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Introduction

Introduction

La réponse inflammatoire est le premier systéme de signaux d’alarme du corps qui opere
pendant les perturbations graves de l'homéostasie, telles que l'infection, les blessures et
lI'exposition a des contaminants (Abdulkhaleq et al, 2018), elle est déclenchée par des récepteurs
immunitaires qui reconnaissent les agents pathogenes et les cellules endommagées (Ashley et al,
2012), puis elle est orienté vers le confinement et 1’¢limination des microbes.

Une inflammation incontrolée est apparue comme une base physiopathologique pour de
nombreuses maladies largement répandues dans la population générale qui n'étaient pas
initialement connues pour étre liées a la réponse inflammatoire, y compris les maladies
cardiovasculaires, le cancer, les maladies neurodégénératives et neuropsychiatriques (Charles,
2010).

De plus, de nombreuses études ont démontré que les processus inflammatoires sont
impliqués dans la physiopathologie de la dépression (Gatecki et al, 2018; Roohi at al, 2021). 1l
est maintenant bien €tabli qu'une perturbation des systéemes immunitaires innés et adaptatifs se
produit chez les patients déprimés et entrave un pronostic favorable, y compris des réponses
antidépressives (Beurel et al/, 2020). L’infection précoce et les maladies auto-immunes sont
associées a un risque plus €levé de dépression a 1'age adulte; les personnes atteintes de maladies
inflammatoires chroniques a médiation immunitaire telles que la polyarthrite rhumatoide
présentent une prévalence plus élevée de dépression. Cette derniére est également associée a
d'autres conditions liées a des marqueurs inflammatoires élevés, comme la maladie cardio-
vasculaire (MCV) (Osimo et al, 2019).

La dépression représente la premiere cause d'invalidit¢é dans le monde et est souvent
mortelle (Beurel et al, 2020), elle affectant environ 10 a 20% de la population générale au cours
de sa vie (Osimo et al, 2019), elle se caractérise par une tristesse, une perte d'intérét ou de plaisir,
des sentiments de culpabilité ou de faible estime de soi, des troubles du sommeil ou de 1'appétit,

des sentiments de fatigue et une mauvaise concentration (Lim et a/, 2017).

Dans sa forme la plus sévere, la dépression peut entrainer le suicide et un risque accru de
mortalité (Lim et al, 2017).

Bien qu'il existe différents antidépresseurs, les médicaments utilisés favorisent plusieurs
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effets indésirables courants (Maia et al, 2021), la phytothérapie peut étre une alternative efficace
dans le traitement des troubles dépressifs. De plus, la pharmacothérapie avec des plantes
médicinales peut offrir des avantages en termes de sécurité et de tolérance, éventuellement en
améliorant égallement l'observance du patient (Machado et al, 2013).

Dans les sociétés modernes, nous avons observé une forte tendance vers les produits
naturels; Outre le recours aux divers types d’extraits de plantes dont les huiles essentielles pour
éviter le risque d’effets secondaires des médicaments (Bachiri et al, 2017) , les huiles essentielles
ont été reconnues comme des agents thérapeutiques depuis des temps anciens pour leur large
éventail de propriétés pharmacologiques et psychologiques (Lizarraga-Valderrama, 2020).

Les Lamiacées sont bien connues pour ses huiles essentielles biologiquement actives,
communes a de nombreux membres de la famille, ses herbes ornementales et culinaires telles que
le basilic, la lavande, la menthe, le romarin, la sauge et le thym (Andrade ef al, 2018).

Le but de ce travail est d'évaluer l'activité anti-inflammatoire et antidépressive des huiles
essentielles de la plante Rosmaronus Officinalis dans un mod¢le animal d’inflammation induite
par LPS.

La présente étude, comporte:

Une partie bibliographique représente les généralités sur 1'inflammation et dépression et la
relation entre elle dans un premier chapitre et sur la plante Rosmarinus Officinalis dans un
deuxiéme chapitre.

Une partie expérimentale subdivisée en deux chapitres:

Un chapitre «matériel et méthodes» met en évidence toutes les et les stratégies suivies
durant cette expérimentation et un autre chapitre correspondent aux résultats et a leurs

discussions appropriées
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Chapitre 1 Inflammation &Dépression

Inflammation & Dépression

1 . Inflammation
1.1. Définition

L’inflammation est un moyen de défense naturelle des organismes supérieurs contre toute
agression extérieure (infection, blessure, agression mécanique, etc.) (Yougbaré-Ziébrou et al ,
2015).

Elle est considére comme une réponse adaptative a l'infection, aux 1ésions tissulaires et a
d'autres stimuli et agents nocifs qui comprennent une grande variété de processus physiologiques
et pathologiques visant a limiter leurs effets indésirables (Gudkov & Komarova, 2016). Elle a

pour but d’éliminer 1’agent pathogéne et réparer du tissu 1€sé (Yougbaré-Ziébrou et al , 2015).

Figure 1. La réaction de I’inflammation (Bounihi, 2016).

1.2. Type d’inflammation
1.2.1. Inflammation aigué

L'inflammation aigué est généralement causée par des stimuli exogeénes comprenant, outre
l'infection et les blessures, des allergénes, des irritants, des corps étrangers et des composés
toxiques. Une réponse inflammatoire aigué réussie aboutit a 1'élimination de 1'agent infectieux (ou
autre stimulus). Si la réponse inflammatoire aigu€ ne parvient pas a éliminer 1'agent pathogeéne ou

un autre stimulus, le processus inflammatoire peut devenir chronique (Gudkov & Komarova,
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2016). L’inflammation aigué€ se déroule en trois phases: la phase vasculaire, la phase cellulaire et
la phase de resolution.

a) Phase vasculaire :

La premiére étape de la cascade inflammatoire implique la reconnaissance de l'infection ou
des dommages, tous sont reconnues par le systéme immunitaire, particuliecrement par des cellules
inflammatoires résidentes tels que les macrophages tissulaires, et les mastocytes (Ashley et al,
2012).

Cette phase est caractérisée par I'augmentation du flux sanguin, suite a la sécrétion de
médiateurs tels que l'histamine ou la sérotonine par les mastocytes et les basophiles présents,
provoque la rougeur, la chaleur et l'augmentation de la perméabilité capillaires, en induisant un
cedeme (Febvre, 2019).

b) Phase cellulaire:

Cette phase, implique surtout les cellules endothé¢liales et les leucocytes circulants, les
polynucléaires sont les premicres cellules qui migrent vers le site enflammé (Kada, 2018). Les
cytokines libérées par les macrophages et les PN neutrophiles vont agir sur les cellules
endothéliales des vaisseaux sanguins locaux, provoquant 1’activation des cellules endothéliales et
favorisant le recrutement des leucocytes circulants (Noack et al , 2018).

Le recrutement des PN neutrophiles est ainsi suivi par la migration des monocytes et
finalement des lymphocytes, la migration de ces cellules dans le tissu et leurs effets locaux, une
fois 1’agression maitrisée, la réaction inflammatoire est arrétée. Les macrophages vont nettoyer
les débris cellulaires (Noack et al , 2018).

¢) Résolution de ’inflammation :

Cette phase met fin au processus inflammatoire. Elle permet I’arrét de I’agression grace a la
déplétion de chémokines pro-inflammatoires ainsi que la destruction des PNN (Allam-Ndou,
2017), la transformation des macrophages de cellules activées de manicre classique en cellules

activées de manicre alternative et l'initiation de la guérison (Chen ef al, 2018).

1.2.2. Inflammation chronique
L'inflammation chronique se produit lorsque les mécanismes inflammatoires aigus ne
parviennent pas a ¢éliminer les 1ésions tissulaires (Chen et a/ , 2018). L'inflammation chronique

est une condition pathologique caractérisée par une réponse inflammatoire active et persistante
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(Petryk & Shevchenko, 2020). Elle se produit également dans certaines maladies telles que

cancers et pathologies métaboliques et ainsi caractérisée par une longue durée (Febvre, 2019).

1.3 . Les maladies inflammatiore

Les maladies inflammatoires chroniques sont la troisieme causes de la mortalité (Kernouf,
2019). Elle est la cause de plusieurs maladies, telles que la polyarthrite rhumatoide, le psoriasis
ou les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (Noack & Kolopp-Sarda, 2018).

Les cytokines jouent un rdle primordial dans les maladies inflammatoires chroniques (PR,
psoriasis, MICI, elle influence au niveau local et contribuer ainsi a la chronicité de
I’inflammation mais elles peuvent également avoir des effets systémiques (Noack & Kolopp-

Sarda, 2018; Kada, 2018).

2 . Dépression

2.1. Définition

Selon I'OMS, la dépression constitue un trouble mental courant, caractérisé par la tristesse,
la perte d'intérét ou de plaisir, des sentiments de culpabilité ou de faible estime de soi, des
troubles du sommeil ou de I'appétit, d'une sensation de fatigue et d'un manque de concentration
(Dussault, 2018).

De plus, elle est associée a un risque accru de mortalité toutes causes confondues et a une
réduction de l'espérance de vie, ce qui représente un colt ¢levé pour les services de santé (Maia et
al, 2021).

2.2 . Physiopathologie de la dépression
2.2.1. La théorie monoaminergique de la dépression

A dominé les conceptions sur la physiopathologie neurobiologique de la dépression au
cours des derni¢res décennies. Cette hypothése, se décline en plusieurs versions , Cette premiere
théorie propose que la dépression soit due en particulier a une déficience en noradrénaline (NA)
et/ou en sérotonine (5-HT) ,avec par ailleurs des tentatives démissent correspondance de chacune
d’elles avec des dimensions symptomatiques (Dussault, 2018; Carrillo ef al, 2020).

2.2.2 . La théorie neurotrophique de la dépression

Elle suggére qu'une neurogenese réduite de I'hippocampe adulte pourrait sous-tendre la

pathoétiologie de la dépression (Wainwright & Galea, 2013).11 a été prouvé que les facteurs de

croissance sont fortement impliqués dans la régulation de la plasticité en ayant un impact sur
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presque tous les processus de neuroplasticité, y compris la survie neuronale, la différenciation et

la prolifération (Levy et al, 2018).

Le facteur neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF) est une neurotrophine impliquée dans
la croissance, la différenciation et la survie des neurones, il exerce ses effets neurotrophiques via:
les récepteurs de la tropomyosine kinase B (TrkB) li¢ a la tropomyosine (Levy ef al, 2018).

2.3. Le traitement de dépression

Les antidépresseurs sont regroupés en différentes classes pharmacologiques en fonction de
leur influence sur la neurotransmission monoaminergique (Tomaz et al, 2020), parmi eux nous
trouvons les ISRS (Inhibiteurs Sélectifs de la Recapture de la Sérotonine), les IRSNA ( Inhibiteur
de la Recapture de la Sérotonine et de la Noradrénaline (IRSNA)), les ATC (Antidépresseurs
Tricycliques ou imipraminiques), les IMAO ( Inhibiteurs de la Monoamine Oxydase. On a des
IMAO non sélectifs et des IMAO sélectifs) (Gilles, 2015), les médicaments multimodaux tels que
les nouveaux antidépresseurs de la vortioxétine (VORT) qui présentent un effet de type
sérotonine, en d'autres termes, ce médicament n'interfere pas seulement avec les transporteurs des
neurotransmetteurs, mais agit €galement sur les récepteurs sérotoninergiques pré- et post-

synaptiques (Tomaz et al, 2020).

3. La relation entre ’inflammation et la dépression

L'inflammation joue un rdle clef dans la physiopathologie des troubles dépressifs. Les
patients atteints de TDM (Troubles Dépressifs Majeurs) présentent une augmentation des
marqueurs inflammatoires dans le sang tels que l'interleukine (IL)-1p, 1'[L-6, le facteur de nécrose
tumorale (TNF) -a et la protéine C-réactive (CRP) (Majd et al, 2019), et l'interféron (IFN), ces
constats peuvent &tre cliniquement importants car les cytokines pro-inflammatoires peuvent

contribuer directement au développement de symptdmes dépressifs (Dowlati et al/, 2010).

4. Stress oxydatif

Notre organisme produit de 1'énergie a partir des aliments et de 1’oxygene ,molécule
indispensable a la vie. Cette derniere, devient une pathologique pour l'organisme lorsque
elle génere des composés tres réactifs vis-a-vis de substrats biologiques, dénommés especes
réactives de l'oxygeéne (ERO) (Rebai, 2017). Le stress oxydatif est un résulte d’un déséquilibre
entre especes pro-oxydantes et antioxydantes, les especes pro-oxydantes étant générées par les

phénomenes radicalaires qui sont omniprésents chez tout étre vivant (Duranda et al, 2013). Pour
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cela, l'organisme a développé un systéme de défense trés sophistiquée, composé¢ de

substances dites antioxydants qui régulent la production des ERO (Rebai, 2017).

4.1. Les radicaux libres

Les radicaux libres sont synthétisés en permanence dans la cellule lors de réactions avec
'oxygene (Rebai, 2017). Un radical libre est une molécule instable trés réactive qui présente un
¢lectron non apparié, et qui n’a de cesse de vouloir arracher un électron a la molécule voisine.
Des RLO importants sont I’anion superoxide (*O2-), le peroxyde d’hydrogéne, les radicaux

hydroxyles (Geny et al, 2019).

4.2. Les antioxydants

Le terme d’antioxydant désigne «toutes substances qui, présentes a faible concentration par
rapport a celle du substrat oxydable, retardent ou inhibent significativement 1’oxydation de ce
substrat » (Duranda et al, 2013). Nous possédons des systémes de défensesantioxydantes
enzymatiques (superoxide dismutase (SOD), catalase, glutathion peroxidase) ou non
enzymatiques (glutathion, vitamines) qui nous protegent contre les attaques radicalaires des

especes réactives a I’oxygene (Geny et al, 2019).



Chapitre 2:
Rosmarinus Officinalis



Chapitre 2 Rosmarinus Officinalis

Rosmarinus officinalis

2. Plante utilisée : Rosmarinus officinalis

Rosmarinus officinalis, communément appelé romarin, est un arbuste pérenne a feuilles
persistantes appartenant a la famille des Lamiacées (Hamidpour et al, 2017).

R. officinalis pousse jusqu'a 2 metres de haut et a des feuilles vertes pérennes (Borges et
al, 2018), en forme d'aiguilles et des fleurs blanches, roses, violettes ou bleues, Les feuilles sont
persistantes, avec des poils denses, courts et laineux. Le romarin a tendance a fleurir a 1'extérieur,
sa saison de floraison normale; on sait qu'elle fleurit aussi tard que début décembre, des la mi-

février (Kompelly et al, 2019).

Figure 2. La plante de Rosmarinus officinalis (Kompelly et al, 2019).

2.1. Noms communs

Il est dérivé du mot latin ros (rosée) et marinus (mer) qui signifie «rosée de la mer»
(Kompelly et al,2019). 11 appartient a la famille des Lamiaceae, anciennement appelée Labiatae
Populairement connue sous le nom de Rosemary (anglais), Alecrim (portugais) et Romero
(espagnol) (Borges et al, 2018). Rosmarinus officinalis est un remeéde a base de plantes
aromatiques qui peut soulager les crampes et la douleur, et améliorer la circulation vers la téte.

Ainsi, son nom commun en arabe se traduit par «herbe du souvenir» (Elmhalli ef al, 2019).
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2.2 . Position systématique

Tableau 1. position systématique de Rosmarinus officinalis (Kompelly et al, 2019).

Reégne Plantae

Classe Magnoliopsida
Famille Lamiaceae
Genre Rosmarinus
Espece R.officinalis
2.3.Position

Le romarin est cultivé dans le monde entier, mais c'est un arbuste pérenne a feuilles
persistantes originaire du sud de I'Europe et de 1'Asie, en particulier de la région méditerranéenne
(Rahbardar & Hosseinzadeh, 2020).

2.4. Utilisation

Le romarin est maintenant cultivé dans le monde entier en raison de son utilisation comme
conservateur et agent aromatisant alimentaires naturels. Le romarin a également été utilisé
comme source de médecine traditionnelle pendant des siécles comme traitement des maladies du
systeme digestif (Hamidpour et al, 2017), il traite ¢galement les céphalées et les migraines, les
blanchites, les coliques, améliore les fonctions hépatiques et biliaires en cas de troubles
digestifs.il est utilisé en usage externe pour soigner les rhumatismes et les troubles circulatoires

(Makhloufi, 2013).

3 . Huiles essentielles
3.1. Définition des huiles essentielles

Sont des mélanges de substances aromatiques produit par de nombreureses plantes ,elles
sont presents en petites quantités par rapport a la masse végétal ; elles sont odorantes et trés
volatiles (Bekhechi & Abdelouahid, 2010). L’ huile essentielle est définie par 1'ISO comme le
produit obtenu a partir de matiére végétale brute par distillation a la vapeur, y compris
I'hydrodistillation, ou des procédés alternatifs avec le méme principe (Borges et al, 2018).

3.2 . Propriétés physico- chimiques
Les huiles essentielles sont solubles dans 1'alcool, 1'éther et les huiles fixes, mais insolubles

dans l'eau. Ces huiles volatiles sont généralement liquides et incolores a température ambiante.
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elles ont une odeur caractéristique, sont généralement liquides a température ambiante et ont une
densité inférieure a l'unité, a l'exception de quelques cas (cannelle, sassafras et vétiver) (Dhifi,
2016).

Les huiles essentielles sont constituées principalement de deux groupes de composés
odorants distincts selon la voie métabolique empruntée ou utilisée. Il s’agit des terpénes (mono et
sesquiterpeénes), prépondérants dans la plupart des essences, et des composés aromatiques dérivés

du phénylpropane (Nowicki, 2019).

3.3 . Conservation des huiles essentielles

Les HE sont constitués de molécules qui sont relativement instables dans le temps. Nous
pouvons observer des réactions de type photo-isomérisation, photocyclisation, coupure
oxydative, peroxydation et décomposition en cétones et alcools, thermo-isomérisation, hydrolyse,
transestérification (Laurent, 2017). Ces dégradations peuvent modifier leurs propriétés si elles ne
sont pas enformées dans des flacons propres et secs en aluminium en acier inoxydable ou verre

teinté a 1’abri de la lumicre et chaleur (Bekhechi & Abdelouahid, 2010).

3.4. Les principaux composés des huiles essentielles de R Officinalis
Dans I’huile essentielle de R Officinalis, Nous retrouvons du camphre, du cinéole, de
I’a-pinene,, du bornéol, de I’acétate de bornyle et du camphéne (Boulade, 2018). 1’analyse de la
composition chimique du l'huile essentielle de R Officinalis a permis d'identifier 43 composés
(Lograda et al, 2013) .
Tableau 2. Les principaux composés de l'huile essentielle de R Officinalis L. et certaines

activités biologiques qui leur sont attribuées (Borges et a/, 2018).

molécule | Activité Références

1,8- Anti-inflammatoire, (Juhas et al, 2009), (Machado et al, 2013)

cineole Antidépressif, Antalgique, | (Faria ef al, 2011) (Vilela et al, 2016), (Bajalan
Antioxydant, et al, 2017)

=-pinene | Anti-inflammatoire, (Nam et al, 2014) (Bae et al, 2012) (Lin et al,
Antifongique, Antioxydant, | 2016) (Takayama ef al, 2016)
Antibactérien

Camphre | Anti-inflammatoire, (Silva & Faria, 2014) , (Fahim et al, 1999)
Antalgique, Antimutageéne | (Takayama et al, 2016) (Bajalan et al, 2017)
,Antioxydant (De Melo et al, 2011)
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Matériel & Méthodes

1. Matériel
1.1. Matériel végétal et extraction des huiles essentielles
Rosmarinus officinalis a été collecté¢ sur la base d'informations ethnopharmacologiques,
dans les villages de la région de Rabat-Salé-Zemour-Zaers (Alnamer et al, 2012), et a Santo
Amaro da Imperatriz Santa Catarina (Machado et al , 2013).
L'huile essentielle a été produite a partir de tiges et de feuilles de Rosmarinus officinalis par
méthode d'hydrodistillation.
La matiére végétale est coupée en petits morceaux (Alnamer, 2012), une quantité de 100 g
de la plante a ét¢ ajoutée a 800 ml d'eau distillée dans un flacon de 2 litres. L'ensemble a été placé
dans un ballon chauffant fixé a un réfrigérateur pour assurer la condensation des huiles

essentielles pendant 3 heures (Elyemni et al, 2019).

Figure 3. Représentation schématique de chouffage classique (Ben Djaballah & Bellaka, 2020).

L'huile essentielle a été recueillie, séchée en utilisent le K2COj; anhydride (Alnamer et al,
2012). Et conservée dans des flacons scellés dans l'obscurité, a 4°C, jusqu'a son utilisation

(Elyemni et al, 2019).
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1.2. Animaux

Des souris Swiss de sexe male (agées de 60 a 70 jours pesant de 45 a 50 g) ont été
maintenues a température ambiante constante (21 + 1°C) avec un acces libre a l'eau et a la
nourriture, sous un cycle lumiere: obscurité de 12:12 h (lumiéres allumées a 07h00). Les souris
ont été autorisées a s'acclimater a la salle d'attente pendant 24 h avant la procédure
comportementale (Machado et al, 2013). Les animaux ont été répartis au hasard dans des groupes
expérimentaux spécifiés.Tous les animaux avaient un libre a 1'exception d'une courte période de
jetine avant le traitement avec la dose unique de I'huile essentielle (Alnamer ef al, 2012).

Les procédures de cette étude ont été réalisées conformément au Guide de I'Institut national
de la santé pour le soin et l'utilisation des animaux de laboratoire et approuvées par le comité

d'éthique de l'institution. Tous les efforts ont été faits pour minimiser la souffrance des animaux

et pour réduire le nombre d'animaux utilisés dans les expériences (Machado et al, 2013).

2. Méthodes
2.1. chromatographie-spectrométrie de masse (GC-MS)

Les huiles essentiels de Rosmarinus officinalis extraites ont ét¢ analysées GC —MS pour
déterminer leur composition chimique par temps de rétention et comparaison avec des normes
connues (Elmhalli et al, 2019).

L'huile essentielle a été soumise a une analyse quantitative dans un Hewlett-Packard 575,
condition GC : gaz vecteur N2 (0,5 bar) a débit de 1,0 m/min, taille de I'échantillon, 0,2l injecté,
colonne capillaire (siloxane 5% HP EM). La température de 1'injecteur et du détecteur a été fixée
a 250°C. La température du four a été¢ programmée de 50°C a 250°C (5min). Le MS a été pris a
70eV. Les composants de I'huile essentielle ont été identifiés par comparaison de leurs spectres
de masse avec ceux de la bibliothéque de données de spectre de masse Wiley-NIST 7e édition. La
composition en pourcentage sur 1'échantillon d'huile a été calculée a partir des zones de pic GC-

MS (Alnamer et al, 2012).

2.2. Prétraitement des animaux
L’huile essentielle de Rosmarinus officinalis (le traitement avec la dose unique de 1'huile
essentielle (100mg/kg)) est administrée par voie orale (gavage) aprés un courte période de jeline

(Alnamer et al, 2012).
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Figure 4.Gavage (Site wib 1).

2.3. Induction de ’inflammation

Induction de I’inflammation par LPS. Une dose unique de LPS (250 pg/kg, Escherichia coli
055: BS, Sigma)) a été administrée par voie intra péritonéale aux groupes expérimentaux (Dang
et al, 2019), dans NaCl 0,9%, cette faible dose de LPS stimule I'activation microgliale mais ne

compromet pas la barriére hémato-encéphalique (Rebai ef al, 2021).

Figure 5. Injection intra-péritonéale (Caron, 2015).
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2.4. Lotissement
Les souris sont répartis en 3 lots:

X Premier lot (témoin): a regu 1’eau physiologique (NaCl 0,9%).

/'I

Deuxieme lot (souris+LPS): ce groupe recoit uniquement les LPS dissouts dans NaCl

0,9% et avec une dose a raison de 250 pg/kg, administrée par voie intra-péritonéale.

/'I

Troisieme lot: souris +LPS+Dose de l'huile essentiel de Rosmarinus Officinalis

(100mg/kg) (Machado et al, 2013).

2.5. Etude comportementale
2.5.1. Test de champs ouvert (OFT)

a. Description :

Ce test est utilis€ pour se renseigner sur l'état anxieux chez les rongeurs, y compris la
dépression, et est congu pour évaluer les différences de réactivité émotionnelle chez les rongeurs,
Pour évaluer les effets possibles de I'huile essentielle de R. officinalis sur 1'activité locomotrice,
des souris ont été évaluées dans le paradigme en plein champ, comme décrit précédemment les
souris ont été placées individuellement dans une boite en bois (40, 60, 50 cm) avec le sol divisé
en 12 carrés. Le nombre de croisements (nombre de carrés traversés par l'animal avec les quatre
pattes) a été utilisé pour évaluer l'activité locomotrice . Ces parametres ont ét¢ enregistrés dans
une période de 6 min (Machado et al, 2009). Le champ est divisé en deux parties de taille égale:
une partie centrale et une partie périphérique (Rebai et al, 2017).

La partie centrale sert de point de départ pour les animaux, le mouvement de 1'animal
permet de mesurer le nombre de carrés traversés et le temps passé¢ dans chaque zone ,par
conséquent, ce test montre le comportement anxieux, qui est plus prononcé lorsque la souris

passe plus de temps dans la zone périphérique, (Rebai et al , 2017).
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Figure 6. Dispositif de champ ouvert (OFT) (Retem et al, 2013).

&

Les parametres mesurés

/ll

Distance totale parcourue (cm ): en mesurant le nombre de carrés traversés.

/'I

Nombre d’entrée au centre: le nombre de fois qu'un animal entre dans la partie centrale.

/ll

Temps de rester dans partie central : le temps pendant lequel un animal reste dans la
région centrale.
2.5.2. Test de 1a nage forcée (FST)
a. Description

Le test de la nage forcée a été proposé pour la premicre fois par Porsolt et ses collegues en
1977. 11 convient a 1'étude de I'activité antidépressive des médicaments, le test de nage forcée a
¢été réalisé dans un cylindre en verre (diamétre 20 cm, hauteur 30 cm) rempli d'eau a la hauteur de
20 cm. La température de I'eau était d'environ 25 a 28°C. Les souris ont ét¢é doucement placées
dans l'eau et le temps d'immobilité a été¢ enregistré par un observateur sur une période de 5
minutes. L'immobilité a été définie comme l'absence de tout mouvement et le fait de rester
flottant passivement dans l'eau avec la téte juste au-dessus de la surface de l'eau (Abeer et al,
2015).

Dans ce test, il existe deux types de comportement. L'un des comportements est que les
rongeurs qui ne sont pas déprimés tentent de nager et ont du mal a s'échapper. L'autre, un rongeur
déprimé se rendra plus rapidement qu'un rongeur non déprimé (généralement aprés quelque

minute), et commencera a flotter en signe de désespoir.
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Figure 7. Teste de nage forcée (Simonnet, 1984).

b. Les parametres mesurés

N\ Temps de nage.

K Temps d’immobilité.

2.6. Evaluation de I’effet anti-inflammatoire

Pour évaluer les parametres de l'inflammation, nous avons effectué un prélévement
sanguin a partir le sinus retro-orbital pour le dosage de cytokine pro-inflammatoire TNF-a, et
IL-1PB ont été dosées par dosage immuno-enzymatique (ELISA) de plasma selon le protocole du

fabricant (Guo et al, 2018) .

Premiere étape dépot des echentillon dans un plaque: dans 96 puits plaques pendant un
minimum de 2 h a température ambiante. Puis les puits ont été¢ lavés 4 fois avec 300 ul de
tampon. Cent ml d'échantillon (surnageant) ont été introduits dans chaque puits et incubés (Rebai
etal,2021).

Deuxieéme étape addition de anticorps marqué a la plaque : cent ml de la solution
Streptavidine-HRP ont été ajoutés dans chaque puits et la solution entiere a été incubée a
température ambiante pendant 30 min. Une autre série de ringages a été effectuée (4 fois avec 300
ul de tampon de lavage). Cent ml d'un substrat chromogene (TMB) ont été ajoutés suivi d'une
incubation de 15 min au cours de laquelle un changement de couleur vers le bleu a été observé.
La réaction est stoppée par l'ajout de 100 pl d'une solution de blocage. L'absorbance a été
mesurée a une longueur d'onde de 450 nm 30 min plus tard recouverte d'anticorps spécifiques des

molécules d'intérét (TNF-a, et IL-1B) (Rebai et al, 2021).
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Figure 8. Prélévement a partir de le sinus rétro-orbital (site wib 2).

2.7 . Analyse statistique
Les résultats sont exprimés sous forme la moyenne et d'erreur standard de la moyenne (+
SEM). L'analyse de ces résultats a été effectuée a l'aide d'une analyse de variance a un facteur

(ANOVA), suivie du test post-hoc de Newman-Keuls. La différence entre les moyennes a été

considérée comme significative lorsque P <0,05 (Machado et al, 2013).
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Etude comportemental
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Figure 9. Illustration schématique du protocole expérimental.
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Chapitre 4

Résultats &Discussions

1. Composition chimique de I'huile essentielle

1.1 Résultat

Les résultats de l'analyse des huiles essentielles Rosmarinus officinalis en utilisant

I'appareillage de GC-MS sont représentés dans le tableau 3 (Alnamer et al, 2012).

Tableau 3. Principaux composés de I’huile essentielle de Rosmarinus Officinalis (Alnamer et

al, 2012).
Pic N Composé identifié Rt (temps de Pourcentage relatif%
rétention)

1 a-pinene 8,37 15,82
2 Camphene 8,83 6,80
3 B-pinéne 9,79 4,75
4 Myrcene 10,40 1,70
5 p-cymene 11,54 2,16
6 1,8-cinéole 11,80 50,49
7 Camphre 15,75 11,61
8 Bornéol 16,57 2,58
9 Acétate de bornyle 24,98 2,08
10 Tans-caryophyllene 29,85 Tr
11 o-cadinéne 35,59 Tr
12 Inconnu 39,13 Tr
13 Bisabolol 43,35 Tr

Treize composés ont été identifiés dans cette huile essentielle par les analyses GC-MS (Fig

10), Rosmarinus officinalis contenait trois composés principaux, a savoir le 8-cinéole (50,49 %),

le a-pinéne (15,82 %) et le camphre (11,6 %) (Alnamer et al, 2012).
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Figure 10. (GC-MS) de 1'huile essentielle de Rosmarinus officinalis (Alnamer et al, 2012).

1.2. Discussion

L'analyse par GC-MS a permet de mettre en évidence que 1'huile essentielle de Rosmarinus
officinalis est riches en composés chimiques ; Ces différences dans la composition chimique de
I'huile essentielle peuvent étre dues a la fois a des facteurs de développement et a des facteurs
environnementaux qui influencent le métabolisme des plantes (Alnamer et al, 2012). Et aussi fait
que cette plante est cultivée dans différentes régions, avec une variété de sols et de conditions
climatiques, qui interférent avec la composition phytochimique de I'huile essentielle, ainsi que les

modeles chimiques (Machado et al, 2013).
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2. Etude comportementale
2.1 . Résultat
2.1.1. Test de champs ouvert (OFT)
L'analyse statistique des résultats apres la comparaison entre des souris témoins avec ceux
traités par injection de LPS et des souris traitées par I’huile a la dose de 100 mg/kg montre que:
L'injection du LPS a provoqué une diminution de temps de rester au centre chez les souris

de groupe LPS (*p< 0, 001 : fig. 11) par rapport au groupe témoin (Wang et al, 2019).

= = 4

Temps de rester dans
la partie central (S).

témoin LPS

Figure 11. Temps de rester dans la partie central (Wang et a/, 2019).

Apres l'administration d'huiles essentielles, nous avons noté qu'il n'y avait pas d'effet

significatif du traitement (P = 0,43) sur l'activité locomotrice (Fig. 12.13) (Machado et a/, 2013).

Distance totale (cm).

témoin LPS 100mg'kg

Figure 12. Distance totale (Guo et al, 2018).
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Entrées au centire.

témoin LPS 100mg/'kg

Figure 13. Entrées au centre (Guo et al, 2018).

2.1.2 .Test de 1a nage forcée

L'analyse statistique a révélé:

Une diminution hautement significative de nage chez les souris ayant re¢u les LPS de (
p<0,01) en comparaison avec ceux du groupe témoin. Aussi, pour le temps d'immobilité, nous
avons enregistré une augmentation chez les souris de lot LPS par rapport a celui témoin (p<0,01)
(fig. 14) (Wang et al, 2019) .

L'administration de I’huile au groupe LPS, a pu diminuer significativement du temps

d'immobilité (fig. 15) (P < 0, 001) (Abeer et al , 2015).

E

L = =

=

Temps d' immobilité (s).

temoin

Figure 14.Temps d immobilité¢ (Wang et al, 2019).
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Figure 15. Temps d’immobilité (Guo et al, 2018).

2.2 . Discussion

L’intérét de cette étude est basé¢ sur I’impact de I’huile essentielle de Rosmarinus
Officinalis sur le comportement dépressif des souris qui pourrait étre causé par une neuro-
inflammation.

Nous avons choisi des tests d’ordre neurocomportemental pour évaluer I’état dépressif ,et
d’estimer 1’état de stress chez des souris aprés I’injection intra-péritonéale de LPS sans et
avec le prétraitement par les huiles essentielles.

Concernant, le test du champ ouvert, Ainsi, ce test démontre respectivement l'activité
motrice et le comportement anxieux. Ce dernier est d'autant plus prononcé que la souris passe
plus de temps dans la zone périphérique, quant a la zone centrale, I'exploration c'est un signe de
faible anxiété (Haloui et al, 2014).

Par contre les résultats obtenus montrent que le groupe des souris injecté par LPS
présentent un temps d'immobilité plus important que les souris du groupe témoin avec une
diminution de nombre d'entré dans la zone centrale. Et donc; Nous expliquons que la souris
souffre de dépression.

D'autre part, les résultats obtenus ont montré que le groupe des souris traitées aux huiles
essentielles de Rosmarinus offoicinalis n’a montré aucun effet locomoteur, de 1a nous concluons
que huiles essentielles de R officinalis produit également un effet de type antidépresseur, sans
altérer la motilité dans le test en champ ouvert.

Cependant, test de nage forcée, La méthode est basée sur l'observation que l'animal,

lorsqu'il est forcé de nager dans une situation inévitable, finira par arréter complétement de
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bouger apres une période initiale d'activité vigoureuse. Cette rigidité caractéristique et facilement
identifiable du comportement indique un état de frustration (dépression) (Porsolt et al, 1977).

En effet, les résultats observés dans le test de nage forcée montrent clairement que lors de
la neuro-inflammation induite par l'injection intra péritonéale de LPS, il y a une réduction du
temps de nage chez les souris traités au LPS par rapport aux souris normaux, cela signifie que
comportement dépressif .

Par ailleurs, les résultats obtenus ont montré que le groupe de souris traitées aux huiles
essentielles de Rosmarinus offoicinalis une diminution significative de temps de immobilisation ;
Par conséquent nous disons que les huiles essentielles de Rosmarinus officinalis ont un effet
antidépresseur (Hamidpour et al , 2017).

Il existe de nombreuses preuves que l'activité antidépressive de R. officinalis dépend des
interactions avec le syst¢tme monoaminergique. On pense que le romarin améliore les fonctions
dopaminergiques, sérotoninergiques, noradrénergiques et cholinergiques dans le cerveau,
expliquant peut-&tre ses effets antidépresseurs (Machado ef al, 2012). Il a également été démontré
que Rosmarinus officinalis augmente la concentration de neurotransmetteurs dans le cerveau des
souris (Sasaki et al, 2013).

Plusieurs composés de l'huile essentielle de romarin sont responsables de son activité
antidépressive, notamment le carnosol, 1'acide bétulinique, I'acide ursolique, (Machado et al,
2013).

En tant que tel, la différence significative de comportement chez les souris du groupe ayant
recu l'injection de LPS par rapport au groupe test en ce qui concerne I'OFT et la FST; que
I'inflammation a joué¢ un role vital dans les symptomes dépressifs et 1'inhibition de processus
inflammatoire pourrait soulager ces symptomes, 1’inflammation induite par le LPS est associée a
un comportement de type dépressif chez la souris. De 14, ils ont conclu que le développement des
troubles dépressifs est accompagné par l'activation des voies inflammatoires immunitaires, qui

consistent du systéme immunitaire inn€ et le processus inflammatoire (Zhu ef al, 2015).

24



Chapitre 4 Résultats &Discussions

3 .Evaluation des effets anti inflammatoire

3.1. Résultat

L'analyse statistique des résultats apreés la comparaison entre des souris témoins avec ceux
qui ont subi une injection des LPS et traitées par de I'huile essentielle de Rosmarinus officinalis
avec une dose de100 mg/kg, montre que:

L injections de LPS conduit a une augmentation plus importante de toutes les cytokines
pro- inflammatoire (TNF-a et IL-1B) de ce groupe ( p<0,01) en comparaison avec ceux du groupe

témoin (fig. 16) (Guo et al, 2018).

Par contre, 'administration des huiles essentielles de Rosmarinus Olfficinalis au groupe LPS
a réduit significativement la quantit¢ de toutes les cytokines (TNF-o et IL-1B) ( p<0,01) en

comparaison avec ceux et avec le groupe de LPS (fig.16) (Guo et al, 2018).

»

i k

3 :

e = |

3 -l ,
ttmoin  [PS  100mgks temom LPS  100mgkg

Figure 16. La quantité des cytokines pro-inflammatoires obtenues apres le test de ELISA
(Guo et al, 2018).

3.2. Discussion
L'intérét de cette étude est basé sur I’effet des huiles essentielles Rosmarinus officinalis sur

les cytokines pro-inflammatoires, chez la souris avec inflammation induite par le LPS.

Nous avons choisi le test ELISA pour évaluer I'inflammation en mesurant la quantité de
cytokines pro-inflammatoire (TNF-a et IL-1p), chez des souris aprés 1’injection intra péritonéale

de LPS sans et avec le prétraitement par les huiles essentielles.

25



Chapitre 4 Résultats &Discussions

Les résultats obtenus montrent que le groupe des souris ayant recu l’injection des LPS
présentent une augmentation dans la quantité¢ des cytokines pro-inflammatoire plus important
que les souris du groupe témoin, ainsi, nous expliquons cette augmentation par la présence d'une
réaction inflammatoire engendrée par les LPS qui active les cellules gliales et I’expression de
cytokines pro-inflammatoires, induisant ainsi I’apparition des troubles comportementaux qui se
caractérisent par une diminution de l'activité motrice et de l'appétit, un retrait social et une

sensibilité accrue a la douleur (Dang et al, 2019).

Par ailleurs, les résultats obtenus ont montré que le groupe des souris traités aux huiles
essentielles de Rosmarinus officinalis présente une diminution significative dans la quantité des
cytokines pro-inflammatoire. Cela est di a l'activité anti-inflammatoire des huiles essentielles de

Rosmarinus officinalis (De Melo et al, 2011).

Ainsi, des études ont indiqué que la forte concentration de monoterpénes oxygénés
présents dans les huiles essentielles de Rosmarinus officinalis est impliquée dans l'inactivation du
facteur nucléaire 7B (un facteur de transcription des genes pro-inflammatoires); dont les
métalloprotéinases. cyclooxygénase-2, molécules d'adhésion, chimiokines et cytokines (De Melo

etal,2011).

De plus, I'huile essentielle de Rosmarinus officinalis contient un mélange riche en terpénes
; dans notre préparation, le composé le plus représenté était le 1,8-cinéole (eucalyptol), qui est
connu pour son effet anti-inflammatoire et analgésique, les concentrations thérapeutiques de
cinéole inhibent significativement la production de cytokines dans les lymphocytes (TNF-a, IL-1,
IL-4 et IL-5) et dans les monocytes (TNF-a, IL-1, IL-6 et IL-8) avec effets plus faibles sur la
cytokine chimique (Juhas et al, 2009).

D'autre part, I’analyse de GS-MS montre que 1’huile essentielle de Rosmarinus officinalis
contenait trois composés majeurs, a savoir le 8-cinéole (50,49 %), le a-pineéne (15,82 %) et le
camphre (11,6 %) (Alnamer et al/, 2012). Dans ce contexe, des études ont montré que les trois
composés ont des effets anti-inflammatoires (Nam et al, 2014; Juhas et al, 2009; Silva & Faria,

2014) .
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Conclusion et perspectives

Les huiles essentielles ont été reconnues comme agents thérapeutiques depuis l'antiquité
pour une grande variété de propriétés pharmacologiques et psycho actives, ce qui explique
pourquoi de nombreux chercheurs ont mené une série d'expériences pour découvrir les propriétés
médicinales de ces plantes.

Une plante médicinale est une plante qui est utilisée pour ses propriétés particulierement
bénéfiques pour la santé¢ humaine ou animale, pour I'abondance de composants biologiques actifs
(notamment les métabolites secondaires) efficaces contre diverses maladies et résistantes aux
antibiotiques, lui conférant une place importante parmi les moyens thérapeutiques utilisés dans le
traitement, la réduction ou la prévention du cancer, du rhume, des infections, des maux de téte et
de l'anxiété.

Au cours de cette étude compare les méthodes et les résultats, la plupart des travaux se sont
concentrés sur la relation entre l'inflammation et la dépression, et les effets des huiles essentielles
de Rosmarinus officinalis sur 1'inflammation et la dépression,

Notre étude est porté sur I'évaluation de l'effet anti-inflammatoire au niveau cérébral des
huiles essentielles de romarin en utilisant une dose de 100 mg/kg, contre la neuro -inflammation
induite par le LPS ainsi que leur effet sur le comportement dépressif.

Les résultats obtenus permettent de mettre en évidence les effets efficaces de 1'huile
essentielle de Rosmarinus officinalis sur le développement de l'inflammation induite par le LPS,
et ces effets dépendent de sa composition.

En outre, les résultats du test de nage forcée ont montré I'efficacité des huiles essentielles
de Rosmarinus officinalis dans la réduction du comportement dépressif.

D'apres ces résultats, nous pouvons déduire que les huiles essentielles de romarin sont
dotées d'un effet anti-inflammatoire et antidépresseur.

Afin de pouvoir approfondir nos résultats et mettre en place de nouvelles démarches, il est
possible de suggérer des perspectives comme celles qui suivent :

*+ Nous vous conseillons de réaliser cette expérimentation pour mieux la comprendre
les effets de l'inflammtion induite par LPS sur le comportement affectif et pour
avoir nos propres résultats.

* Nous suggérons d'étudier tous les composants des huiles essentielles de Rosmarinus



officinalis fractionnées pour découvrir ceux qui possedent des propriétés anti-
inflammatoires et antidépressives.

Nous proposons qu'une étude toxicologique de ces huiles essentielles est nécessaire
pour établir la sécurité des consommateurs.

Effectuer des tests comportementaux supplémentaires pour obtenir des informations

complémentaires sur 1'état de dépression qui confirment nos conclusions.
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/ Résumé: \

L'objectif de cette étude était d'évaluer les effets anti-inflammatoires des huiles essentielles

de la plante Rosmarinus officinalis dans un modele neuro-inflammation induite par le LPS et
¢galement son effet sur le comportement dépressif. L'huile essentielle de Rosmarinus
officinalis a été¢ administrée par voie orale a la dose de 100 mg/kg. Apres analyse ELISA, la
dose indique que la quantité de cytokines était diminuée pour le groupe traité par rapport au
groupe LPS. Ces résultats prouvent que l'huile essentielle de Rosmarinus officinalis a une
trés forte activité anti-inflammatoire. De plus, les résultats de I'é¢tude comparative
(OFT,FST) ont démontré I'efficacité de I'huile essentielle de cette plante dans la réduction du
comportement dépressif.

Mots clés: Rosmarinus officinalis, anti-inflammation, antidépression, LPS, les huiles

Qsentielle, OFT ,FST ,ELISA. /
/ Abstract: \

The objective of this study was to evaluated the anti-inflammatory effects of the essential oils

of the plant Rosmarinus officinalis in an LPS-induced neuroinflammation model and also its
effect on depressive behaviour. Rosmarinus officinalis essential oil was administered orally at
a dose of 100 mg / kg. After ELISA analysis, the dose indicates a lower quantity of cytokines
for the treated group compared to the LPS group. These results prove that Rosmarinus
officinalis essential oil has a very strong anti-inflammatory activity. Furthermore, the results
of the comparative study (OFT,FST) demonstrated the effectiveness of the essential oil of this
plant in reducing depressive behaviour.

Keywords: Rosmarinus officinalis , anti-inflammatory, antidepressant, LPS, essential oils ,OFT,

QF LELISA. /
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