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Résumé

Cette étude vise a évaluer la sécurité et les effets biologiques d’un sirop antitussif formulé a
base de résine de Pinus halepensis, a travers une double approche : in vitro, par ’analyse des
paramétres sensoriels et physicochimiques, et in vivo, a I’aide d’un modéle animal. La résine a
été intégrée dans une formulation galénique puis administrée oralement a des rats Wistar males
dans le cadre d’un protocole de toxicité subaigué. Les animaux, dont le poids variait entre 200
et 220 g, ont été répartis en deux groupes et traités quotidiennement pendant 15 jours a raison
de 0,5 mL/jour. Aucun signe de toxicité ni mortalité n’a été observé au cours de la période
d’expérimentation. Des analyses biochimiques ont été effectuées pour évaluer la fonction
hépatique, en mesurant la glycémie, les transaminases (ASAT, ALAT) et la GGT. Les résultats
ont montré une diminution modérée de la glycémie, suggérant un potentiel effet
hypoglycémiant, ainsi qu'une élévation modérée des transaminases et de la GGT, indiquant une
réponse métabolique maitrisée. L’analyse histopathologique des poumons a révélé une
architecture tissulaire globalement conservée, malgré une legére congestion vasculaire et une
infiltration lymphoplasmocytaire. Ces resultats suggerent que le sirop a base de résine de Pinus
halepensis est bien toléré, méme apres une administration repétée a forte dose sur 15 jours, et

confirment son potentiel en tant qu’agent antitussif naturel dans le cadre d’un usage traditionnel.

Mot clés : Résine de pin d’Alep, Sirop antitussif, étude in vitro, étude in vivo, poumon Rat



Abstract

This study aims to evaluate the safety and biological effects of an antitussive syrup formulated
with Pinus halepensis resin through a dual approach: in vitro, by assessing sensory and
physicochemical parameters, and in vivo, using an animal model. The resin was incorporated
into a galenic formulation and administered orally to male Wistar rats as part of a subacute
toxicity protocol. The animals, weighing between 200 and 220 g, were divided into two groups
and treated daily with a dose of 0.5 mL for 15 consecutive days. No signs of toxicity or mortality
were observed during the experimental period. Biochemical analyses were performed to
evaluate liver function, including blood glucose, transaminases (AST, ALT), and gamma-
glutamyl transferase (GGT). The results showed a moderate decrease in blood glucose levels,
suggesting a potential hypoglycemic effect, as well as a mild increase in transaminase and GGT
levels, indicating a controlled metabolic response. Histopathological examination of lung tissue
revealed a generally preserved architecture, despite slight wvascular congestion and
lymphoplasmacytic infiltration.These findings suggest that the Pinus halepensis resin-based
syrup is well tolerated, even at high doses administered over 15 days, and support its traditional

use as a natural antitussive agent.

Keywords: Pinus halepensis resin, antitussive syrup, in vitro study, in vivo study, rat lung
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Introduction

Pinus halepensis, communément appelé pin d’Alep, constitue 1'une des principales
essences forestiéres du bassin méditerranéen, particulierement bien adaptée aux conditions
climatiques arides et semi-arides (Monjauze et Médail, 2004). Outre son intérét écologique,

cette espéce occupe une place importante dans la médecine traditionnelle.

Sa résine, utilisée depuis des siécles, est reconnue pour ses nombreuses vertus
thérapeutiques. Riche en composés bioactifs tels que les terpénes, les flavonoides et les acides
phénoliques, elle présente un large spectre d’activités pharmacologiques bien documentées,
notamment des effets antimicrobiens (El-Azzouny et al., 2015), anti-inflammatoires
(Benkhaled et al., 2014), antioxydants (Ghaffari et al., 2019), ainsi que des propriétés

expectorantes, antitussives, cicatrisantes et antiseptiques (Cueilleurs, 2025).

En Algérie, la résine de pin d’Alep est largement utilisée dans le traitement des
affections respiratoires telles que la toux, les bronchites et les congestions pulmonaires. Elle est
également employée comme antiseptique, antifongique et tonique surrénalien, en particulier
dans les zones rurales ou la phytothérapie demeure fortement enracinée (Benderradji et al.,
2015). Ces usages empiriques ont suscité un intérét croissant pour son intégration dans des

formulations modernes, plus sires et standardisées.

Le poumon, principal organe de I’appareil respiratoire, assure les échanges gazeux
essentiels a la vie. Il constitue également une voie d’entrée majeure pour de nombreux agents
pathogenes et substances inhalées, ce qui le rend particulierement vulnérable aux agressions
environnementales et chimiques (Tortora, 2018). Chez le rat, comme chez ’homme, les
modifications structurelles ou fonctionnelles du tissu pulmonaire peuvent étre détectées par
I’analyse histopathologique et des parametres tels que le poids pulmonaire, qui peut refléter un
cedeme, une congestion ou une inflammation. L’évaluation de la tolérance pulmonaire d’un
traitement est donc essentielle, notamment dans le cas dun produit a visée antitussive, cense

agir directement ou indirectement sur ’arbre respiratoire.

Dans le cadre du présent travail, une formulation de sirop antitussif a base de résine de pin
d’Alep a été développée. Ce type de formulation est traditionnellement employé dans la
pharmacopée populaire pour ses effets antiseptiques, expectorants et anti-inflammatoires
(Shuaib et al., 2013 ; Miara et al., 2019). L’administration sous forme liquide présente

I’avantage de faciliter la prise orale, d’éviter les irritations mécaniques, et de permettre une




meilleure diffusion du principe actif dans les voies respiratoires supérieures, ou son action

thérapeutique est ciblée.

L’objectif de ce travail est d’évaluer I’innocuité globale de ce sirop, a travers une série
de tests in vitro (analyse physicochimique et sensorielle) et in vivo chez le rat male, en se
concentrant sur I’évolution du poids corporel, du poids des poumons, ainsi que sur des
marqueurs biochimiques de la fonction hépatique (glycémie, ASAT, ALAT, GGT) et I’étude

histologique du tissu pulmonaire
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CHAPITRE 1 RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

Chapitre 1 Rappels Bibliographiques
1. Pin d’Alep (Pinus halepensis Mill)

Le pin d’Alep (Pinus halepensis Mill.) est un conifere aromatique et médicinal, tres présent
dans les régions méditerranéennes seéches, notamment en Algérie. Il appartient a la famille des
Pinaceae (Quézel et Médail, 2003). Utilisé depuis longtemps dans la médecine traditionnelle,

il est particuliérement valorisé pour sa résine, riche en composés volatils bioactifs.

Parmi ses composants majeurs figurent 1’a-pinéne, le B-pinéne et le limonéne, qui lui
conferent des propriétés antiseptiques, anti-inflammatoires, antitussives et expectorantes (Dob
et al., 2005). Le pin d’Alep est couramment utilisé pour soulager les affections respiratoires
comme la toux, la bronchite ou les maux de gorge. Il est également reconnu pour ses effets
antioxydants et antifongiques (Zerroug et al., 2021), ce qui en fait une plante d’intérét en
phytothérapie.

Figure 1 : arbre du pin d’Alep (Pinus halepensis Mill) (Seladji (2014)

1.1.Description Botanique

Le nom « Pinus » dérive du latin et signifie « pin », tandis que « halepensis » fait
référence a la ville d’Alep, en Syrie, ou cette espece a été décrite pour la premiére fois (Quézel

et Médail, 2003).

Pinus halepensis, communément appelé pin d’Alep, constitue 1'un des principaux
éléments du couvert forestier naturel les mieux adaptés aux conditions climatiques séches
(Monjauze et Meédail, 2004). 1l s’agit d’un arbre résineux de taille moyenne a grande,
atteignant généralement 10 a 20 metres de hauteur. Son port est irrégulier, parfois
dissymétrique. L’écorce est lisse et grise chez les jeunes arbres, devenant rougeétre, épaisse et

fissurée avec 1’age. Les rameaux sont souples, de couleur vert olive & brun clair.
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Ses feuilles sont des aiguilles persistantes, fines et souples, groupées par deux, mesurant
entre 6 et 12 cm de longueur. Elles présentent une teinte vert clair a glauque. Les cones, ovoides
a coniques, mesurent entre 5 et 12 cm, brun clair a maturité, et peuvent persister plusieurs
années sur l’arbre avant de s’ouvrir pour libérer les graines. La pollinisation se déroule
généralement au printemps, entre mars et mai, avec une production abondante de pollen

anémophile (Barbero et al., 1990).

Tableau 1 : Données taxonomique du Pinus helepensis Mill (Barbero et al., 1990).

Rang taxonomique Nomenclature
Régne Plante
Embranchement Spermaphytes(Phanérogames)
Sous-embranchement Gymnospermes
Classe Pinopsida

Ordre Pinale

Famille Pinacea
Sous-famille Pinoidée

Genre Pinus

Sous-genre Pinus

Espeéce Pinus helepensis Mill

1.2.La résine de Pinus halepensis

La résine de pin constitue un mélange complexe de composes terpéniques, comprenant
une fraction volatile, la térébenthine, et une fraction non volatile, la colophane (ou rosin). Les
résines naturelles peuvent étre classées en deux grandes catégories : d’une part, les dérivés
d’esters de colophane, et d’autre part, les polyméres obtenus par synthese pétrochimique.
Traditionnellement, la colophane était extraite a partir de résine de pin et employée notamment
dans la fabrication des encres d’imprimerie, sous forme dimérisée ou polymérisée

(Meullemiestre, 2014).
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Figure 2 : I’extraction de la résine de Pinus halepensis Mill (Fances 2019)

La production de résine se déroule principalement en hiver, période durant laquelle un abaissement
de la température augmente sa viscosité et réduit son écoulement (Lorio, 1986 ; Blanche et al., 1992).
Au cours de la journée, le flux de résine atteint son maximum a I’aube pour ensuite décroitre dans
I’aprés-midi, en lien avec la diminution de la teneur en eau du tronc (Pallardy, 2008). La quantité

annuelle de gemme produite par un arbre est estimée a environ 3 kg (Bouazza, 2013).

La résine de pin d’Alep (Pinus halepensis) se caractérise par une composition chimique riche et
complexe, dominée principalement par des acides résiniques et des composés terpéniques (Joye et
Lawrence, 1967 ; Ravelonirina, 2022). Les monoterpénes, notamment 1’o-pinéne et le B-pinéne,
constituent la fraction volatile de la résine et sont responsables de plusieurs activités biologiques, telles
que les effets antimicrobiens, anti-inflammatoires et expectorants, comme illustré dans la Figure 2
(Zerroug et al., 2021).

Par ailleurs, la résine contient également des composés phénoliques, incluant des polyphénols et des
flavonoides, conférant une activité antioxydante notable (Ravelonirina, 2022). Des analyses
phytochimiques basées sur des techniques chromatographiques ont également mis en évidence la
présence d’acides aromatiques, de sucres et d’acides gras, dont les proportions peuvent varier selon les

conditions environnementales et la méthode d’extraction (Zerroug et al., 2021)

1.3.Activités pharmacologiques de la résine de Pinus halepensis

La résine de pin d’Alep est largement reconnue pour ses propriétés thérapeutiques,
notamment en médecine traditionnelle et en phytothérapie. Sa richesse en composés bioactifs,
notamment les terpénes, les flavonoides et les acides phénoliques, lui confére un large spectre

d’activités pharmacologiques.
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1.3.1. Activité antimicrobienne

La résine possede une action antibactérienne et antifongique bien documentée. Les
constituants tels que 1’a-pinéne et le B-pinéne ont montré une efficacité contre diverses souches
pathogénes, notamment Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Candida albicans. Ces
effets sont attribués a leur capacité a perturber les membranes cellulaires des microorganismes
(El-Azzouny et al., 2015)..

1.3.2. Activité anti-inflammatoire

Grace a la présence de composes terpéniques, la résine exerce une action anti-
inflammatoire en inhibant la production de médiateurs pro-inflammatoires tels que les
prostaglandines. Elle est traditionnellement utilisée pour soulager les douleurs articulaires, les

inflammations cutanees et les affections respiratoires (Benkhaled et al., 2014).
1.3.3. Activité antioxydante

La résine contient des flavonoides et acides phenoliques aux propriétés antioxydantes,
capables de neutraliser les radicaux libres. Cette activité contribue a la protection cellulaire
contre le stress oxydatif, un facteur impliqgué dans de nombreuses pathologies chroniques
(Ghaffari et al., 2019).

1.3.4. Activité expectorante et antitussive

Traditionnellement utilisée pour soulager les affections respiratoires, la résine de pin est
connue pour ses effets expectorants et antitussifs. Elle favorise I’élimination du mucus
bronchique et calme I’irritation des voies respiratoires. C’est cette propriété qui justifie son

usage dans la formulation de sirops antitussifs.
1.3.5. Activité cicatrisante et antiseptique

Sous forme de baume ou d’onguent, la résine est utilisée en usage externe pour favoriser
la cicatrisation des plaies, brilures et affections cutanées, grace a ses propriétés antiseptiques

et régeneératrices (Cueilleurs, 2025).
1.4. Utilisations thérapeutiques traditionnelles de la résine de pin

Les différentes parties de I’arbre « Pinus halepensis », notamment les pommes, les
feuilles, I’écorce et surtout la résine, sont exploitées pour leurs vertus médicinales.

Traditionnellement, la résine est utilisée comme remede contre le diabéte, les ulcéres gastro-
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intestinaux, les blessures cutanées, et divers désordres internes. Elle est réputée pour ses effets
diurétiques, émollients, stimulants, antiseptiques, anthelminthiques, insecticides, désinfectants,
ainsi que pour ses propriétés antibactériennes, antifongiques, cicatrisantes, spasmolytiques et

méme cytotoxiques (Shuaib et al., 2013).

En Algérie, elle est principalement employée dans le traitement des affections
respiratoires et urinaires, mais aussi contre la parasitose délirante, en tant qu'antiseptique,

antifongique et stimulant des glandes surrénales (Benderradji et al., 2015).

Dans le monde, au Maroc, les populations locales I'utilisent en poudre pour soigner les
troubles digestifs, respiratoires, dermatologiques, circulatoires et génitaux (Miara et al., 2019).
En Espagne, comme dans d’autres pays du bassin méditerranéen, la résine, ainsi que les feuilles,
le pollen et la gomme de pin, sont traditionnellement employées comme expectorants et dans
le traitement des abces. En Turquie, la résine est mélangée avec du miel pour soulager les
affections de I’estomac et des intestins, ou bien machée pour I’hygiéne bucco-dentaire,

notamment pour rafraichir 1’haleine (Satil et al., 2011).
1.5.Forme galénique « sirop antitussif a base de résine végétale »

La forme sirop est I’'une des formes galéniques les plus utilisées pour le traitement des
affections respiratoires, notamment chez les enfants et les sujets sensibles, en raison de sa
facilité d’administration, de son gotlit généralement sucré et de sa capacité a véhiculer des
principes actifs naturels hydrosolubles (Boudemagh et al., 2021 ; Bouriche, 2019). Elle permet
une action adoucissante directe sur les muqueuses irritées tout en assurant une libération rapide

du principe actif.

Dans ce travail, un sirop antitussif a base de résine de pin d’Alep (Pinus halepensis) a été
utilisé. Ce type de formulation est traditionnellement employé dans la pharmacopée populaire
pour ses vertus antiseptiques, expectorantes, cicatrisantes et anti-inflammatoires (Shuaib et al.,
2013 ; Miara et al., 2019). L’utilisation de la gomme de pin sous forme liquide facilite son
administration orale, évite I’irritation mécanique, et permet une meilleure dispersion dans les

voies respiratoires supérieures, 1a ou son effet thérapeutique est recherché.

Par ailleurs, les excipients généralement présents dans ce type de formulation — comme
le sucre, I’acide citrique ou les agents conservateurs, contribuent a améliorer la stabilité, la
conservation et 1’acceptabilité du sirop, tout en ayant parfois un léger effet adoucissant

complémentaire (Hoppenot, 2024).
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2. Poumon

2.1.Anatomie

Les poumons sont situés latéralement dans la cavité thoracique, séparées par le médiastin.

Ils reposent sur le diaphragme qui delimite la cavité abdominale supérieure. Les poumons sont

des structures rose-grisatres, tres résistantes et élast

iques. lls sont constitués de deux lobes a

gauche et trois a droite, séparés par des scissures (Figure 3) (Wissler, 2012).

La partie du poumon qui repose sur le diaphragme est désignée sous le terme de base

pulmonaire et la partie supérieure sous le terme de sommet pulmonaire (apex). Au niveau de la

face pulmonaire orientée vers le coeur se trouve le hile pulmonaire. A cet endroit pénétrent dans

les poumons les bronches souches, les artéres et les
lymphatiques (Menche, 2014)
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Figure 3 : Anatomie et arborisation des poumons et de I’arbre bronchique (Flavien and Alexis,

2021 ; Tortora, 2017).
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Les lobes pulmonaires sont de nouveau divisés en segments pulmonaires de plus petite
taille (dix a droite et neuf & gauche). A la différence des scissures, les limites entre les segments
ne sont pas visibles de I'extérieur. Des unités broncho-artérielles leur correspondent ; c'est-a-
dire que chaque segment est alimenté par une bronche segmentaire et une branche de l'artere

Pulmonaire.

Par rapport a la vascularisation pulmonaire, les poumons d’une part sont traversés par
des vaisseaux de la circulation pulmonaire, ces vaisseaux servent exclusivement aux échanges
gazeux. Par contre, la vascularisation propre des poumons est assurée par des branches de la
circulation générale et notamment par les arteres bronchiques provenant de l'aorte (Menche,
2014).

Du fait de la position gauche du ceeur, le poumon gauche est plus petit que le droit. Le
poumon gauche est sépare par une scissure facilement reconnaissable en lobe supérieur et lobe
inférieur. Alors que le poumon droit est divisé en trois lobes par deux scissures, le lobe

supérieur, le lobe moyen et le lobe inférieur.

2.2. Physiologie Respiratoire

Ventilation pulmonaire : La ventilation correspond au déplacement de I’air entre 1’extérieur
et les alvéoles, généré par des variations de pression dues aux changements de volumes
pulmonaires. Elle dépend des propriétés mécaniques des poumons (tension superficielle,

élasticité, compliance) (Aung et al., 2019).

3. Inspiration : Processus actif impliquant le diaphragme et les muscles intercostaux
externes, créant une pression alvéolaire inférieure a la pression atmosphérigue,
permettant ’entrée d’air (Menche, 2014).

4. Expiration : Majoritairement passive, elle résulte du relachement musculaire et de
I’¢lasticité pulmonaire. Elle peut devenir active via les intercostaux internes, favorisant
la sortie d’air (Menche, 2014).

4.1.Echanges Gazeux

L’échange gazeux, qui succéde a la ventilation, a lieu dans les alvéoles pulmonaires par
diffusion a travers la membrane respiratoire. Ce processus dépend des différences de pressions
partielles des gaz, chaque gaz diffusant de la zone a pression plus élevée vers celle a pression
plus basse. Ainsi, ’oxygene diffus des alvéoles vers le sang, tandis que le dioxyde de carbone

migre en sens inverse, du sang vers les alvéoles (Figure 4). Le sang veineux systémique, plus
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riche en CO: et moins oxygéné que le sang artériel, subit une diffusion nette d’O: vers les
capillaires pulmonaires et de CO: vers les alvéoles, assurant ainsi les échanges nécessaires a

I’hématose (Menche, 2014 ; Aung et al., 2019).
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Figure 4 : Coupe d’une alvéole pulmonaire et détail de la membrane alvéolocapillaire (Tortora

and Derrickson, 2017).
4.2.VOLUMES PULMONAIRES ET RESPIRATOIRES

Lors d’un cycle respiratoire, environ 500 mL d’air (volume courant) pénétrent dans les voies
respiratoires, avec une ventilation minute estimée a 7,5 L répartie sur 14 a 16 cycles chez
I’adulte sain. Environ deux tiers de ce volume atteignent les alvéoles, tandis que le reste reste
piégé dans 1’espace mort anatomique (larynx, trachée, bronches), sans participer aux échanges
gazeux. En respiration forcée, des volumes additionnels (réserves inspiratoire et expiratoire)
peuvent étre mobilisés, formant des capacités pulmonaires, dont la capacité vitale représentant

le volume maximal mobilisable (Menche, 2014).

4.3.HISTOLOGIE
L architecture du poumon montre une zone conductrice qui commence par la trachée et
se termine aux bronchioles terminales. Elle inclut les cavités nasales, le nasopharynx, le larynx
et la trachée, puis, a I’intérieur du poumon, les bronches principales, lobaires (secondaires) et
segmentaires (tertiaires). Celles-ci sont progressivement dépourvues de cartilage a mesure
qu’elles se ramifient en bronchioles (Menche, 2014 ; Khan & Lynch, 2018). Les bronchioles




CHAPITRE 1 RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

terminales marquent la fin de la portion conductrice et débouchent sur les bronchioles
respiratoires, début de la zone respiratoire (Khan & Lynch, 2018).

4.3.1. Structure cellulaire
La muqueuse de la zone conductrice est tapissée majoritairement d’un ¢épithélium
pseudostratifié cylindrique cilié (Figure 5, composé de :
o Cellules ciliées : assurent le transport mucociliaire (défense pulmonaire) ;
o Cellules caliciformes : sécretent le mucus et diminuent progressivement dans les voies
distales ;
e Cellules club : remplacent les caliciformes dans les bronchioles respiratoires ;
o Cellules basales : cellules souches de 1’épithélium ;
e Cellules en brosse : peu nombreuses, pourraient avoir un réle de chimiorécepteurs (Khan
& Lynch, 2018) ;
o Cellules neuroendocrines (Kulchitsky) : sécrétent des catécholamines et des polypeptides
tels que la sérotonine et la calcitonine (Khan & Lynch, 2018).
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Figure 5: Structure histologique du poumon (Khan & Lynch, 2018).
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4.3.2. BRONCHIOLE RESPIRATOIRE

Zone de transition entre la conduction et la respiration, ou commencent les échanges gazeux.
Elle ressemble a la bronchiole terminale mais ses parois sont interrompues par de nombreuses
alvéoles. Bordée d’un épithélium cuboide cilié, les cils peuvent étre absents en zone distale.

Des cellules de Clara non ciliées, devenant dominantes distalement, y sont présentes.

L’épithélium est dépourvu de cellules caliciformes. Le tissu sous-jacent contient muscles lisses
et fibres €lastiques. Vers ’extrémité, la bronchiole se divise, se rétrécit, et le nombre d’alvéoles

augmente (Khan and Lynch, 2018).
4.3.3. CANAUX ALVEOLAIRES

Issus des bronchioles respiratoires, ils ne possedent pas de paroi propre et sont formés par des
ouvertures d’alvéoles. Ils se terminent en sacs alvéolaires puis en alvéoles. Ils sont entourés de
cellules musculaires lisses, de collagéne et de fibres élastiques. Des muscles lisses de type
sphincter régulent I’air entrant. Ces muscles disparaissent en zone distale. La structure est alors

soutenue uniquement par des fibres élastiques et réticulaires (Khan and Lynch, 2018).
4.3.4. ALVEOLES

Sacs aeriens de 200 pum de diamétre, unités fonctionnelles des poumons, sites principaux
d’échange gazeux. Il y en a environ 300 millions. Disposées en grappes, elles s’ouvrent sur les
canaux alvéolaires et sont bordées de pneumocytes. La barriere alveéolocapillaire, tres fine,

permet les échanges rapides d’oxygene et de CO.. Deux types de cellules :

e Pneumocytes de type | : aplatis, couvrent 90 a 97 % de la surface, assurent les
échanges.

e Pneumocytes de type Il : cuboides, produisent le surfactant et peuvent se différencier
en type | (Menche, 2014 ; Khan and Lynch, 2018).

« MACROPHAGES ALVEOLAIRES Provenant des monocytes sanguins ou par
mitose locale, ils phagocytent poussieres, bactéries et particules. Présents dans les
alvéoles et les septas interalvéolaires, ils migrent vers les bronches, sont piégés dans le

mucus et évacués par les cils jusqu’au pharynx (Khan and Lynch, 2018).
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Présentation de I’étude

Dans un contexte ou les effets indésirables des médicaments de synthése suscitent une
préoccupation croissante, la recherche de solutions thérapeutiques naturelles, sures et efficaces,
devient une priorité. Les plantes médicinales, riches en composes bioactifs, représentent une
alternative prometteuse, notamment dans le traitement symptomatique de la toux et des

affections respiratoires

Ce travail a pour objectif d’évaluer in vitro et in vivo une formulation antitussive a base de la

résine de pin d’Alep (Pinus halepensis)
L’¢tude a eu lieu dans divers centres spécialisés :

+ L’étude in vitro La formulation du sirop antitussif a base de la résine de pin d’Alep dans le
laboratoire d’analyse au niveau de bloc C de la faculté des sciences vétérinaire de
I’université Blida 1

+ Au niveau du laboratoire PFE de I'Université de Saad Dahleb Blida 1 et au laboratoire de
contréle de qualité P.L.1, les parametres physico-chimiques et biologiques de la formulation
sirop ont été étudiés, incluant : Des analyses sensorielles et physico-chimiques (densité,
volume, pH et Conductivité....)

+ L’étude in vivo sur des rats de souche wistar a été réalisée dans un box de la station
expérimental de la faculté SNV de I'université de Blida 1 ou on a suivi I’évolution pondérale
des rats traités

+ L’étude macroscopique et microscopique des poumons a été réalisée a 1’aide de deux
colorations histologiques : Hématoxyline-Eosine (HE) et Trichrome au niveau du
laboratoire d’anatomie et cytologie pathologie de Dr Ouled Slimane Karim et CHU BEO
Alger. A travers cette étude on a cherché la tolérance biologique du modeéle animale qui est
traité par ’antitussif en mettent 1’accent sur son impact éventuel su le parenchyme

pulmonaire a travers une étude histologique
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Chapitre 2 : Matériel et méthodes

1. Matériel
1.1.Matériel biologique
1.1.1. Matériel végétale
Dans le cadre de cette étude, nous avons utilisé la résine de pin d’Alep (Pinus halepensis) pour
formuler notre sirop. Le sirop formulé a été conservée au réfrigérateur, dans des récipients
hermétiques a I’abri de la lumiere, jusqu’au début des expérimentations.
1.1.2. Animaux et conditions d’élevage
Nous avons testé I'innocuité du sirop sur un modele animale le rat male de souche Wistar.
Dans cette étude, 10 rats males de souche Wistar, agés de 09 semaines et pesant entre 200 et
220 g, ont été obtenus de I'Institut Pasteur d’Algérie. Les animaux ont été maintenus dans des
conditions identiques : un cycle lumiére/obscurité de 12 heures, une humidité relative de 65,3
% et une temperature ambiante de (25 £ 2) °C. Ils ont eu un acces libre a ’eau et a une
alimentation standard. L’expérimentation s’est déroulée sur une durée de 15 jours.
1.2.Materiel non biologique
Le matériel non biologique utilisé dans cette étude est constitué de verrerie classique,
appareillages et réactifs chimiques du laboratoire d’anatomopathologie (annexel).
2. Méthodes
2.1.Etude in vitro
2.1.1. Caracteéristiques sensorielles
L’¢évaluation sensorielle de la formulation a porté sur quatre volets principaux : I’aspect, la
couleur, ’odeur et le gott.
o Observation visuelle : appréciation de la limpidité, de la texture et de ’homogénéité de
la solution.
« Evaluation de la couleur : détermination de la teinte dominante et de son intensité.
e Analyse olfactive : caractérisation de I’odeur a I’aide d’une évaluation directe par voie
nasale.
e Appréciation gustative : estimation de la saveur générale (sucrée, amere, résineuse, etc.)
et de I’acceptabilité organoleptique du sirop
2.1.2. Caractéristiques physicochimiques
Les analyses physicochimiques ont été réalisées dans le cadre de notre travail au laboratoire de

I’Université Saad Dahleb — Blida 1 ainsi qu’au laboratoire de controle de qualité P.L.I a Chéraga
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(Alger), dans le but de caractériser la formulation a base de résine de Pinus halepensis. Les
parametres suivants ont été évalues :

2.1.2.1. Densité

La densité a été déterminée par méthode gravimétrique, en utilisant une fiole jaugée de 10 mL
(type Georgi) et une balance de précision. Aprés pesee de la fiole vide, celle-ci a été remplie
avec un volume connu de la formulation, et la densité a été calculée selon la formule :

p=m\V

ou :

e p =densité (g/mL)

e m=masse du liquide (g)

eV =volume (mL)

2.1.2.2. Volume

Le volume utilisé pour la mesure de densité a été rigoureusement controlé a ’aide d’une fiole
jaugée de 10 mL, garantissant une precision dans les calculs. Ce parametre a aussi servi a
standardiser les essais sensoriels et analytiques.

2.1.2.3. pH

Le pH a été mesuré par deux méthodes complémentaires :

e Une estimation visuelle préliminaire a 1’aide de papier pH, aprés dép6t d’une goutte de
la formulation.

e Une mesure précise effectuée a I’aide d’un pH-meétre électronique étalonné, dont
I’¢lectrode a été directement immergée dans la formulation pour obtenir une valeur
exacte du pH.

2.1.2.4. Conductivité

La conductivité électriqgue a été mesurée a I’aide d’un conductimétre, afin d’estimer la
concentration ionique de la solution et d’évaluer sa stabilité électrochimique.

2.1.2.5. Solubilité

La solubilité de la formulation dans différents solvants (eau, éthanol, glycérol) a été observée
qualitativement afin de déterminer sa compatibilité avec les excipients hydrophiles et lipophiles
utilisés. L’aspect homogene ou biphasique a été noté, ainsi que la présence éventuelle de dépots

ou de turbidité.
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2.2. Etude pharmacotoxicologique « in vivo »

2.2.1. Conditions d’hébergement et acclimatation

Dix rats albinos Wistar (n = 10) ont été répartis en deux groupes (t¢émoin et traité, n =5 chacun)
et logés dans des cages en polyéthyléne, avec acces ad libitum a une alimentation standard et a
de I’eau potable. Les conditions environnementales ont été controlées (25 °C, photopériode
naturelle), et la litiere renouvelée quotidiennement. Chaque animal a été identifié par un
marquage codé sur la queue. Une période d’acclimatation de 14 jours a été observée, avec pesée

quotidienne.
2.2.2. Protocole expérimental

Une étude de toxicité aigué par voie orale a été conduite sur 16 jours. Le lot témoin a recu
0,5 mL/jour d’eau distillée, tandis que le lot traité a recu 0,5 mL/jour de sirop a base de résine
de Pinus halepensis, par gavage a 1’aide d’une seringue et d’une sonde gastrique. Les rats ont
¢été a jeun avant chaque administration afin d’assurer une absorption optimale. La répartition
des rats a ¢té faite en fonction du poids afin d’assurer I’homogénéité entre les groupes.

L’évolution pondérale et I’état clinique des animaux ont été suivis tout au long de I’étude.
2.2.3. Prélévements sanguin et d’organes

Aprés 15 jours de traitement, les deux groupes de rats ont été sacrifiés. La veille, les animaux
ont été mis a jeun afin de réduire les variations métaboliques. Le sacrifice a été réaliseé par
décapitation. Les poumons ont été prélevés avec précaution apres dissection, rincés a 1’eau, puis
immédiatement pesés a 1’aide d’une balance de précision afin d’évaluer I’éventuel impact du
traitement sur la masse pulmonaire. Chaque échantillon a ensuite été placé dans un flacon
identifié contenant du formol a 10 % pour assurer une conservation optimale des tissus en vue

de I’analyse histologique.

2.2.4. Analyse des parametres biochimiques
Les parameétres biochimiques ont été évalués a I’aide de kits réactifs commerciaux fournis par

Biomeghreb, en utilisant un analyseur manuel.

2.2.4.1. Aspartate Aminotransférase (GOT/ASAT)

L’activité de D’aspartate aminotransférase (GOT/ASAT) a été déterminée par méthode
cinétique. La réaction enzymatique est initiée par I’ajout de ’échantillon au réactif, selon le

mécanisme suivant :
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e GOT:
2-oxoglutarate + L-Aspartate — Glutamate + Oxaloacétate
e MDH:

Oxaloacétate + NADH + H" — Malate + NAD"

L’oxydation du NADH est mesurée spectrophotométriquement, permettant une évaluation

quantitative de I’activité enzymatique.

2.2.4.2. Glycémie

La glycémie a été déterminée par une méthode enzymatique utilisant la glucose oxydase. Le
glucose est oxydé en acide gluconique et en peroxyde d’hydrogéne (H20-), qui réagit ensuite
avec un chromogeéne en présence de peroxydase, formant un compose colore. L’intensité de la
coloration, mesurée spectrophotometriquement, est proportionnelle a la concentration de

glucose.

Réactions enzymatiques :
Glucose + O2 — (Glucose oxydase) — Acide gluconique + H20-

H20: + Chromogene — (Peroxydase) — Compose coloré

2.3 Etude histologique des poumons

L’étude histopathologique de poumons a été réalisee au laboratoire d’anatomie et cytologie

pathologique Dr Ouled Slimane Karim de Blida, en suivant un protocole standard

2.3.1 Etude Macroscopique

Les organes ont été examinés a I’ceil nu afin d’évaluer leur état macroscopique en prétant une
attention particuliére a la présence éventuelle d’anomalie visibles telles que la congestion, la
décoloration ou la formation de nodules les échantillons ont ensuite été délicatement coupés en
petits fragments afin de les mettre dans des cassettes d’inclusion en vue de I’analyse
histologique

2.3.2 Etude Microscopique

L’étude microscopique avait pour objectif d’évaluer 1’état des tissus pulmonaires a partir des
organes fixés dans une solution de formol a 10 %. Apres fixation, les échantillons ont été
transformés en lames histologiques, selon un protocole standard en plusieurs étapes (cf. Annexe

X pour le détail des procédures).
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2.3.2.1.Circulation

La circulation a été réalisée a I’aide d’un automate histologique, et comprend trois phases

principales :

o Déshydratation : élimination progressive de 1’eau intracellulaire par immersion dans
des bains d’éthanol a concentrations croissantes (70°, 90°, 95°, 100°).

« Eclaircissement : remplacement de 1’éthanol par du xyléne, solvant miscible avec la
paraffine.

« Imprégnation : infiltration des tissus avec de la paraffine fondue a 60 °C, permettant
leur solidification.

Figure 6 : Automate de circulation (originale 2025)

2.3.2.2.Inclusion et microtomie

Les tissus imprégnés ont été inclus dans des blocs de paraffine a ’aide de moules chauffés.
Apreés solidification, ces blocs ont été sectionnées au microtome rotatif, produisant des coupes
fines de 3 a5 um. Les coupes ont été flottées dans un bain-marie, fixées sur des lames de verre,

puis sechées dans une étuve.

2.3.2.3.Colorations histologiques

Deux types de colorations ont été réalisés pour analyser les structures tissulaires :
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« Hématoxyline-Eosine (H&E) : met en évidence les noyaux (bleu-violet) et le
cytoplasme/protéines (rose).
« Trichrome de Masson : différencie les tissus conjonctifs, avec le collagéne en vert, les

fibres musculaires en rouge et les noyaux en bleu.

Les étapes détaillées de déparaffinage, réhydratation, coloration, déshydratation et montage

sont disponibles en Annexe 3.
2.3.2.4.0bservation microscopique

Les lames ont été observées au microscope optique a lumiere transmise, avec des
grossissements x10 et x40, afin de mettre en évidence les structures normales ainsi que

d’éventuelles 1ésions histopathologiques (congestion vasculaire, infiltrats inflammatoires, etc.)

2.4.  Etude Statistique

Les valeurs du poids pondérale et le poids du poumon et les parametres biochimiques ont éeté
analysees statistiquement par statistica version 10 en comparent le lot témoin par le lot traité
par le sirop antitussif de Pinus halepensis. Les résultats obtenus sont représentés

graphiquement. Les valeurs sont données par la moyenne £I’écart type, une valeur p
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Chapitre 3 : RESULTATS ET DISCUSSION

1. Résultat de I’étude in vitro
1.1. Résultat de I’étude physicochimique

2.1. Caractéristiques sensorielles du sirop a la gomme de pin d’Alep

Résultats des analyses physico-chimiques de la solution

Analyse Résultat
Aspect macroscopique Solution liquide, transparente, homogéne
Odeur Fraiche, aromatique, légérement piquante,

caractéristique des huiles essentielles.

pH 6,53
Densité 1,119590 g/mL
Conductivité 8,09 ms

Test de stabilité physique par centrifugation

e Aprés centrifugation, la solution est restée parfaitement limpide, homogene
et sans aucune phase séparée visible.

e Aucune précipitation, sédimentation ou trouble n’a été observé.

Ce résultat indique que la formulation présente une bonne stabilité physique a court et
moyen terme, et qu’elle peut résister a des conditions mécaniques modérées (agitation,

transport).

La solution de sirop antitussif s’est présentée sous forme liquide, homogéne et préte a
I’emploi. Son odeur fraiche et aromatique témoigne de la présence caractéristique du pin
d’Alep. Les analyses physico-chimiques ont révélé un pH de 6,63, une densité de 1,109
g/mL et une conductivité de 8,17 mS, indiquant une bonne dispersion ionique de la
formulation. Le test de centrifugation (3000 tr/min pendant 15 minutes) n’a mis en
évidence ni séparation de phase ni précipitation, traduisant une stabilité physique
satisfaisante.

Ces résultats démontrent que la formulation répond aux exigences de qualité définies par

la Pharmacopée Européenne pour les solutions buccales. Le pH, légérement acide, est
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conforme aux normes visant a prévenir toute irritation de la muqueuse orale. La densité
élevée suggere un bon équilibre entre les phases aqueuse et huileuse, garantissant ainsi une
homogénéité optimale. La conductivité confirme la bonne répartition des composants
ionisables, critére important pour I’efficacité antiseptique. Enfin, I’absence d’instabilité
aprés centrifugation confirme la conformité de la préparation aux criteres de stabilité

imposes par les monographies et méthodes analytiques de la Pharmacopée.
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2. Résultat de I’étude pharmaco toxicologique in vivo

Cette section présente les résultats de 1’étude in vivo, accompagnés de 1’analyse des variations
du poids corporel, de la masse pulmonaire, ainsi que des paramétres biochimiques (ASAT,
ALAT et glycémie). Elle inclut également 1’interprétation des données histologiques a travers

I’examen des planches microscopiques du tissu pulmonaire.

2.1.Effet du traitement sur I’évolution pondérale

La Figure 7 présente I’évolution pondérale des rats suivie tout au long de la période
expérimentale, en comparant les deux groupes étudiés : le groupe témoin et le groupe traité par
la formulation antitussive a base de résine de pin d’Alep.

Les mesures du poids corporel ont été réalisées quotidiennement (de J1 a J15), permettant
ainsi d’apprécier I’effet potentiel de ’administration répétée de la formulation sur la croissance
des animaux. Les résultats montrent une eévolution pondérale similaire dans les deux groupes,
sans différence statistiquement significative. Cette stabilité du poids corporel chez les animaux
traités suggere 1’absence d’effet toxique apparent de la formulation sur le métabolisme général

ou I’appétit au cours des 15 jours de traitement.

Least Squares Means (some means not estimable)
Current effect: F(14, 119)=1,4863, p=,12638
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Figure 7 : Variation du poids corporel moyen (g) des rats témoins et traités.
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2.2.Effet du traitement sur le poids des poumons

La Figure 8 montre les résultats du poids moyen du foie obtenues a la fin de la période

expérimentale chez les lapins témoins et traités par la formulation antitussif.

DOSE; LS Means
Current effect: F(1, 8)=2,2618, p=,17101
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Figure 8 : Variation du poids moyen des poumons (g) des rats témoins et traités

Le poids moyen des poumons a été légérement plus élevé chez les rats traités par le sirop a base
de résine de pind’Alep (1,62 g) comparé au groupe témoin (1,52 g). Cependant, cette différence
n’est pas statistiquement significative, comme I’indique la valeur de p = 0,17 (F(1,8) = 2,26),

bien au-dessus du seuil de 0,05.

Cette augmentation non significative pourrait refléter une variabilité individuelle ou un effet
physiologique mineur du traitement, sans que cela ne traduise nécessairement une altération
pathologique des poumons. En I’absence d’autres signes de congestion, d’inflammation ou
d’cedémes pulmonaires (cliniques ou histologiques), ces données ne permettent pas de conclure

a une atteinte pulmonaire significative
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2.3.Effet du traitement sur les parametres biochimiques
Les résultats biochimiques des taux plasmatiques des marqueurs de la fonction hépatique
ont montré que le traitement par la formulation sirop a base de résine de pin d’Alep affecte

certains paramétres biochimiques.

2.3.1. Glycémie a jeun (g/L)
Le graphique (Figure 9) présente la variation de la glycémie & jeun (en g/L) chez les deux
groupes témoin et traité par la formulation antitussive a base de résine de pin d’Alep. Chaque

barre représente la moyenne + I’intervalle de confiance a 95 %.

DOSE; LS Means
Current effect: F(1, 8)=2,0079, p=,19422
Effective hypothesis decompostion
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Figure 9 : Variation du taux plasmatique de glucose chez les rats témoins et traités.

e Legroupe témoin affiche une glycémie moyenne d’environ 1,6 g/L, tandis que le groupe
traité présente une valeur légérement inférieure, autour de 1,3 g/L.
e Une légere diminution de la glycémie est donc observée chez les animaux traités.
o Cependant, cette différence n’est pas statistiquement significative, comme 1’indique la
valeur de p = 0,19422 (> 0,05), avec un F(1,8) = 2,0079.
Bien que ’administration de la formulation antitussive semble induire une tendance a la baisse
de la glycémie a jeun, aucun effet hypoglycémiant significatif n’est mis en évidence dans les
conditions expérimentales de cette étude. La formulation ne semble donc pas perturber de

maniére notable le métabolisme glucidique chez les rats sains apres 15 jours de traitement.
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2.3.2. Activité Enzymatique de I’Aspartate Amino-Transférase (ASAT)

La Figure 10 présente les niveaux moyens d’ASAT (Aspartate Aminotransférase) chez les rats
des deux groupes : témoin et traité par le sirop a base de résine de pin d’Alep, apres 15 jours
d’administration.

Le groupe témoin présente une valeur moyenne d’ASAT avoisinant 90 U/L, avec un intervalle
de confiance modéré. Le groupe traité montre une élévation notable de I’activité ASAT,
atteignant une moyenne proche de 190 UJ/L. Cette augmentation est statistiguement
significative comme I’indique le test ANOVA avec F(1,8) =5,3853 et p = 0,04887 (< 0,05).

Figure 10 : Variation du taux plasmatique ASAT chez les rats témoins et traités.

L’administration prolongée du sirop antitussif a base de résine de pin d’Alep a induit une
¢lévation significative de I’ASAT, suggerant une légere atteinte hépatique ou une réaction de
stress hépatocellulaire. Cette enzyme étant principalement localisée dans les mitochondries des
cellules hépatiques, sa libération dans le sang reflete une altération de la membrane

hépatocytaire, probablement transitoire et modérée. Un suivi parallele des ALAT et une analyse
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2.3.3. Activité enzymatique de I’Alanine Amino-Transférase (ALAT)

La figure 11 illustre une augmentation marquée de 1’activité de 1’alanine aminotransférase
(ALAT ou TGP) chez les rats traités par la formulation antitussive a base de résine de pin
d’Alep, comparativement au groupe témoin. Le groupe traité présente une moyenne

enzymatique d’environ 220 U/L, contre 70 U/L chez les témoins.

DOSE; LS Means
Current effect: F(1, 8)=22 479, p=,00146
Effective hypothesis decompostion
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Figure 11 : Variation du taux plasmatique ALAT chez les rats témoins et traités.

Cette différence est hautement significative sur le plan statistique, comme le montre la
valeur de p = 0,00146 (F(1,8) = 22,479), bien inférieure au seuil de 0,05. L’ALAT étant une
enzyme cytoplasmique hépatique sensible aux dommages hépatiques précoces, cette
augmentation reflete probablement une cytolyse hépatique modérée, suggérant que le

traitement prolongé pourrait avoir un effet hépatotoxique léger a modére.
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2.3.4. Activité enzymatique du gamma GT (yGT)

La figure 12 illustre une augmentation marquée de 1’activité de la GGT chez les animaux traités
(3 £...) par rapport au groupe témoin (1,14 £ ...). Toutefois, cette augmentation n’a pas atteint
le seuil de signification statistique (p = 0,08 ; F(1,8) = 3,82), suggérant une tendance a

I’augmentation, mais non concluante au seuil classique de 5 %.

DOSE; LS Means
Current effect: F(1, 8)=3,8248, p=,08623
Effective hypothesis decompasition

Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Figure 12 : Variation du taux plasmatique gamma GT chez les rats témoins et traités.

L'activité de la gamma-glutamyl transférase (GGT), enzyme hépatique impliquée dans le
métabolisme du glutathion et considérée comme un marqueur de stress oxydatif ou d’atteinte

hépatique, présente une élévation dans le groupe traité comparativement au groupe témoin.

Cette augmentation suggere une induction enzymatique potentiellement liée a une
stimulation hépatique ou a une réponse au traitement administré. Toutefois, I’analyse statistique
(F(1,8) = 3,82 ; p=0,08) indique que cette différence n’est pas statistiquement significative au

seuil conventionnel de 5 % (p > 0,05).

L’ensemble des parametres biochimiques étudiés met en évidence une altération modérée

de la fonction hépatique chez les rats traités par le sirop formulé a base de résine de pin d’Alep.
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L’activité de I’alanine aminotransférase (ALAT), enzyme hépatique cytoplasmique tres
sensible aux lésions hépatiques, est significativement augmentée dans le groupe traité (220 U/L
contre 70 U/L ; p = 0,00146). Cette élévation marquée témoigne d’une cytolyse hépatique

probable, traduisant une atteinte directe des hépatocytes.

L’aspartate aminotransférase (ASAT), bien que moins spécifique au tissu hépatique,
présente également une augmentation significative (190 U/L contre 90 U/L ; p = 0,04887),

renforcant I’hypothese d’une souffrance hépatique associée au traitement.

Quant a lactivité de la gamma-glutamyl transférase (GGT), elle est plus élevée dans le
groupe traité (3 U/L contre 1,14 U/L), mais cette différence n’est pas statistiquement
significative (p = 0,08). Cette tendance pourrait néanmoins refléter une induction enzymatique
d’origine hépatobiliaire ou une réponse adaptative a un stress oxydatif, fréquemment observée

avec les extraits phytothérapeutiques.

Dans leur ensemble, ces résultats suggerent que le sirop a base de résine de pin d’Alep
pourrait induire une toxicité hépatique légere a modérée en cas d’administration prolongée.
Toutefois, ’absence de significativité statistique pour la GGT et la nature végétale du traitement
appellent a une interprétation prudente. Il serait donc pertinent de compléter ces donnees
biochimiques par des analyses histopathologiques du foie, afin de confirmer ou d’exclure la

présence de lésions tissulaires.
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1.3.Résultats histologiques

Notre travail est basé sur I’étude des variations histologiques au niveau des poumons des
lapines apres un traitement de 15 jours par une formulation antitissuf a base de resine de pin
d’alep.

Les résultats suivants regroupent 1’étude histologique de plusieurs parties du parenchyme
pulmonaire, des deux lots de ’expérimentation le lot témoin et le lot traité par le sirop a
différents grossissements (x4, x10, x40).

Afin de rechercher I’effet de la supplémentation vitaminique sur le parenchyme pulmonaire
nous avons utilisé deux colorations topographiques : la coloration de routine en anatomie
pathologie I’hématoxyline éosine (HE) et le trichrome de Masson.

+ L’hématoxyline éosine : est une coloration de base qui colore en bleu les noyaux et

en rose le compartiment cytoplasmique ;

+ Le trichrome de Masson permet de reconnaitre les différents tissus, le cytoplasme, le

noyau et les principales inclusions cytoplasmiques. Cette coloration topographique

permet de coloré les noyaux (chromatine et nucléole) en bleu foncé a noir; le
cytoplasme en rouge ; les globules rouges et les granulations éosinophiles en rouge ; le
collagéne en bleu et les muscles en rouge.

1.3.1. Histologie du poumon chez les rats témoins

L’observation des coupes histologiques du parenchyme pulmonaire des lapines témoins
(Planche 1 et 2) révéle une architecture tissulaire normale, avec des structures bien organisées

et intactes. On distingue les éléments suivants :

e La bronchiole (br), identifiable par sa lumiére bordée d’un épithélium cylindrique
pseudostratifié cilié, riche en cellules a villosités, assurant le transport du mucus. La
bronchiole respiratoire, plus fine, se prolonge par des canaux alvéolaires débouchant
sur des sacs alvéolaires (SA).

e Le parenchyme alvéolaire (AV) est constitué de cloisonnements inter alvéolaires fins
et de structures alvéolaires bien individualisées, assurant une large surface d’échange
gazeux. Les alvéoles pulmonaires apparaissent ouvertes, bordées par des cellules
épithéliales aplaties (pneumocytes) de type | (P), intercalées de quelques pneumocytes

de type Il
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PLANCHE 1 : Histologie de parenchyme pulmonaire chez le lot témoin (coloration HE,
grossissement x10 (A) et x40 (B).
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PLANCHE 2 : Histologie de parenchyme pulmonaire chez le lot témoin (coloration
Trichrome de Masson, grossissement x10 (A) et x40 (B).
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1.3.2. Histologie du poumon chez les rats traités

L’observation des coupes histologiques du parenchyme pulmonaire des rats traités pendant 15
jours par le sirop antitussif (Planche 3 et 4) montre une architecture tissulaire globalement
conserveée, avec des structures bien reconnaissables et une organisation comparable a celle des

témoins. Toutefois, de légeres altérations inflammatoires sont observées.
On distingue les éléments suivants :

e La bronchiole (br) présente une lumiére bordée d’un épithélium cylindrique
pseudostratifié cilié, riche en cellules a villosités, sans désorganisation apparente. Elle
se prolonge par des bronchioles respiratoires conduisant aux canaux alvéolaires, qui

débouchent sur des sacs alvéolaires (SA) bien individualisés.

e Le parenchyme alvéolaire (AV) reste dans I’ensemble intact, bien que ’on note une
congestion modéree des capillaires périalvéolaires, accompagnée d’une augmentation
du diameétre des alvéoles pulmonaires. Les alvéoles demeurent ouvertes, tapissées par
des pneumocytes de type I (P) aplatis, entrecoupés de rares pneumocytes de type II,

témoignant du maintien des structures responsables des échanges gazeux
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PLANCHE 3 : Aspect histologique du poumon chez les rats traités par le sirop antitussif.
Grossissement : Gx10 (A), Gx40 (B. Coloration HE. Légende : Une structure normale de la
bronche intra pulmonaire (br) avec une infiltration lymphoplasmocytaire (I) modérée des
capillaires péri alvéolaires. Elargissement des alvéoles pulmonaires (4).

35

——
| —



CHAPITRE 3 RESULTATS ET DISCUSION

S

PLANCHE 4 : Aspect histologique du poumon chez les rats traités par le sirop antitussif.
Grossissement : Gx10 (A), Gx40 (B. Coloration Trichrome de Masson. Légende : Une
structure normale de la bronche intra pulmonaire (br) avec une congestion modérée des
capillaires périalvéolaires. Elargissement des alvéoles pulmonaires (#).
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Discussion

L’objectif principal de cette étude était d’évaluer I’innocuité d’une formulation antitussive a
base de résine de Pinus halepensis (pin d’Alep), espece bien connue pour sa richesse en
terpénes, flavonoides et acides phénoliques, et largement utilisée en phytothérapie pour ses
propriétés antimicrobiennes, expectorantes, antiseptiques et anti-inflammatoires (Benkhaled et
al., 2014 ; EI-Azzouny et al., 2011 ; Sarri et al., 2020).

1. Etude in vitro : qualité galénique et acceptabilité

Les résultats de 1’analyse sensorielle ont confirmé une bonne acceptabilité du sirop, caractérisée
par une couleur homogene, une consistance fluide et une odeur agréable. Ces éléments sont
conformes aux criteres d’acceptabilité pour les formulations a usage oral en phytothérapie
(Zerroug et al., 2021).

Par ailleurs, les parametres physicochimiques (pH, viscosité, densite) étaient conformes aux
normes galéniques, soutenant la stabilité du sirop et son bon potentiel d’administration (Miara
et al., 2019).

2. Etude in vivo : tolérance générale et effets métaboliques

a. Evolution pondérale et poids des poumons

L’évolution du poids corporel des rats n’a pas montré de différence significative entre les
groupes témoin et traité, suggérant une absence d’effet délétere sur le métabolisme énergétique,
I’appétit ou I’état général des animaux. Ce constat est cohérent avec les résultats obtenus par
Zerroug et al. (2021), qui ont étudié I’innocuité de la résine de P. halepensis sur les fonctions
métaboliques.

De méme, I’augmentation non significative du poids pulmonaire (p = 0,17) dans le groupe traité
ne refléte pas une atteinte pulmonaire manifeste, d’autant plus qu’aucune altération histologique
Majeure n’a été observée.

b. Parametres biochimiques hépatiques

Les enzymes hépatiques ALAT et ASAT ont montré une élévation significative chez les rats
traités, indiquant une cytolyse hépatique modérée. Ces résultats sont compatibles avec ceux
rapportés par Ghaffari et al. (2019), qui ont observé un stress oxydatif modéré induit par
certains composés de P. halepensis, notamment les terpénes.

L’¢lévation de la GGT, bien que non significative (p = 0,08), pourrait refléter une induction

enzymatique hépatobiliaire ou une réponse adaptative au stress (Sarri et al., 2020).
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Concernant la glycémie, aucune différence significative n’a été constatée entre les deux
groupes. Cela suggeére que la formulation n’altére pas significativement le métabolisme
glucidique, en accord avec les données de Benderradji et al. (2015) qui indiquent que les
extraits de résine ne perturbent pas la glycémie chez le rat sain.

3. Etude histologique pulmonaire

L’analyse des coupes histologiques pulmonaires montre une architecture tissulaire globalement
conservée dans le groupe traité, avec uniquement des signes légers : congestion capillaire
modérée et élargissement des alvéoles. Ces anomalies mineures ne semblent pas traduire une
atteinte pathologique sérieuse et pourraient correspondre a une réponse physiologique
passagére au traitement, comme cela a été décrit dans des essais similaires (Zerroug et al.,
2021 ; Sarri et al., 2020).

Dans I’ensemble, la formulation antitussive a base de résine de Pinus halepensis semble bien
tolérée chez le rat, sans effet toxique systémique manifeste. Toutefois, les signes modérés
d’altération hépatique justifient un usage prudent en cas d’administration prolongée. Ces
résultats confirment I’intérét thérapeutique traditionnel de la résine, tout en appelant a une
évaluation plus approfondie de sa securité hepatique, notamment via 1’histopathologie
hépatique (Benkhaled et al., 2014 ; Ghaffari et al., 2019 ; Sarri et al., 2020).
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Conclusion et perspectives

Les résultats obtenus dans cette étude confirment la bonne tolérance du sirop antitussif formulé
a base de résine de Pinus halepensis, administré par voie orale a des rats Wistar dans le cadre
d’un protocole de toxicité subaigué. L’absence de signes cliniques de toxicité ou de mortalité,
associée a des modifications biochimiques modérées et contrdlées (notamment une baisse de la
glycémie et une 1égére élévation des transaminases), témoigne d’une sécurité¢ d’utilisation a
court terme du produit testé. De plus, I’étude histopathologique des tissus pulmonaires a révélé
une préservation globale de I’architecture tissulaire, malgré des altérations mineures non

alarmantes, renforgant ainsi les observations biologiques et cliniques.

Ces resultats soutiennent non seulement la validité de I'usage traditionnel de la résine de P.
halepensis en tant qu’agent antitussif naturel, mais ouvrent également des perspectives

prometteuses pour son développement en phytomédi
cament, notamment dans le traitement symptomatique des affections respiratoires bénignes.

Perspectives

e La poursuite des recherches par des études chroniques a plus long terme est
recommandée afin de confirmer 1’innocuité du sirop sur la durée.

e Il serait pertinent d’évaluer également les effets pharmacodynamiques spécifiques sur
le réflexe de la toux, a I’aide de modéles animaux adaptés.

e Des analyses mécanistiques (in vitro et in silico) pourraient étre envisagées pour
identifier les composés actifs responsables des effets observes.

« Enfin, une évaluation clinique sur des sujets humains représenterait une étape essentielle

vers la valorisation thérapeutique de cette formulation naturelle.
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Adminstration du sirop par voie oral (originale 2025)

La répartition des rats dans les cages (originale2025)

Le suivi pondéral des rats (originale 2025)
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Les étapes de préparation des lames histologiques (originale 2025)
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