pendant 20 min. L’absorbance a été lue a 500 nm par un
spectrophotometre. La concentration totale de tanin en catéchine a été déterminée par la courbe
d’étalonnage de catéchine et exprimée en mg de catéchine équivalent (Cat E) /g d’extrait des
fruits de Citrus medica (Figure 11).
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Figure 10 : Courbe d'étalonnage des tannins
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11.2.3 Préparation des solutions et tampons

4 Dilution de I’éthanol

De I’éthanol 20° a été préparé en suivant la table de dilution de Gay-Lussac. Pour ce
faire, 408,50 mL d’eau distillée a été ajoutée a 100 mL d’éthanol pur (100°). Cet alcool a éte

obtenu en distillant de 1’éthanol 95° pour éliminer les traces d’eau le ramenant ainsi a 100°.

4 Solution de NaCl 0,9 %

Pour préparer une solution de NaCl 0,9 %, 9 g de NaCl a été dissous dans 500 mL d’eau
distillée. Le volume de la solution a été complété a 1000 mL par ajout d’eau distillée.

4+ Solution de formaldéhyde (formol 4 % tamponé)

Pour préparer un litre de formol 4 %, 6,5 g de phosphate dissodique et 4 g de phosphate
monosodique ont été ajoutés a 867 mL d’eau distillée. Apres agitation du mélange, 133 mL de

solution mere de formaldéhyde (30 %) a été introduit dans le mélange.

4+ Tampon bicarbonate (50 mM ; pH 10,2)

Un volume de 100 mL de solution de tampon bicarbonate (0,5 M ; pH 9) a été préparé

en dissolvant 3,05 g de bicarbonate dans 100 mL d’eau distillée.

4+ Réactif de Ellman

Pour la préparation du réactif de Ellman, 5 mg d’acide 2-dithio bis-nitrobenzene
(DTNB) ont été dissous dans du tampon phosphate (0,1 M ; pH = 6,5) pour un volume final de
250 mL.

11.2.4 Détermination de la dose & administrer aux animaux

La dose a administrer a été calculée a partir de la prescription du tradithérapeute qui
recommandait un demi-verre de 100 mL par jour du macérat. L’équivalent de ce volume a été
évaporé pour obtenir 2,53 g de I’extrait sec. A partir de la masse de 1’extrait sec et en estimant
a 70 kg la masse moyenne d’un individu adulte, la dose journaliére ou dose humaine équivalente
(DHE) a été déterminée. La dose animale a été déterminée a 1’aide de la formule d’interpolation
de doses inter-espéces. Elle s’exprime en multipliant la dose humaine équivalente (DHE) par
un facteur de conversion, il est de 6,17 chez le rat. Ceci nous a permis d’obtenir une dose meére
équivalente a 223 mg/kg (Shin et al., 2010). Cette dose a été encadrée par une dose maximale
(446 mg/kg) obtenue en multipliant la dose mére par deux et une minimale (112 mg/kg) en

divisant la dose mere par deux. La formules ci-apres a été utilisée.

DHE (mg/kg) = (Masse de I extrait sec)/(Masse corporelle)
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11.2.5 Alcoolisation, répartition et traitement des animaux

4+ Alcoolisation des animaux

L’addiction a I’alcool a été induite suivant la méthode d’alcoolisation forcée et le
modéle d’étude des syndromes de la dépendance physique (les crises de convulsion et les
agitations psychomotrices) et psychologique (anxiété) (Pascoli et al., 2016 ; Campbell, 2007).
En effet, 57 rats ont été divisés en deux groupes ainsi qu’il suit : un groupe témoin normal (7
rats) recevait par voie i.p une solution hydrosaline (0,9% NaCl, 10 mL/kg) et un groupe alcool
(50 rats) recevait par voie intrapéritonéale (i.p) 10 mL/kg de 1’éthanol 20° (V/V). Cet alcool a
¢té obtenu en diluant de 1’éthanol pure dans une solution hydrosaline 0,9% NaCl (V/V)
représentant une solution physiologique (Naassila, 2013). Les animaux ont été traités
quotidiennement pendant 21 jours. Les symptébmes de la dépendance psychologique
caractérisés 1’anxiété apres 12 heures de sevrage sont en effet apparus au quinziéme jours de
I’induction, lors du test de I’arene ouverte. Les animaux alcooliques ont été choisis suivant leur

niveau d’anxiété comparé avec le groupe témoin normal.

4+ Répartition et traitement des animaux

Vingt-quatre heures apres la phase d’alcoolisation, 35 survivants issus du groupe alcool
ont été répartis en 5 groupes de 7 rats et traités pendant 18 jours comme suit : un groupe témoin
négatif (7 rats) recevait de ’eau distillée (10 mL/Kg, p.0), un groupe témoin positif (7 rats)
recevait le diazépam (3 mg/kg, p.0) et trois groupes de 7 rats chacun traités avec 1’extrait hydro-
méthanolique de la peau et pulpe des fruits de Citrus medica aux doses de 112, 223 et 446
mg/kg, p.o. Par ailleurs, le groupe témoin normal (7 rats) a été associé aux 5 groupes issus du
groupe alcool et recevait de I’eau distillée (10 mL/kg p.o). Du seizieme au dix-huitiéme jour du
traitement, les animaux ont été soumis aux tests de 1’aréne ouverte et du labyrinthe en croix
surélevé pour évaluer les symptémes de I’anxiété. Vingt-quatre heures aprés les tests
comportementaux, les rats ont été sacrifiés. Le cortex préfrontal et I’hippocampe (n=5) ont été
prélevés pour quantifier quelques marqueurs neurochimiques et du stress oxydant. L’autre

partie (n=2) a été fixée dans du formol 10% pour les analyses histopathologiques (Figure 12).
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Figure 11 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental

T.Nor=témoin normal, T.Neg= témoin négatif, p.o= per os, i.p= intrapéritonéale, Diaz= diazépam, CM= Citrus medica, J=
jour

11.2.4 Evaluation des parameétres comportementaux

4+ Test du labyrinthe en croix surélevé

» Principe

L'expérience appose la peur des espaces ouverts et le désir d'explorer un nouvel

environnement.
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» Mode opératoire

L’altération des fonctions émotive chez les rats a été testée en utilisant un labyrinthe en
croix surélevé. Les rats ont été placées I’'un apres 1’autre dans la plate-forme centrale du
labyrinthe et le comportement de chaque animal a été observé pendant une durée de 5 mn. Apres
le passage de chaque animal, le dispositif expérimental était nettoyé avec 1’alcool 70° pour
éliminer les odeurs et les déchets laisses par ce dernier. Durant I’observation, les paramétres
suivants ont été enregistrés : le nombre d’entrées et le temps passes dans les bras ont été notés.

Les résultats ont été exprimés en pourcentage et calculés selon les formules suivantes :

TPB (0 ouF) NEB (0 ouF)
—— X100 NEB (0 ouF)% = ————X100

TPB (0 ouF)% =
(CouF)% TTPB NTEB

F: Fermé; O : Ouvert ; NEB : Nombres d’entrées dans chaque bras ; NTEB : Nombres total d’entrées dans tous les bras
TPB : Temps passé dans chaque type de bras ; TTPB : Temps total passé dans tous les bras.
4+ Test de I’aréne ouverte

> Principe

Ce test est basé sur le comportement d’évitement de la lumiére vive, des espaces ouverts et

de I’exploration d’un nouvel environnement.
> Mode opératoire

Chaque animal a été placé I’un aprés 1’autre dans le centre du dispositif éclairé d’une
lumiére vive pour une durée de 5 mn. Apreés le retrait de I’animal, le dispositif était nettoyé avec
de I’éthanol 70° pour enlever toute trace d’odeur laissée par I’animal. Les parametres suivants
ont été enregistrés : le nombre de lignes traversées, le temps et le nombre d’entrées dans le carré

central du dispositif.

11.2.5 Sacrifice et prélevement de cerveaux

Les animaux devant étre sacrifiés ont eté préalablement pesés. Apres la pesee, chaque
animal a été sacrifié par dislocation cervicale et placé en décubitus dorsal sur une plaque de
liege pour étre disséqué. Les cerveaux ont été prélevés, essorés avec un papier absorbant puis
placés dans des glacons pour étre solidifies pendant une heure. Apres solidification, les
hippocampes et le cortex préfrontal ont été retirées et leurs masses évaluées. Ces organes ont
été utilisés pour la préparation des homogénats avec du tampon Tris. Pour 0,4 g de tissu, le

volume de tampon Tris utilisé a été de 2 mL. Aprés broyage dans un poter, le mélange a été
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introduit dans un tube sec, puis centrifuge a 3 000 tours/mn pendant 25 minutes. Le surnageant
a été pipeté et introduit dans un tube Eppendorf puis conservé au congélateur. Une partie de
cerveaux a été fixée dans du formol 4 % pour les analyses histopathologiques du cortex

préfrontal et de I’hippocampe.
11.2.6 Dosages des marqueurs neurochimiques

4+ Dosage de I’acide gamma-amino butyrique
» Principe

La reéaction entre la ninhydrine et le GABA en milieu basique forme un complexe dont
I’absorbance est proportionnelle a la quantité d’acide gamma aminobutyrique de GABA

(GABA) dans le milieu réactionnel.
» Mode opératoire

La quantité d’acide gamma aminobutyrique (GABA) dans les surnageant des homogénats
a été évaluée par la technique décrite par Lowe et al. (1958). 100 pL de surnageant a été
introduit dans le réactif de travail qui était constitué d’un mélange de 0,2 mL de solution de
ninhydrine 0,14 M préparée dans une solution de tampon bicarbonate (0,5 M ; pH 9,9), et de
0,1 mL d’acide trichloro-acétique glacial (TCA) 10 %. Le mélange a été incubé & 60°C dans un
bain marie pendant 30 mn. A I’aide d’un spectrophotomeétre, le complexe résultant de la réaction
entre la ninhydrine et le GABA dans le milieu basique a été mesurée. La concentration de
GABA (ug/g) dans le surnageant a été déterminée en se référant a la courbe d’étalonnage du
GABA (Figure 13)
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Figure 12 : Courbe d’étalonnage du dosage de 1’acide gamma aminobutyrique.
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4+ Dosage de la sérotonine

» Principe

En présence de 1’acide chlorhydrique, la sérotonine va s’oxyder pour donner un dérivé qui
va s’associer a 1’0O-phthaldialdehyde, afin de donner un complexe coloré, dont 1’absorbance a

470 nm est proportionnelle a la concentration de la sérotonine.

» Mode opératoire

La concentration de sérotonine dans le surnageant d’homogénat a été estimée avec la
méthode décrite par Schlumpf et al. (1974). 0,8 mL de la phase surnageante a été pipetée et
ajouté a un tube sec contenant 0,2 mL d'heptane et 2,5 mL d'acide chlorhydrique 0,1M. Aprés
10 mn d'agitation vigoureuse, le tube a été centrifugé dans les mémes conditions pour séparer
deux phases. La phase organique supérieure a été éliminée et la phase aqueuse a été utilisée
pour I'estimation de la sérotonine. 0,2 mL d'échantillon, 0,25 mL de réactif O-phthaldialdehyde
(OPT) a été ajouté. Le mélange a été chauffé a 100°C pendant 10 mn. Les lectures ont été
réalisées a 470 nm par un spectrophotometre. Pour le blanc, 0,25 mL contenant du HCI 0,1 M
sans OPT a été ajouté. Les concentrations en sérotonine des échantillons, ont été déterminées a
I’aide d’une courbe d’étalonnage (Figure 14). Cette courbe a été obtenue a 1’aide des différentes

concentrations du standards (0, 2, 4, 6, 8, 10 et 12 ng/mL) de sérotonine.
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Figure 13 : Courbe d’étalonnage de la sérotonine.
4+ Dosage de la dopamine
» Principe

En présence de 1’acide chlorhydrique, la dopamine va s’oxyder pour donner un dérivé de
l'indole qui va s’associer aux trihydroxyindoles, pour de donner un complexe coloré, dont
I’absorbance a 485 nm est proportionnelle a la concentration de la dopamine.
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» Mode opératoire

Un millilitre de surnageant a été prélevé et ajouté au tube de centrifugation contenant 2,5
mL d'heptane et 1,5 mL HCI a 0,1 M. Apres 10 mn d'agitation vigoureuse, le tube a été
centrifugé a 2000 tr/mn pour séparer les deux phases. La phase aqueuse a ensuite été prélevée
pour le dosage de la dopamine. L’absorbance a été lue a température ambiante a 1’aide d’un
spectrophotomeétre a 485 nm. Les concentrations en dopamine des échantillons ont été
déterminées a I’aide de la courbe d’étalonnage (Figure 15) obtenue a partir des valeurs standards

de concentration de la dopamine (0, 5, 10, 15 et 20 ng/mL)
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Figure 14: Courbe d'étalonnage de la dopamine.
11.2.7 Dosages des marqueurs du stress oxydant
+ Dosage du malondialdéhyde
La teneur en MDA a été mesuree selon le protocole décrit par Wilbur et al. (1949).
» Principe

Le malondialdéhyde (MDA) forme en milieu acide et chaud (100 °C) de I’aldéhyde
malonique. Cette derniére réagit avec 1’acide thiobarbiturique (TBA) pour former un complexe
coloré qui absorbe a 530 nm. Ce complexe rend compte de la quantité de MDA dans

1’échantillon.
» Mode opératoire

Un volume de 250 pL. d’homogénat a été introduit dans les tubes tests et 250 pL. de tampon
Tris (HCI 50 mM ; KCI 150 mM ; pH 7,4) dans le tube blanc. 250 pL de TCA (20 %) et 500
uL de TBA (0,67 %) ont été ajoutés dans tous les tubes (essai et blanc). Les tubes ont été

bouchés a I’aide de billes de verre et incubés a 70 °C au bain marie pendant 10 mn puis refroidis
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a I’eau de robinet et centrifugés a 3000 tours/minute pendant 15 mn a température ambiante.
Apres décantation, le surnageant a été pipetée et 1’absorbance a été lue a 530 nm contre le blanc

au spectrophotomeétre. La concentration en MDA (umol/g de tissu) selon la relation ci-apres.

MDA (pmol/g de tissu) = DOxVt x 10°
hmol/g de tissu “exlxVexm

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

(g) ; 1= longueur de la cuve = 1 cm ; & = coefficient d’extinction molaire = 1,56 10> mmol cm™.

+ Dosage du glutathion réduit

L’estimation du taux de glutathion réduit (GSH) a été réalisée selon la méthode décrite par

Ellman et al. (1961).
» Principe

L’acide 2,2’-dithio-5,5’-dinitrobenzoique (DTNB) réagit avec les groupements thiols (-SH)

du glutathion pour former un complexe coloré jaune qui absorbe a 412 nm.
> Mode opératoire

Un volume de 1,5 mL du réactif d’Ellman a été introduit dans des tubes contenant
préalablement 100 uLL. d’homogénats (tubes a essai) ou 100 pl de tampon Tris-HCI (0,1 M, pH
7,4) (tube blanc). Les tubes ont été agités et incubés a 37 °C pendant 60 minutes. Les
absorbances ont été lues a 412 nm contre le blanc a 1’aide d’un spectrophotométre. Par la suite,
la concentration du glutathion réduit exprimée umol/g de tissu a été calculée grace a la formule

suivante :

GSH( 1/g de tissu) = DOx vt x 108
Hmol/g de tissu ~gxLxVexm

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-t.cm.

4 Evaluation de activité de la superoxyde dismutase

L’activité de la SOD a été évaluée selon la méthode de Misra et al. (1972).

» Principe
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La présence de superoxyde dismutase (SOD) inhibe I’oxydation de 1’adrénaline en
adrénochrome. L’augmentation de 1’absorbance a 480 nm, est proportionnelle a I’activité de la

SOD entre 20 et 80 sec.
» Mode opératoire

Un volume de 1666 pL et de 1800 uL de tampon carbonate (50 mM ; pH 10,2) ont été
introduit respectivement dans les tubes contenant 134 uLL d’homogénat et dans les tubes blancs.
La réaction a été déclenchée dans chaque tube par ajout de 200 uL de solution d’adrénaline (0,3
mM). Apres homogenéisation, la densité optique a été directement lue 8 480 nm a 20 et 80 s
par un spectrophotometre. L’activité spécifique de la SOD a été définie en unité de SOD/mg de
tissu. Ensuite, une unité de I’activité de la SOD a été définie comme I’activité de SOD
nécessaire pour causer une inhibition de 50 % de I’oxydation de I’adrénaline en adrénochrome

pendant une minute. La variation de 1’absorbance : ADO (mn) = A20 s — A80 s.

r

100

0 - - maw — — T
Yo inhibition = 100 — ADO test><ADO blanc

Nombre d'unité de SOD/mL
mg d’organe X f

Activité SOD (Unité de SOD/g de tissu) =

SOD : super oxyde dismutase ; A20 s : absorbance mesurée a 20 s ; A80 s : absorbance mesurée a 80 s ; ADO test : variation

de I’absorbance de 1’échantillon ; ADO blanc : variation de 1’absorbance du blanc ; f : facteur de dilution ; %: pourcentage.
11.2.8 Analyses histologiques

L’analyse histologique du cortex préfrontal et de 1’hippocampe a été réalisée suivant
plusieurs étapes a savoir : la fixation, le “trimming”, la déshydratation, 1’inclusion, la coupe, la

coloration, le montage et I’observation (kim et al., 2019).

» Fixation : elle permet de conserver les cellules dans un état aussi proche que possible de
celui du vivant. Les organes prélevés ont été fixés dans du formol tamponné 10 % pendant
environ 30 jours.

» Recoupe ou “trimming” : apres fixation, une fine tranche de chaque organe fixe (cortex
préfrontal et hippocampe) a été prélevée et placée dans des cassettes en plastique préalablement
étiquetées.

» Déshydratation : au cours de cette etape, les cassettes ont préalablement eté introduites,

a une durée déterminée, dans 6 bacs contenant de 1’alcool éthylique de degrés croissants : 1 bac

28



d’¢éthanol 70° (1 h), 2 bacs d’éthanol 95° (1 h et 1 h 30), et 3 bacs d’éthanol 100° (1 h, 1 h 30
et 2 h) (déshydratation proprement dite). Apres la sortie du 3e bac d’alcool 100°, les cassettes
ont séjourné dans deux bains de xyléne pendant 1 h et 1 h30 respectivement (éclaircissement),
puis dans une série de 3 bacs de paraffine en fusion (60°C) a raison de 1h, 1 h30 et 2 h
respectivement (imprégnation).

» Inclusion : elle permet de fournir un support externe solide aux tissus en vue de la
réalisation de coupes fines. Les portions d’organe ont été placés selon un sens d’orientation
déterminé dans des moules en acier inoxydable, puis la surface du moule a été recouverte par
la base de la cassette et le moule a été rempli de paraffine en fusion. Le tout a été mis a solidifier
sur une plaque réfrigérante.

» Coupe : a I’aide d’un microtome Reichert-Jung 2030, les blocs de paraffine contenant
les organes ont été coupés a une épaisseur de 5 um. Les sections de rubans obtenues ont été
mises a déplisser dans un bain marie (40°C) contenant de I’eau gélatinée (1 %o), puis récupérées
sur des lames porte objet propres préalablement étiquetées. Les lames ont ensuite séjourné
pendant 24 heures dans une étuve a 45°C.

» Coloration : elle permet d’obtenir une différenciation tinctoriale des éléments cellulaires
ou tissulaires. La technique de coloration a I’hématoxyline-éosine (HE) a été utilisée.

» Montage et observation : Apres la coloration, les lames ont été déshydratées dans trois
bains d’éthanol 100° puis éclaircies dans trois bains de xyléne (5 minutes par bain). Une fois
sortie du xylene, quelques gouttes de résine ont été déposées sur les coupes, puis ces dernieres
ont été recouvertes a 1’aide de lamelles de verre pour observation au microscope. Le microscope
(Scientico STM-50) utilisé, était muni d’une caméra digitale de marque Pierron 15601
connectée a un ordinateur Hp Pavilion Core i7, pour la prise des microphotographies. Les
sections d’images photographiées au grossissement x 400 ont ensuite été introduites dans le

““logiciel cell counter image j>’ version “‘ij 146-jdk6”’ pour le comptage des neurones viables.

11.2.9 Analyses statistiques

Les résultats obtenus des différents tests ont été exprimés sous forme de moyenne +
erreur standard a la moyenne (ESM) ou de pourcentages. Les analyses statistiques et les
constructions des graphiques ont été réalisées a 1’aide des logiciels XL Stat : GraphPad Prism
version 8.0.1.244 et Microsoft Office Excel. La comparaison des différentes valeurs a été faite
a I’aide du test d’analyse de la variance « ANOVA » ainsi que du test de comparaison multiple

de Tukey, a partir de p < 0,05, les différences ont été considérées comme significatives.
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RESULTATS ET DISCUSSION




111.1 Résultats

111.1.1 Phytochimie de I’extrait hydro-méthanolique de Citrus medica
Le tableau Il indique que I’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica contient une

concentration élevée en phénols par rapport aux flavonoides et aux tanins.

Tableau 111 : Phytochimie de 1’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica
Metabolites secondaires Concentration pour 0,02 mg d'extrait sec
Phénols (mg GAE/Q) 23,63 £ 2,43
Flavonoides (Rutin) mg RE/g 0,05+ 0,00
Tanins (Catéchine) mg CatE/g 0,12 £ 0,00

Chaque valeur représente la moyenne + ESM, n= 3, GAE = Galic Acid Equivalent, RE = Rutin Equivalent, CatE = Catéchine
Equivalent.

111.1.2 Effets de ’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica sur I’anxiété

4+ Effets de I’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica sur I’anxiété dans

le labyrinthe en croix surélevé

La figure 16 présente les effets de I’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus
medica sur les paramétres du labyrinthe en croix surélevé. Il en ressort que, I’éthanol a entrainé
une diminution de 28 % (p < 0,001) du nombre d’entrées dans les bras ouverts du témoin négatif
comparativement au témoin normal (Figure 16A). Chez les groupes ayant recu 1’extrait aux
doses 112 mg/kg et 446 mg/kg, le nombre d’entrées dans les bras ouverts a significativement
augmenté de 9 % (p < 0,01) et 13 % (p < 0,001) respectivement par rapport au témoin négatif.

Le diazépam a augmenté ce paramétre de 30 % (p < 0,001) par rapport au témoin négatif.

En ce qui concerne le temps passé dans les bras ouverts (Figure 16B), ce paramétre
diminué de 74 % (p < 0,00) chez le témoin négatif comparativement au témoin normal. Chez
le groupe ayant recu 1’extrait a la dose 446 mg/kg, il y’a eu une augmentation de temps passé
dans les bras ouverts de 33 % (p < 0,001) par rapport au témoin négatif. Le diazépam, a

augmenté le temps passé dans les bras ouverts de 66 % (p < 0,001) par rapport au témoin négatif.
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Figure 15 : Effets de I’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica sur le nombre

d’entrées (A) et de temps passés (B) dans les bras ouverts du labyrinthe en croix suréleve.

Chaque barre représente la moyenne = ESM, n = 7. %% < 0,001, différence significative par rapport au témoin normal.

**p < 0,01, ***P < 0,001, différence significative par rapport au témoin négatif. T.Nor = témoin normal ayant recu de I’eau

distillée 2 10 mL/kg ; T.Neg = témoin négatif ayant recu de I’cau distillée & 10 mL/kg ; Diaz = ayant regu le diazépam 3 mg/kg ;
CM 112, CM 223, CM 446 = Groupes traités avec I’extrait aux doses de 112, 223 et 446 mg/kg.

+ Effets de ’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica sur ’anxiété dans

I’aréne ouverte

Le tableau 1V indique que I’éthanol a entrainé une diminution du nombre de lignes
traversées chez le témoin négatif de 39 % (p < 0,001) en comparaison avec le témoin normal.
En revanche, il a été constaté une augmentation significative de 22 % (p < 0,001) et 39 % (p <
0,001) du nombre de lignes traversées chez les rats ayant recu 1’extrait aux doses de 223 mg/kg
et 446 mg/kg respectivement par rapport au témoin négatif. Le diazépam administré dans les
mémes conditions a entrainé une augmentation significative du nombre de lignes traversées de
31 % (p < 0,001) par rapport au témoin négatif. L’éthanol a également entrainé une diminution
du nombre d’entrées dans le carré central de 73 % (p < 0,001) chez le témoin négatif en
comparaison au témoin normal. L’extrait a la dose de 446 mg/kg a augmenté le nombre
d’entrées dans le carré central de 72 % (p < 0,001) par rapport au témoin négatif. En ce qui
concerne le temps passe dans le carré central, I’éthanol a diminué ce temps de 72 % (p < 0,001)

chez le témoin négatif en comparaison avec le témoin normal. L’extrait a augmenté le temps
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passé dans le carré central de 65 % (p < 0,01) et 71 % (p < 0,001) respectivement aux doses

112 mg/kg et 446 mg/kg en comparaison au témoin normal.

Tableau 1V : Effets de ’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica sur quelques

paramétres de 1’anxiété dans 1’aréne ouverte.

Nombre de lignes  Nombre d'entrées dans  Durée dans le carré

traversées le carré central central
T.Nor 41,75 + 0,86 2,50+ 0,19 10,75 £ 0,62
T.Neg 25,33 £ 0,67 $$$ 0,67 £ 0,21 $$$ 3,00 + 0,26 $$$
Diaz 3 36,50 + 1,56 *** 0,67 +0,21 0,83+0,17
CM 112 28,00 £ 0,70 1,60 + 0,24 8,60 + 0,51 **
CM 223 32,57 £ 0,61 *** 0,71+0,18 6,42 £ 0,20
CM 446 41,28 £ 0,42 *** 2,42 £ 0,20 *** 13,14 + 0,60 ***

Chagque valeur représente la moyenne + ESM, n = 7. $¥¥p < 0,001, différence significative par rapport au témoin
normal. **p < 0,01, ***P < 0,001, différence significative par rapport au témoin négatif. T.Nor = témoin normal ayant regu de
I’eau distillée & 10 mL/kg ; T.Neg = témoin négatif ayant recu de I’eau distillée a 10 mL/kg ; Diaz = groupe ayant recu le
diazépam 3 mg/kg ; CM 112, CM 223, CM 446 = Groupes traités avec ’extrait aux doses de 112, 223 et 446 mg/kg.

111.1.3 Effets de I’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica sur quelques

parameétres neurochimiques du cortex préfrontal et I’hippocampe

4+ Effets de Dextrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica sur la

neurotransmission GABAergique

La figure 17 indique que I’éthanol a entrainé une diminution significative de la
concentration de GABA dans le cortex préfrontal de 48 % (p < 0,01. L’extrait, a augmenté de
facon significative la concentration de GABA de 70 % (p < 0,001), 45 % (p < 0,01) et 81 % (p
< 0,001) dans le cortex préfrontal comparativement au témoin négatif. Dans I’hippocampe,
I’éthanol a entrainé une diminution significative de GABA de 73 % (p < 0,001) du témoin
négatif par rapport au témoin normal. L’extrait a augmenté de 59 % (p < 0,001), 57 % (p <
0,001) et 43 % (p < 0,05) respectivement, en comparaison avec le témoin négatif. Le diazépam
a entrainé une augmentation de la concentration de GABA de 64 % (p < 0,001) dans

I’hippocampe par rapport au témoin négatif.
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Figure 16 : Effets de I’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica sur la

concentration de GABA dans le cortex préfrontal et I’hippocampe.

Chaque barre représente la moyenne + ESM, n =5. %¥p < 0,01 et ¥y < 0,001, différence significative par rapport au
témoin normal. *p < 0,05 ; **p < 0,01, ***P < 0,001, différence significative par rapport au témoin négatif. T.Nor = témoin
normal ayant recu de I’eau distillée a 10 mL/kg ; T.Neg = témoin négatif ayant recu de I’eau distillée a 10 mL/kg ; Diaz =groupe
ayant recu le diazépam 3mg/kg ; CM 112, CM 223 et CM 446 = Groupes traités avec 1’extrait aux doses de 112, 223 et 446
mg/kg.

+ Effets de I’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica sur la

neurotransmission sérotoninergique

La figure 18 présente les effets de I’extrait hydro-méthanolique de Citrus medica sur la
concentration de sérotonine. Il en ressort que 1’éthanol a entrainé une diminution de la
concentration de sérotonine de 55 % (p < 0,001) dans I’hippocampe du témoin négatif par
rapport au témoin normal. Dans le cortex préfrontal par contre, la baisse de la contraction de
sérotonine était non significative. L’extrait aux doses de 112 et 223 mg/kg a entrainé une
augmentation de la concentration de sérotonine de 22 % (p < 0,001) et 39 % (p < 0,001)
respectivement dans le cortex préfrontal par rapport au témoin négatif. Dans 1’hippocampe,
I’extrait a augmenté la concentration sérotonine de 48 % (p < 0,001) a la dose 112 mg/kg et de
52 % (p < 0,001) pour les doses 223 mg/kg et 446 mg/kg en comparaison au témoin négatif. Le
diazépam a également augmenté de 55 % (p < 0,001) la concentration de sérotonine dans
I’hippocampe en comparaison au témoin négatif alors que cette méme variation n’a pas été

significative dans le cortex préfrontal.
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Figure 17 : Effets de I’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica sur la

concentration de sérotonine dans le cortex préfrontal et I’hippocampe

Chagque barre représente la moyenne + ESM, n = 5. %3%p < 0,001, différence significative par rapport au témoin
normal., ***P < 0,001, différence significative par rapport au témoin négatif. T.Nor = témoin normal ayant recu de I’eau
distillée a 10 mL/kg ; T.Neg = témoin négatif ayant recu de I’eau distillée a 10 mL/kg ; Diaz = groupe ayant recu le diazépam
3 mg/kg ; CM 112, CM 223, CM 446 = Groupes traités avec I’extrait aux doses de 112, 223 et 446 mg/kg.

+ Effets de Dextrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica sur la

neurotransmission dopaminergique

La figure 19 présente les effets de I’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus
medica sur la concentration de la dopamine dans le cortex préfrontal et I’hippocampe. Il en
ressort que, I’administration chronique de 1’éthanol a entrainé une augmentation de la
concentration de dopamine de 33 % (p <0,001) dans le cortex préfrontal chez le témoin négatif
en comparaison au témoin normal. Cette variation était non significative dans I’hippocampe.
L’extrait a entrainé une diminution significative de la concentration de dopamine dans le cortex
préfrontal de 50 % (p < 0,001) pour les doses 112 mg/kg et 446 mg/kg et de 72 % (p < 0,001)
pour la dose 223 mg/kg. Par contre, dans I’hippocampe, il a été constaté une augmentions de la
concentration de dopamine de 46 % (p < 0,001), 36 % (p < 0,001) et 28 % (p < 0,001) pour les
doses de 112, 233 et 446 mg/kg respectivement en comparaison au témoin négatif. Pour le rats
ayant recu le diazépam, il a été constaté une diminution significative de la concentration de
dopamine dans le cortex préfrontal de 27 % (p < 0,001) tandis qu’elle a significativement

augmentée dans 1’hippocampe par rapport au témoin négatif.
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Figure 18: Effets de I’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica sur la
concentration de dopamine dans le cortex préfrontal et I’hippocampe

Chague barre représente la moyenne + ESM, n = 5 %%p < 0,001, différence significative par rapport au témoin normal.
***p < 0,001, différence significative par rapport au témoin négatif. T.Nor = témoin normal ayant recu de 1’eau distillée a 10
mL/kg ; T.Neg = témoin négatif ayant recu de I’eau distillée a 10 mL/kg ; Diaz = groupe ayant recu le diazépam 3 mg/kg ; CM
112, CM 223 et CM 446 = Groupes traités avec 1’extrait aux doses de 112, 223 et 446 mg/kg.
111.1.4. Effets de ’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica sur le stress

oxydant dans le cortex préfrontal et I’hippocampe

+ Effets de I’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica sur la
concentration du malondialdéhyde

La figure 20 présente les effets de 1’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus
medica sur la concentration du malondialdéhyde. Il en ressort que I’éthanol a augmenté la
concentration du malondialdéhyde (MDA) dans le cortex préfrontal et I’hippocampe de 57 %
(p <0,001) et 36 % (p < 0,001) respectivement en comparaison au témoin normal. En revanche,
I’extrait a significativement diminué la concentration de MDA de 50 % (p< 0,001), 93 % (p <
0,001) et 90 % (p < 0,001) dans le cortex préfrontal pour les doses respectives de 112, 223 et
446 mg/kg. De méme cette diminution a été de 45 % (p < 0,001) dans 1’hippocampe a la dose
446 mg/kg en comparaison au témoin negatif. Chez les rats ayant recu le diazépam, il a été
observé une diminution de la concentration de MDA de 90 % (p < 0,001) dans le cortex
préfrontal en comparaison avec le témoin négatif. Cette diminution était non significative dans

I’hippocampe.
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Figure 19 : Effets de I’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica sur la
concentration de MDA dans le cortex préfrontal et I’hippocampe

Chague barre représente la moyenne = ESM, n = 5. $¥¥p < 0,001, différence significative par rapport au témoin normal.
***p < 0,001, différence significative par rapport au témoin négatif. T.Nor = témoin normal ayant recu de 1’eau distillée a 10
mL/kg ; T.Neg = témoin négatif ayant recu de 1’eau distillée a 10 mL/kg ; Diaz = groupe ayant recu le diazépam 3 mg/kg ; CM
112, CM 223, CM 446 = Groupes traités avec ’extrait aux doses de 112, 223 et 446 mg/kg.
+ Effets de I’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica sur la

concentration de glutathion réduit

La figure 21 présente les effets de I’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus
medica sur la concentration du glutathion réduit (GSH). 1l en ressort que, I’éthanol a en entrainé
une diminution de la concentration de GSH de 40 % (p < 0,001) et 13 % (p < 0,001)
respectivement dans le cortex préfrontal et I’hippocampe du témoin négatif en comparaison au
témoin normal. Chez les rats ayant recu I’extrait, la concentration de GSH a significativement
augmentée de 18 % (p < 0,001) a la dose 223 mg/kg dans le cortex préfrontal et de 12 % (p <

0,001) a la dose 446 mg/kg dans 1’hippocampe en comparaison au témoin négatif.
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Figure 20 : Effets de I’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica sur la

concentration de GSH dans le cortex préfrontal et I’hippocampe

Chaque barre représente la moyenne + ESM, n = 5. $%p < 0,001, différence significative par rapport au témoin
normal ; ***P < 0,001, différence significative par rapport au témoin négatif. T.Nor = témoin normal ayant recu de I’eau
distillée a 10 mL/kg ; T.Neg = témoin négatif ayant recu de I’eau distillée a 10 mL/kg ; Diaz = groupe ayant recu le diazépam
3 mg/kg ; CM 112, CM 223 et CM 446 = Groupes traités avec ’extrait aux doses de 112, 223 et 446 mg/kg.

+ Effets de I’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica sur activité de
superoxyde dismutase

La figure 22 présente les effets de I’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus
medica sur I’activité de la super oxyde dismutase (SOD). Il en ressort que 1’administration
chronique de I’éthanol n’a pas affecté significativement I’activité de cette enzyme. L’extrait
ainsi que le diazépam administré dans les mémes conditions, n’ont pas affecté significativement
I’activité de la SOD.
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Figure 21 : Effets de I’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica sur I’activité de

SOD dans le cortex préfrontal et I’hippocampe

Chaque barre représente la moyenne + ESM, n =5. T.Nor = témoin normal ayant recu de I’eau distillée a 10 mL/kg ;
T.Neg = témoin négatif ayant recu de I’eau distillée a 10 mL/kg ; Diaz = groupe ayant regu le diazépam 3 mg/kg ; CM 112,
CM 223, CM 446= Groupes traités avec 1’extrait aux doses de 112, 223 et 446 mg/kg.
111.1.5 Effets de ’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica sur la
microstructure du cortex préfrontal et I’hippocampe

Les figures 23, 24 et 25 présentent les effets de I’extrait hydro-méthanolique des fruits

de Citrus medica sur les altérations histologiques. Il en ressort que 1’administration chronique
de I’éthanol a entrainé des altérations des tissus du cortex préfrontal et I’hippocampe des rats
du témoin négatif en comparaison au témoin normal. Ces altérations sont marquées d’une part
une diminution de la densité cellulaire due une perte des neurones. D’autre part elles sont
marquées par la présence des grains pycnotiques et des noyaux condensés indiquant la mort ou
la dégénérescence des neurones. Chez les rats ayant recu 1’extrait aux doses de 112 et 223
mg/kg, il a été observé la présence de quelques neurones dégénérés dans le cortex préfrontal et
1I’hippocampe. Le groupe ayant recu I’extrait a la dose de 446 mg/kg, la structure du cortex
préfrontal et I’hippocampe est semblable a celle du témoin normal. Chez les rats ayant recu le
diazépam, la structure du cortex préfrontal et I’hippocampe est aussi semblable a celle du

témoin normal.
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Figure 22: Micrographie de la zone CAl et CA2 de I’hippocampe.

T.Nor = témoin normal ayant re¢u de 1’eau distillée 2 10 mL/kg ; T.Neg = témoin négatif ayant re¢u de 1’eau distillée
a 10 mL/kg ; Diaz = groupe ayant recu le diazépam 3mg/kg ; CM 112, CM 223 et CM 446 = Groupes traités avec ’extrait aux
doses de 112, 223 et 446 mg/kg. Ne = Neurone sain ; Cn = Cellule nécrosée ; Dc = Dégénérescence cellulaire ; Pc = Perte

cellulaire, Vc = vacuole, HIP = hippocampe ; HE = Hématoxyline-éosine
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111.1.6 Effets de I’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica sur le nombre
de neurones viables dans la zone CA1, CA3 et du gyrus denté de ’hippocampe ainsi que
du cortex préfrontal

Le tableau V présente les effets de I’extrait hydro-méthanolique des fruits Citrus medica
sur le nombre de neurones viables de la zone CA1, CA3 et du gyrus denté de I’hippocampe
ainsi que cortex préfrontal. Il en ressort que I’éthanol a entrainé des pertes de neurones de 59
% dans la zone CAL et le cortex préfrontal ; de 20 et 27 % dans la zone CA3 et le gyrus denté
de I’hippocampe du témoin négatif en comparaison avec le témoin normal. L’extrait hydro-
méthanolique des fruits de Citrus medica a diminué la perte de neurones de 37 % dans la zone
CA1l aladose 112 mg /kg en comparaison au témoin négatif. A la dose 223 mg/kg, 1’extrait a
diminué la perte des neurones de 26, 32 et 38 % dans les zones CA1, GD et CP respectivement
comparé au témoin négatif. A la dose 446 mg/kg, I’extrait hydro-méthanolique des fruits de
Citrus medica a diminué la perte de neurones de 58, 14,16 et 50 % dans les zones CA1, CA3,
GD, et CP respectivement comparé au témoin négatif. En ce qui concerne les rats traités avec
du diazépam, il a été constaté une diminution significative de la perte de neurones de 58, 19,
30 et 64 % dans les zones CAL, CA3, GD, et CP respectivement.

Tableau V : Effets de I’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica sur le nombre
de neurones viables de la zone CA1, CA3 et du gyrus denté de I’hippocampe ainsi que du cortex

préfrontal
CA1l CA3 GD CP
T.Nor 113,50 £ 2,95 107,60 £ 1,50 416,80 = 2,59 165,83 £ 2,25
T.Neg 46,50 + 0,86$%% 85,60 £ 2,50$3$ 304,20 + 3,46%$3$ 67,60 £ 1,20$$3
Diaz 3 110,50 £ 0,50*** 105,80 £ 2,98*** 437,20 £ 2,35*** 186,00 + 2,21***
CM 112 74,25 + 3,56*** 59,80 + 2,22 311,40 £ 3,91 58,40 £ 2,22
CM 223 63,00 + 3,18** 80,40 £ 2,27 448,00 £ 2,81*** 108,60 £ 2,06***
CM 446 110,67 £ 2,81*** 99,50 £ 3,37** 361,83 £ 2,65*** 136,60 * 3,04***

Chagque valeur représente la moyenne + ESM, n =7. ¥ < 0,001, différence significative par rapport au témoin
normal ; **P < 0,01 ; ***P < 0,001, différence significative par rapport au témoin négatif. T.Nor = témoin normal ayant recu
de I’eau distillée a 10 mL/kg ; T.Neg = témoin négatif ayant recu de 1’eau distillée a 10 mL/kg ; Diaz = groupe ayant regu le
diazépam 3 mg/kg ; CM 112, CM223, CM 446 = Groupes traités avec I’extrait aux doses de 112, 223 et 446 mg/kg. GD =
Gyrus denté ; CP = Cortex préfrontal.
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111.2 Discussion

Selon I’Organisation mondiale de la santé, I’addiction est un ensemble de phénomenes
comportementaux, cognitifs et physiologiques. Elle survient a la suite d’une consommation
répétée d’une substance psychoactive associé a un désir puissant de reprendre la substance
(Dupont et Naassila, 2016). Elle se manifeste par une difficulté a contréler la consommation,
une poursuite de la consommation malgré les conséquences nocives, un desinvestissement
progressif des autres activités et obligations au profit de cette substance, une tolérance accrue

et parfois un syndrome de sevrage physique (Dupont et Nassila, 2016).

La présente étude visait a évaluer les effets de 1’extrait hydro-méthanolique des fruits
de Citrus medica sur un modele d’addiction induit a I’éthanol chez le rat. Il en ressort que
I’administration quotidienne par voie intrapéritonéale de 1’éthanol chez les rats a entrainé chez
ces derniers 1’apparition de 1’anxiété. L’administration de 1’extrait hydro-méthanolique des
fruits de Citrus medica a significativement inversé le comportement des rats dans ces
dispositifs. Ces résultats corroborent ceux obtenus par Kandeda et al. (2022) qui ont observés
des variations similaires dans ces paradigmes au cours d’un modéle d’anxiété au Kainate. En
effet, nous avons observé chez les rats ayant regu ’extrait hydro-méthanolique des fruits de
Citrus medica une augmentation de la concentration de GABA et de sérotonine dans le cortex
préfrontal et I’hippocampe démontrant I’effet anxiolytique de 1’extrait. Citrus medica contient
des phénols, des flavonoides et des tanins. En effet, il a été démontré que des composés
phénoliques (hyperforine et adhyperforine), des flavonoides et des tanins inhibent la
monoamine oxydase ainsi que la recapture de la sérotonine, de la dopamine et de la
noradrénaline au niveau de la fente synaptique (Tissot, 2019). De méme, les flavonoides
agiraient sur les récepteurs GABAAa (Goetz, 2021). L’ensemble de ces résultats montrent que

I’extrait de Citrus medica aurait des effets antiaddictifs pouvant favoriser le sevrage.

L’administration de 1’éthanol a entrainé une diminution de la concentration de GABA
dans le cortex préfrontal et I’hippocampe du témoin négatif. L’alcool est un modulateur des
récepteurs GABAA,, I’injection chronique d’éthanol entraine une altération au niveau de la
neurotransmission GABAergique par désensibilisation de ces récepteurs (Richa et al., 2008). 11
est de méme connu que ’alcool est un antagoniste des récepteurs MNDA, sa consommation
chronique entraine une augmentation de ces récepteurs (Booth et Blow, 1993 ; Becker, 1994).
Ce qui est responsable des syndromes de sevrage (anxiété et hyperactivité) relatif a une
hyperactivité glutamatergique (Grover et al., 1998 ; Richaet al., 2007). En effet, il a été constaté

que chez les rats ayant recu I’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica ont une
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augmentation significative de la concentration de GABA dans le cortex préfrontal et dans
I’hippocampe. Il est connu que les médicaments qui modulent I’activité des récepteurs GABA
sont utilisés dans le sevrage de 1’alcool (Mohamed, 2016). Les benzodiazépines, agonistes
GABAergiques sont utilisées dans le sevrage de 1’addiction a I’alcool, essentiellement en raison
de leurs propriétés a contrebalancer les syndromes de sevrage et 1’excitotoxicité (Litten et
Allen,1999). L’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica contient des phénols,
des flavonoides et des tanins. Il a été démontré que des flavonoides, des acides phénols, des
coumarines et des phytostérols ont une action sur les systemes GABAergique et opioide certains
de ces flavonoides sont des ligands pour les récepteurs aux benzodiazépines (Tissot, 2019). Ces
résultats montrent que 1’extrait de Citrus medica aurait des effets antiaddictifs en favorisant de

sevrage le sevrage a I’alcool.

L’administration chronique de 1’éthanol chez les rats a entrainé une diminution
significative de la concentration de sérotonine dans 1”’hippocampe du témoin négatif. Plusieurs
auteurs ont ainsi suggéré que les perturbations au niveau de la sérotonine seraient la
conséquence d’un défaut de disponibilité du tryptophane, son précurseur, au niveau cérébral.
Celui-ci serait en effet métabolisé préférentiellement par la voie des kynurénines, suite a
I’activation hépatique de la tryptophane 2,3-dioxygénase sous 1’effet d une prise aigué d’alcool
et les glucocorticoides (Vignau et al., 2010). Selon Homberg, une réduction importante des taux
de sérotonine menerait un individu a adopter un comportement automatique, centré sur le
stimulus, son cortex préfrontal n’exer¢ant pas son plein contrdle sur les structures sous-
corticales (Homberg, 2012). Ce modéle de déficits exécutifs liés a la flexibilité cognitive
s’appliquerait bien a I’impulsivité (Fineberg, et al., 2010). En effet, il a été constaté une
augmentation significative de la concentration de sérotonine dans le cortex préfrontal et
I’hippocampe des rats ayant recu 1’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica. De
nombreuses études ont montré que les inhibiteurs de la recapture de la sérotonine pouvaient
étre une aide dans le maintien de I’abstinence et dans la réduction de la consommation d’alcool.
(Belleville et Cristini, 2000). L’extrait de Citrus medica contient des phénols, des flavonoides,
et des tanins. Il a été démontré que des composés phénoliques (hyperforine et adhyperforine),
des flavonoides et des tanins inhibent la monoamine oxydase et la recapture de la sérotonine,
de la dopamine et de la noradrénaline au niveau de la fente synaptique (Tissot, 2019). Ceci
montre que I’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica pourrait avoir des effets

antiaddictifs en réduisant I’impulsivité et/ou le désir compulsif.
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L’administration chronique de 1’éthanol chez les rats a entrainé une augmentation
significative de la concentration du MDA et une diminution de celle du GSH chez le témoin
négatif. L alcool est un antagoniste des récepteurs NMDA, la consommation chronique d’alcool
entraine une augmentation du nombre de ces récepteurs. L hyperactivité glutamatergique
favorise une entrée massive des ions calcium dans la cellule qui peut la tuer par une excitation
excessive et genere des espéces réactives de I’oxygeéne. La production chronique des especes
réactives de I’oxygénes altére le tissu par 1’attaque des lipides, des glucides, des protéines et
génerant des produits dérivés ainsi que la diminution du systeme antioxydant de protection
(Becker, 1994). En effet, il a été constaté une diminution significative du MDA et une
augmentation significative du GSH chez les rats ayant regu 1’extrait. Citrus medica contient des
phénols, des flavonoides et des tanins. Selon des études réalisées in vitro sur 1’essai d’activité
de piégeage des radicaux libres du 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH) et sur I’essai de
puissance de réduction, Mohammed et al. (2018) ont rapporté que les phénols et les flavonoides
ont un pouvoir antioxydant. Ces résultats montrent que Citrus medica aurait des activités

antioxydantes.

L’administration chronique de 1’éthanol a entrainé des altérations des neurones du
cortex préfrontal et de 1’hippocampe des rats témoins négatifs. Ces altérations sur le plan
histologique sont marquées par une diminution du nombre des neurones viables, de la densité
des neurones, la présence des noyaux cellulaires condensés et des grains de pycnose. D’aprés
Chandler et al. (1993), des Iésions cérébrales durables pourraient également étre la conséquence
de syndromes de sevrage non traités, via un mécanisme d’excitotoxicité (Chandler et al., 1993
; Thomas et Morrisett, 2000). En effet, nous avons observé chez les rats ayant recu 1’extrait
hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica une diminution des altérations des neurones
dans le cortex préfrontal et I’hippocampe. Cette activité est due aux propriétes de la plante a
agir sur les radicaux libres ainsi que ses propriétés a contrebalancer 1’excitotoxicité par
I’augmentation de la concentration de GABA. En effet la plante contient des phénols, des
flavonoides et des tanins. Il a été démontré que certains des phénols et les flavonoides ont un
pouvoir antioxydant (Mohammed et al., 2018) et que d’autres auraient une action sur le systéme
GABAergique conduisant a une diminution de I’hyperexcitabilité (Tissot 2019). Ces reésultats
montrent que 1’extrait hydro-méthanolique de Citrus medica pourrait avoir des effets

neuroprotecteurs.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES




La présente étude avait pour objectif d’évaluer les effets de 1’extrait hydro-méthanolique
des fruits de Citrus medica sur un modéle d’addiction induit a 1’éthanol chez le rat. Il en ressort
que I’administration chronique de 1’éthanol chez les rats a entrainé 1’addiction par I’apparition
de I’anxiété, un déséquilibre de la neuromodulation (GABA, sérotonine et dopamine), une

augmentation du stress oxydant ainsi que des altérations histologiques.

Le traitement avec I’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica a diminué

les effets induits suite a 1’administration chronique d’éthanol par :

+ I’augmentation du temps et du nombre d’entrées dans les bras ouverts du
labyrinthe en croix surélevé, une augmentation du nombre d’entrées et du temps passés dans le
carré central de I’aréne ouverte ;

+ une amélioration de la neuromodulation et une diminution du stress oxydant ;

+ une diminution de la perte des neurones dans le cortex préfrontal et
I’hippocampe.

L’ensemble ces résultats montrent que 1’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus
medica aurait des effets antiaddictifs médiés par des activités neuromodulatrices, antioxydants

et neuroprotectrices.

L’étude actuelle a eu un certain nombre de limites. Cependant, nous proposons pour les

études ultérieures :

+ d’évaluer les effets de I’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica
sur dans un modele d’impulsivité a I’éthanol chez le rat ;

+ d’évaluer les de I’extrait hydro-méthanolique des fruit d citrus medica sur les
comportement motivationnel a 1’éthanol chez le rat.

+ d’évaluer les effets de I’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica
sur d’autre marqueurs de la dépendance a 1’éthanol chez le rat ;

+ évaluer la toxicité de 1’extrait hydro-méthanolique des fruits de Citrus medica.
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