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Glossaire des termes scientifiques
Bilabié : (adj) qualifie une structure divisee en deux lévres.
Bractées : (nf) feuille modifiée axillant un axe ou une fleur.
Calice : (nm) verticille externe du périanthe d'une fleur, c'est I'ensemble des sépales.

Cone : n.m. (du latin conus, cbne) ;

1. Appareil reproducteur des Coniféres, généralement en forme de cone, constitué par
un axe porteur d'écailles a l'aisselle desquelles sont localisés les organes males et/ou les

organes femelles.

2. Appellation donnee a I'inflorescence femelle du houblon.

Ellipsoide : volume globalement sphérique présentant un aplatissement aux péles.

Feuilles lancéolées : (adj) en forme de fer de lance.
Feuilles opposées : (adj) qualifie deux feuilles insérées au méme niveau et se faisant face.
Feuilles simples : (adj) qui n'est ni composés ni ramifiée en plusieurs éléments.

Fruit tétrakene : cénocarpe de certaines Lamiales, formé de quatre nucules qui se dissocient a

maturité.

Labié : (adj) (du latin labium, levre), terme qui caractérise une corolle dont les pétales soudés

présentent deux lobes en forme de lévres.
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INTRODUCTION GENERALE

Les leishmanioses constituent un ensemble hétérogene d'affections toutes causées par
des parasites protozoaires appartenant au genre Leishmania. Ces affections constituent un enjeu
majeur pour la santé publique, elles sont distribuées le long des régions tropicales et
subtropicales ainsi que sur le pourtour du Bassin Méditerranéen dont 1’ Algérie, le pays le plus
touché. La maladie représente un large spectre clinique, allant de lésions cutanées bénignes aux
Iésions cutanées et viscérales plus graves [1], imposant a développer des modalités de lutte et de

prévention.

Les dérives stibiés pentavalents demeurent la meilleure arme thérapeutique des leishmanioses.
L’antimoniate de méglumine (Glucantime®) est le traitement de premiere intention
recommandé par I'Organisation mondiale de la santé (OMS) [2].Toutefois, il expose aux risques
indésirables parfois graves tels que ; des asthénies, des céphalées, des icteres, des troubles

hépatiques, des troubles rénaux et notamment des anémies hémolytiques [3].

Actuellement, les plantes médicinales et aromatiques représentent le premier reservoir de
nouvelles molécules dotées d’activités biologiques a intérét thérapeutique [4], elles suscitent un
large intérét dans le domaine scientifique visant la découverte de la complexité des huiles

essentielles élaborees par ces plantes dont Curcuma longa L. et Salvia officinalis L. font partie
[5].

De nombreux travaux de recherche ont mis en évidence les propriétés thérapeutiques de ces
deux espéces aromatiques, notamment la propriété antioxydante, anti-inflammatoire et
antimicrobienne [6]. Néanmoins, leur effet antithémolytique reste encore peu ¢élucidé, c’est ce

gue nous inspire a poser la problématique suivante ;

Est-ce que I’huile essentielle de Curcuma longa L. et de Salvia officinalis L. possede un
pouvoir protecteur sur la membrane des globules rouges contre I’antimoniate de

meéglumine ?

C’est dans le souci de valoriser et d’apporter de nouvelles données sur ces especes que cette
présente étude a été réalisée. Son objectif principal est d’évaluer 1’activité antihémolytique de

I’HE de Curcuma longa L. et de Salvia officinalis L. in vitro.
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En vue de rendre compte de la démarche scientifique adoptée, ce manuscrit comportera deux

grandes parties ;

La premiére partie est une synthese bibliographique qui porte sur trois chapitres ; dans le
premier, nous décrivons les deux especes objet de cette étude point de vue botanique, le
deuxiéme se porte sur les huiles essentielles et leur composition, dans le dernier chapitre, nous

présentons 1’effet hémolytique du Glucantime.

La deuxieme partie consacrée aux travaux experimentaux, suivie par une discussion des
résultats obtenus et enfin, nous cléturons notre travail par une conclusion générale et des

perspectives.
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CHAPITRE | : PRESENTATION DES ESPECES ETUDIEES

I.1. Etude botanique de Salvia officinalis L.

L’herbe sacrée appelée communément « Merymia » est une plante médicinale appréciée depuis
I’Antiquité. On lui attribue de nombreuses propriétés thérapeutiques dont beaucoup sont
plausibles. Certes, cette plante méridionale était d’'une grande importance dans la médecine
médiévale, il fit méme écrit ; « Pourquoi mourrait-il I’homme dont la sauge pousse dans le
jardin ? » [7].

Le genre Salvia faisant partie de la famille des Lamiacées, comprend entre 900 et 1000 espéces,
dont 23 espéces existent en Algérie, y compris Salvia officinalis L. objet de notre étude [8].

Les sauges manifestent des variations morphologiques et génétiques selon leurs origines

géographiques, elles sont aussi bien répandues dans les zones tempérées que subtropicales [9].

Elles sont distribuées dans trois régions principales dans le monde : 530 espéeces en Amérique
centrale et latine, 250 especes en Asie centrale et en régions méditerranéennes, 30 en Afrique
du Sud et 90 especes en Asie de I’Est (figure 1) [10].

300esp ,\{/‘:'7}00 esp \ 5 = AVS \ P
- / R -
™5
/ )/
60 esp /

30 esp

Figure 1 : Répartition géographique du genre Salvia dans le monde selon
WALKER et al. (2004).
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I.1.1. Classification phylogénétique

La position de Salvia officinalis L. dans la systématique des Angiospermes est mentionnée dans

le tableau suivant (tableau I) [11].

Tableau I : Classification phylogénétique APG 11l de Salvia officinalis L. [11].

Reégne
Clade

Clade

Clade

Clade

Clade
Ordre
Famille
Sous-famille
Genre

Espéce

1.1.2. Répartition géographique

Archéplastides

Angiospermes

Dicotylédones vraies

Noyau des Dicotylédones vraies
Astéridées

Lamiidees

Lamiales

Lamiacées

Népétoidées

Salvia

officinalis

Salvia officinalis L. est originaire du bassin méditerranéen ; elle est aujourd’hui cultivée ou

pousse spontanément dans de nombreux pays aux climats tempérés [7]. En Algérie, la sauge

officinale est largement répandue [12].

1.1.3. Description botanique

- Appareil végétatif

La sauge est un sous-arbrisseau vivace aux tiges lignifiées a section carré, avec un fond

blanchatre et vert grisatre au-dessus, atteignant en général une hauteur de 30 a 70 cm.

Les feuilles sont opposées, pétiolées, longues de 3 a 10 cm et larges de 3 cm. Elles sont gris

verdatres veloutées, les bords du limbe sont légerement crénelés [12].
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- Appareil reproducteur

Les fleurs zygomorphes, bilabiées a deux levres ; supérieure bilobée et inférieure trilobée,
regroupees dans des pseudo-verticilles de 5 a 10 fleurs chacune, avec une inflorescence en
glomérules spiciformes et terminales. La longueur du calice peut atteindre les 14 mm, avec des
poils sécréteurs, ponctués de glandes. La corolle est de couleur violette rarement rose a bleu.
[12].

Les fruits sous forme de tétrakene spherique de couleur brun fonceé a noir [12].

1) (2)

Figure 2 : Fleur de Salvia officinalis L. (2) : feuille de Salvia officinalis L. [13].

1.2. Etude botanique de Curcuma longa L.

Curcuma longa L. est une espéce de la famille des Zingibéracées, utilisée en Asie depuis des
siécles pour ses vertus thérapeutiques mais surtout connue comme étant une épice obtenue a
partir du rhizome. Le terme « curcuma » provient de la latinisation de I’arabe « al-kurkum »

signifiant « jaune » [14].

Dans I’ouvrage de Materia Medica, Dioscoride décrit le curcuma comme ; « une plante indienne
proche du gingembre, au go(t amer et qui donne une belle couleur jaune ». Le rhizome était a
priori trés rare en occident a 1’époque, introduit en Europe par les marchants arabes au XlIlle

siécle [14].
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1.2.1 Classification phylogenétique

Tableau Il : Classification phylogénétique APG I1I de Curcuma longa L. [15].

Régne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Liliopsida
Ordre Zingibérale
Famille Zingibéracées
Genre Curcuma
Espéce longa

1.2.2 Répartition géographique

Le genre Curcuma comprend une quarantaine d’especes, originaires et trés répandues dans les
régions d’Asie tropicale et d’Australic septentrionale. Sa distribution est exclusivement
intertropicale, la plus grande diversité dans le genre est observée en Inde, en Birmanie et en

Thailande, beaucoup moins en Chine, en Australie et dans le Pacifique Sud [14].

1.2.3. Description botanique
- Appareil végetatif

Curcuma longa L. est une espéce vivace a courte tige. Le rhizome aromatique est ellipsoide,
charnu et €cailleux, d’environ 5 cm x 2,5 cm, a maturité il présente de nombreux rhizomes
latéraux. La surface externe est gris-jaune, portant la cicatrice des racines tandis que I’intérieur

est jaune orangé [14].

Les feuilles sont larges, pétiolées, lancéolées, alternes et naissent a partir du rhizome, d’une

cinquantaine de centimeétres de long, glabres sur les deux faces [14].

- Appareil reproducteur

L’inflorescence est conique sous forme d’épis issue du rhizome protégée par de grandes
bractées. Les fleurs sont zygomorphes, bisexuées, situées entre les feuilles par paires et
composées de 3 sépales pétaloides et d’un pétale postérieur formant un labelle pétaloide

verdatre ou blanc a sommet rose [14].
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Le fruit du curcuma est une capsule globuleuse, mais il n’est pas produit chez 1’espéce Curcuma

longa L., plante stérile disséminée par le bouturage spontané des rhizomes [14].

Figure 3 : Plante de Curcuma longa L. [16].
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CHAPITRE Il : HUILES ESSENTIELLES

I1.1. Qu’est-ce qu’une huile essentielle ? : Une définition et une réglementation

I1 est actuellement difficile de s’arréter a une définition claire et précise de I’huile essentielle ;
L’ AFNOR (association francaise de normalisation) NT 75-6 (Fev 2006) a donné une définition
officielle de cette derniére, qui doit étre « obtenue a partir d’une matiére premicre d’origine
végeétale : soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par des procédés mécaniques a partir de
I’épicarpe des Citrus, soit par distillation séche, qui est séparée de la phase aqueuse par des

procédés physiques » [5].

11.2. Composition chimique des huiles essentielles

L’HE et essence sont deux substances différentes, en nature et en composition, en raison des
modifications biochimiques que subit I’huile essentielle au cours de son extraction par
distillation de I’essence. On peut ainsi trouver dans une HE des composés que I’on ne trouvait
pas initialement dans la plante, et donc c’est le mode d’extraction qui impose sa composition.
Une HE est composée d’une part des molécules naturellement synthétisées par la plante et
d’autre part, comme nous venons de le voir, des molécules de réarrangement, lors de la
distillation [5].
e Dériveés terpéniques

Ce sont les plus répandus dans les HEs, il s’agit principalement de monoterpenes en C10, de

sesquiterpenes en C15 et de diterpenes en C20 [5] :

- Monoterpenes C10 :

Ly PO

Mono-insaturé (1=) : Camphéne Tri-insaturé (3=) : Myrcéne (assez rare)
HsC-__CHs
CHs
Di-insaturé (2=) : Alpha-terpinéne Aromatique : Para-cymene (thym)
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- Sesquiterpénes C15 : Présents en faible quantité dans les plantes, sauf dans le bois
des arbres [5].

- Diterpenes C20 : Assez rare dans les HEs, présents en faible quantité [5].

- Triterpenes C30 : lls font souvent partie des structures épi-cuticulaires des plantes
aromatiques, et leur structure lourdes fait que leur présence soit aléatoire dans les
HEs, car plus la molécule contient un grand nombre de carbones plus il est difficile

de I’extraire par distillation [5].

e Dérivés des acides aminés

- Lavaline qui conduit a I’isobutanol.

- Laleucine qui conduit & I’iso amyl alcool.

- L’isoleucine qui conduit a I’acide angélique ou a I’acide tiglique.

- Les acides aminés soufrés comme la cystéine qui peut conduire a la formation de
dérivés mono-, di-, tri- ou tétrasulfurés [5].

- L’acide shikimique, contenu dans les plantes conduit a I’acide chorismique d’ou
dérivent des molécules importantes telles cinnamates et dérives du phényl propane,

dérivés salicylés, dérivés coumariniques, méthyl anthranilates [5].

o Dérivés des acides gras : Par exemple de I’acide linoléique en C18.

e Autres:

- Dérivés terpéniques : Exemple : linalol, acétate de linalyle, ociménes...

[e) =
I
o CH; O—C—CHj NS _
|
| CH,
| | H3C CH3 Hac CH3
CH3 CHs
cis trans
Linalol Acétate de linalyle Ocimeénes
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- Dériveés d’acide shikimique : Exemple :

Herniarine

- Dériveés d’acide gras : Exemple :
0
—CHs

GCHj
Jasmone

11.3. Méthodes d’extraction des huiles essentielles

Le principe général d’extraction des HEs est basé sur la différence de solubilité des composés

d’un mélange (solide ou liquide) dans un solvant (liquide ou fluide supercritique).

Une essence ne peut étre définie sans avoir précisé sa méthode d’extraction, d’ailleurs nous
distinguons deux types de techniques classés selon leur période de découverte ; techniques
d’extraction conventionnelles (entrainement & la vapeur d’eau, hydrodistillation, extraction par
solvant volatil, hydrodiffusion, autres...) et techniques d’extraction nouvelles (extraction

assistée par microonde ou par ultrasons, extraction par des fluides supercritiques, autres...) [5].

- Extraction par hydrodistillation

Il s'agit de la méthode la plus simple et de ce fait la plus anciennement utilisée. Son principe
consiste a immerger la matiere végétale dans de 1’eau bouillante contenue dans un ballon ou un
alambic surmonté par un réfrigérant, les molécules odorantes se libérent apres éclatement des
cellules végétales et forment avec la vapeur d’eau un mélange dit azéotropique. Cette vapeur
est ensuite véhiculée vers le condenseur et les huiles essentielles se séparent de 1’eau par

différence de densité a la sortie du réfrigérant (figure 4).
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thermometre

réfrigérant a eau

e

éprouvette graduée

morceaux de plante
de plant
huile essentielle

eau bouillante

chauffe ballon

phase aqueuse

Figure 4 : Principe de la technique de I’hydrodistillation [17].
I1.4. Principaux constituants des HEs du genre Salvia
Plusieurs composés ont été identifiés chez ce genre ; a et B-thuyone, camphre, 1,8-cinéole, a-

humuléne, B-caryophyllene et viridiflorol. Des diterpenes et des triterpénes ; acide carnosique,

acide ursolique, carnosol et tanshinones [18].

o :
0
HyC™ “CH; CHs
Thuyone Acide ursolique 1,8-cinéole
OH
O
Viridiflorol Acide carnosique Camphre Carnosol Tanshinones
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11.5. Principaux constituants des HEs du genre Curcuma

Une grande variation dans la composition des HEs du genre Curcuma a été rapportée dans la
littérature. Il s’agit de sesquiterpénes volatils, monoterpénes, et d'autres composes aromatiques.

Les structures chimiques des principaux composants volatils sont présentées ci-dessous [19] ;

g 40

Zingibérene Alpha curcuméne  Betaturmérone  Beta myrcene Beta caryophylléne
Z O
2N ~
0] 0O

Piperiténone Curzérénone Camphre Curcumol Germacrone
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I11.1. Glucantime

I11.1.1. Présentation de Glucantime

Les piliers du traitement de la Leishmaniose sont les dérivés stibiés de sels pentavalents
d’antimoine : Glucantime®, ce dernier se présente sous forme de 5 ampoules de 5 mL
correspondant a 1,5 g d'antimoniate de méglumine, a reconstituer avec de I'eau pour préparation
injectable, a usage parentéral intramusculaire, intraveineux et intra lésionnel [20]. Selon les
espéces et les régions, les taux de guérison sont généralement de 80 a 100% [21].

111.1.1.1. Dénomination du médicament

GLUCANTIME 1,5 g/5 mL, sous forme d’une solution injectable [20].
111.1.1.2. Classe thérapeutique

Antiparasitaire ; Anti-leishmanies [20].

111.1.1.3. Structure chimique
L’une des deux préparations anti-leishmaniose disponibles est 1’antimoniate de méglumine

(Glucantime®), produit en France. Il s’agit de composés antimoniés pentavalents, de formule

brute C7H1sNOsgSb.

- OH
HO
ol O\ /O/,, OH
Sh
w7\
olo
s N—
NH OH Ho H

> S

Figure 5 : Structure chimique de I’antimoniate de méglumine.

111.1.1.4. Indication
Depuis une cinquantaine d’années, les dérivés pentavalents de 1’antimoine représentent le

traitement de référence des leishmanioses viscerales (LV) et de la majorite des formes

tégumentaires (LT).
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Les schémas d’utilisation de Glucantime® varient d’un pays a I’autre, a l'inverse des pays
anglo-saxons qui utilisent le stibogluconate de sodium (Pentostam ®), produit comparable,
I'antimoniate de N-méthyl glutamine est largement prescrit dans les pays francophones et en
Ameérique du Sud. Le Glucantime est utilisé a des doses plus ou moins fortes, mais toujours en

cures, espacees de périodes de repos destinées a assurer I'élimination de I'antimoine [22].

111.1.1.5. Mode d’action

Le mécanisme d'action de I'antimoine est encore mal illustré, il semblerait que les dérives
d’antimoine stimulent la réponse immunitaire des patients traités [23]. Des actions sur I’ADN
parasitaire et sur les mécanismes de signalisation intracellulaire liés & la phosphatidylsérine ont
été rapportées [24].

Il présente une action inhibitrice sur la synthése d'ATP en inhibant I’enzyme
phosphofructoquinase. Ainsi, une action inhibitrice sur I'oxydation glycolytique et sur le

métabolisme des acides gras du parasite [25].

111.1.1.6. Effets indésirables

Les effets indésirables de Glucantime® couramment rencontrés comprennent les maux de téte,
les nausées, les céphalées, les rashs cutanés et les cedémes. De plus, d’autres signes ont été
rapportés, notamment hémolyse, douleur abdominale et musculaire, augmentation des enzymes

hépatiques et insuffisance hépatique ou rénale [3].

Cette fréquence importante des effets indésirables a incité certains a réduire les doses de
Glucantime® a 5 mg/kg par jour d’antimoine pentavalent et de prescrire d’autres médicaments

ayant moins d’effets indésirables [26].
I11.1.2. Toxicité de Glucantime

Les études portées sur la toxicité de Glucantime® montrent que la tolérance a cette molécule
est variable d’un sujet a I’autre, nous distinguons deux tableaux d’intoxication ; la stibio-

intolérance et la stibio-intoxication.

Les accidents de stibio-intolérance sont dominés par les arthralgies, myalgies, érythemes au site
d’injection, toux et rashs cutanés qui sont surtout survenus a la fin du traitement. La
symptomatologie varie d’un simple inconfort a la limitation de I’activité physique [27].
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La stibio-intoxication, quant a elle, est plus grave de type cytolyse hépatique ou d’insuffisance
rénale aigué dévolution fatale. Les signes d’intoxication comportent une atteinte cardiaque,
hépatique, rénale, pancreatique et héematologique et la gravité de ces manifestations parait

d’avantage liée a la dose totale administree [27].
- Toxicité hématologique

Le Glucantime® est affin des résidus thiols ce qui explique son affinité pour les globules rouges,

plus précisément pour I’hémoglobine et de ce fait sa toxicité [28].

Les dérivés pentavalents de I’antimoine affectent les trois lignées sanguines provoquant un
abaissement du taux de I’hémoglobine, des leucopénies ou des thrombopénies. Ces
complications sont survenues lors de traitement de Leishmaniose viscérale. Des manifestations
hématologiques de type anémie hémolytique, des agranulocytoses et parfois des hémorragies
importantes sont décrites. Les cas d'agranulocytose ont été rapportés chez les enfants au 6°™

jour du traitement par lI'antimoniate de méglumine [28,29].

- Toxicité cardiovasculaire

La toxicité cardiaque a été rapportée chez des patients recevant des doses d'antimoine
pentavalent conformes a celles proposées par I'OMS (20-30 mg/kg par jour). Des modifications
électriques, avec allongement de QT dépassant 0,50 secondes, ont été également observées chez
des sujets traités pour Leishmaniose cutanée par des doses réduites de Glucantime® (15 mg/kg

par jour d'antimoine pentavalent) et avec des cures plus breves [30].

Des troubles cardiaques plus graves ont été observes chez 2 a 10 % des cas, notamment des
myocardites, des tachycardies ventriculaires, des fibrillations ventriculaires, des bradycardies,

des torsades de pointes ou des insuffisances cardiaques [31].

- Toxicite hépatique et rénale

La toxicité rénale est rare. Il s’agit surtout d’un trouble de la concentration des urines sans
altération de la fonction rénale. Les cas de néphrotoxicité sont expliqués par des tubulopathies

de type nécrose tubulaire ou glomérulopathie liée a des dépdts de complexes immuns [27,29].

De plus, des études ont rapporté la présence d’une cytolyse hépatique avec une insuffisance

rénale et une pancytopénie rapidement fatale, malgré 1’arrét du traitement [29].
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- Toxicité neurologique

La toxicité neurologique se manifeste par des hémorragies cérébroméningées au niveau du
systeme nerveux central et par des polynévrites au niveau du systéme nerveux périphérique
[22].

111.2. Hémolyse

111.2.1. Définition de I’hémolyse pathologique

La bi-concavité du disque érythrocytaire, la flexibilité membranaire et la fluidité du contenu
hémoglobinique, conditionnent la flexibilité d'un érythrocyte normal. Ainsi, toute modification
altérant I’un de ces facteurs pouvant empécher prématurément les globules rouges de passer a
travers les interstices du filtre splénique, aboutissant a leur séquestration et leur destruction

précoce. Autrement dit, a leur « hémolyse pathologique » [32].

111.2.2. Marqueurs biologiques de I’hémolyse

- Hémoglobine

L'indicateur le plus direct de la gravité clinique des maladies hémolytiques. Ses taux peuvent
étre proches des valeurs normales dans les formes bénignes (Hb < 10 g/dL) ou significativement
réduites dans les formes modérées (Hb 8-10 g/dL), sévéres (Hb 6-8 g/dL) et tres séveres (Hb
6 g/dL) [33].

- Réticulocytes

Constituent un indice de l'activité hématopoiétique de la moelle osseuse et sont généralement
augmentés dans I'némolyse, ainsi que dans d'autres conditions pathologiques et physiologiques
(par exemple, hémorragie, grossesse, accouchement et acclimatation). Dans les conditions
hémolytiques, la réticulocytose compensatoire peut étre inadéquate ou absente en présence
d'une atteinte medullaire concomitante (affections oncohématologiques, syndromes

dysérythropoiétiques ou d'insuffisance médullaire) [33].
- Lactate Déshydrogénase

Le lactate déshydrogénase (LDH) est une enzyme intracellulaire ubiquitaire qui catalyse la

transformation réversible du pyruvate en lactate en présence de NAD+/NADH.
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Physiologiqguement mesurable dans le sérum en raison du renouvellement cellulaire
physiologique, la LDH sérique posséde cing variétés d'isoenzymes différentes [34] ; dans les
conditions hémolytiques, les principales isoenzymes concernées sont LDH-1 et LDH-2 et
peuvent étre utiles pour distinguer I'némolyse extravasculaire de I'némolyse intravasculaire.Etant
Iégerement augmentées dans 1I’hémolyse extravasculaire et 4 a 5 fois supérieures la limite

normale dans I’hémolyse intravasculaire [34].
- Haptoglobine

L’haptoglobine neutralise 1’hémoglobine produite lors d’une hémolyse intravasculaire

physiologique en formant un complexe haptoglobine-hémoglobine qui est éliminé rapidement.

Dans les conditions hémolytiques, les concentrations en haptoglobine sont effondrées, il a été

montré qu’une chute de 1 g/L de I’haptoglobine est enregistrée suite a une hémolyse de 20 mL
de sang [34].

- Bilirubine

La bilirubine est un bon marqueur de I'némolyse extravasculaire et, dans une moindre mesure,
également de I'némolyse intravasculaire [33].

- Autres marqueurs

Schistocytes, ferritine et d’autres paramétres biochimiques : potassium, cholestérol,
triglycerides, acide urique, ASAT, ALAT, CK et PAL [35].
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1. Problématique

La Leishmaniose est une maladie parasitaire causée par plusieurs especes de leishmanies chez
I’homme, les carnivores et les rongeurs. Le traitement de premiére intention est 1’antimoniate
de méglumine, cependant, il est toxique et son efficacité est limitée. De ce fait, il est nécessaire
de chercher a améliorer I’index thérapeutique du Glucantime, c’est-a-dire augmenter son

efficacité tout en diminuant sa toxicité.

Dans notre étude, nous avons utilisé des huiles essentielles de deux plantes connues pour leur
effet antioxydant et antileishmanie. Que nous avons mis au contact avec le Glucantime et le
globule rouge in vitro afin d’évaluer leur effet antihémolytique causé par la molécule. Donc,
Est-ce que I’huile essentielle de Curcuma longa L. et de Salvia officinalis L. posséde un pouvoir

protecteur sur la membrane des globules rouges contre 1’antimoniate de méglumine ?
2. Objectif de I’étude

- Evaluer I’activité antihémolytique in vitro de I’HE de Salvia officinalis L. et de I’'HE de

Curcuma longa L. contre I’antimoniate de méglumine.
3. Type de I’étude

11 s’agit d’une étude de type analytique prospective, ce qui signifie que nous avons collecté des
données prospectives sur une période donnée et que nous avons utilisé des méthodes d'analyse

pour examiner les relations entre les variables d'intérét.
4. Lieu et période de I’étude

L’activité antihémolytique des deux huiles essentielles s’est déroulée au niveau du service de
biochimie du laboratoire central du centre Hospitalo-universitaire Dr. TIDJANI DAMERDJI
de Tlemcen et au niveau du laboratoire des substances naturelles et bioactives (LASNABIO).

L’étude a duré quatre mois (du février 2023 jusqu’au mois de mai 2023).
5. Analyse des données

La saisie et ’analyse des données collectées ont été effectuées par le logiciel MICROSOFT
OFFICE EXCEL 2013. Les graphes ont éte egalement générés en utilisant les fonctionnalités

graphiques de ce méme logiciel.
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6. Matériels

6.1. Réactifs et solutions de travail

- Solution Tampon PBS.

- Solution de lavage glacée.

- Glucantime.

- Ether diéthylique ((C2Hs)20).

- Chlorure de magnésium (MgCl.).

- Chlorure de sodium (NacCl).

- Hydrogénophosphate de sodium (NaH2POa).
- Phosphate disodique (NazHPOa).

- Eaudistillee.

- Solution tampon (0,015% H20, + DMSO).
- Colorant TMB.

- Acide sulfurique (H2S0.).

6.2. Matériel végetal

La présente étude s’est portée sur les parties aériennes de I’espece Salvia officinalis L. (Sauge

officinale) et sur les parties sous terraines de Curcuma longa L.

Figure 6 : Photo de I’espéce Salvia officinalis L.
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- ldentification botanique des espéces étudiées

L’identité botanique des deux espéces a été confirmée non seulement en se référant a la nouvelle
flore de 1’ Algérie et des régions désertiques méridionales de Quézel & Santa, 1962 mais aussi

par un botaniste spécialiste.
6.3. Matériel biologique

Prélévement sanguin d’un sujet sain n’ayant pris aucun traitement et ne présentant aucun

probléeme d’ordre hématologique (anémie, VGM allongé).
6.4. Matériel du laboratoire

Les appareils et la verrerie utilisés dans cette étude sont répertoriés dans le tableau ci-

dessous (tableau I11) ;

Tableau Il : Mateériels du laboratoire.
Appareillage Verrerie
- Hydrodistilateur type - Tubes a vise.
Clevenger. - Pipettes Pasteur.
- Balance analytique. - Flacons ombrés.
- lonometre type RAPIDpoint - Eprouvettes.
500 SIEMENS. - Fioles jaugées 100 mL, 250 mL.
Automate SIEMENS ADVIA - Béchers.
Matériel 1800. Pipette 10 mL.
du Centrifugeuse type HuMax Spatule.
laboratoire 14K Human. Papier filtre.
Agitateur magnétique type Entonnoir.

Heidolph. Pots a prélevement stériles.
Spectrophotomeétre type Tubes secs.

JENWAY 7315. Tubes EDTA et tubes a
Vortex. I’Héparinate de sodium.

Micropipettes.
Chronometre.
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7. Méthodes

7.1. Extraction des huiles essentielles

Nous avons eu recours aux techniques classiques d’extraction des huiles essentielles, en se
servant d’un dispositif d’extraction par hydrodistillation de type Clevenger. Avant de procéder
a I’extraction, les parties aériennes (de Salvia officinalis L.) sont débarrassees des impuretés
puis coupées en petits morceaux et les parties sous terraines (de Curcuma longa L.) sont

brouillées et tamisées.

Nous avons introduit 300 g de matiére végétale dans un ballon préalablement rempli d’une
quantité suffisante d’eau distillée de fagon a éviter le débordement lors de 1’ébullition. Le
montage doit étre bien fermé pour éviter toute fuite de vapeur, et la température est maintenue
stable a 1’aide d’un thermostat. Aprés 4 heures, et a la sortie du réfrigérant, I’'HE se sépare de
I’eau par différence de densité, cette HE est récupérée par 1’éther diéthylique, qui sera par la

suite évaporé.

ior it

v o

1) (2)
Figure 7 : (1) : Hydrodistillation de Salvia officinalis L. ; (2) : Hydrodistillation de Curcuma longa L.
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- Conservation des HEs extraites

L’instabilité relative des HEs rend leur conservation délicate. Nous avons conservé les deux
huiles essentielles extraites dans des flacons opaques bien scellés a basse température (4 °C -
8°C).

- Rendement en huile essentielle
Le rendement en huile essentielle (RHE), a été estimé en utilisant la formule suivante [36] :
RHE (%)= (M’'/ MS) x 100
RHE : Rendement en huile essentielle en %.
M’ : Masse de I’huile essentielle extraite en g.

Ms : Masse de la matiere végétale utilisée en g.

7.2. Caractérisation organoleptique des HEs

L’analyse des caractéres organoleptiques des huiles essentielles extraites notamment, la
couleur, I’odeur, I’aspect physique a différentes températures, constitue une étape initiale de
I’évaluation de sa qualité. Les trois parametres ont été appréciés par nous-méme et par notre

enseignant encadrant.
7.3. Evaluation de I’effet protecteur des HEs extraites contre le Glucantime

En vue d’évaluer I’activité antihémolytique des huiles essentielles extraites nous avons suivi le
protocole décrit dans les travaux de (Belhachem A., et Mansour Benaouf Y.) [22].
Le protocole expérimental a été répété deux fois, avec deux séries de manipulations

indépendantes (test a et test b) effectuées dans les mémes conditions de travail.
7.3.1. Préparation des solutions de travail
e Solution de lavage glacée
La solution de lavage glacée est un mélange de NaCl (150 m.mole/L) avec MgCl. (2 m.mole/L

de). La solution est instable a température ambiante, elle doit étre conservée au frigo a 2-5°C.

- Préparation d’une solution de NaCl (150 m.mole/L) ;
A partir d’une solution mere 1 molaire du NaCl (58.44 g/mole), nous avons dissous une quantité

de 29,22 g de NaCl dans 500 mL d’eau distillée.
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- Préparation d’une solution de MgCl2 (2 m.mole/L) ;
A partir d’une solution mére 1 molaire du MgCl, (203,30 g/mole), nous avons dissous une
quantité de 40,66 g de MgCl, dans 100 mL d’eau distillée.

- Preéparation de la solution de lavage glacée ;
Dans une fiole jaugée de 100 mL, nous mélangeons 15 mL de la solution de NaCl (150
m.mole/L) avec 0,1 mL de la solution de MgCl2 (2 m.mole/L), nous complétons avec de I’cau

distillée jusqu’au trait de jauge.

e Solution tampon (PBS)
La solution tampon PBS est un mélange de deux solutions méres a 0,2 molaire de
dihydrogénophosphate de sodium (NaH2POj4) et d’hydrogénophosphate de sodium (NazHPOg).

La solution doit avoir un pKA proche de 7,2.

- Préparation d’une solution de phosphate monosodique NaH2PO4 ;
A partir d’une solution mére 1 molaire de NaH2PO4 (119,98 g/mole), nous avons dissous une
quantité de 5,999 g de NaH2PO4 dans 250 mL d’eau distillée.

- Préparation d’une solution de phosphate disodique NazHPOq ;
A partir d’une solution mére 1 molaire de Na;HPO4 (358,14 g/mole), nous avons dissous une
quantité de 17,907 g de Na2HPO4 dans 250 mL d’eau distillée.

- Préparation de la solution mere ;
Dans une fiole jaugée de 200 mL, nous mélangeons 19 mL de NaH.PO4 avec 81 mL de

Na:HPO4 dans 100 mL d’eau distillée pour obtenir une solution mére tampon 0,1 molaire.

- Préparation de la solution fille ;
Dans une fiole jaugée, nous mélangeons 10 mL de la solution mere préalablement préparée
avec 14 mL de NaCl (1M), le volume est ajusté a 100 mL avec de ’eau distillée. La solution

obtenue est la solution tampon de travail.

7.3.2. Préparation de I’échantillon de travail

e Prélevement
Nous avons réalisé un prelevement sanguin sur un volontaire sain a jeun, tout en évitant
’agitation excessive des tubes, l'aspiration trop rapide du sang au cours du prélévement, la pose

prolongée d'un garrot ou toute autre manipulation inappropriée pouvant fausser nos résultats.
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Nous avons partagée notre prélévement sanguin sur deux tubes ;
- Un tube EDTA : pour faire une FNS (dans le but de s'assurer que les cellules
érythrocytaires ne présentent aucune anomalie et qu'elles soient dans les normes).

- Un tube hépariné : pour effectuer nos tests.

e Préparation de suspension de travail
L’¢échantillon du tube hépariné a été centrifugé pendant 5 minutes a 4000 tr /min. Nous avons
marqué le niveau du plasma a I’aide d’un feutre. Nous avons ¢liminé puis remplacé le volume
du plasma par la solution de lavage glacée et nous mélangeons doucement pour éviter

I’hémolyse mécanique.

Un 2°™ avage est nécessaire pour éliminer toute trace du plasma. Une deuxiéme centrifugation
permet d’¢éliminer le surnageant et le remplacer par la solution tampon PBS. La suspension

obtenue est notre échantillon de travail.

7.3.3. Mode opératoire

e Préparation de la suspension cellulaire mére ;

Nous avons introduit dans un bécher, 63 mL de la solution tampon PBS et 3 mL du sang

modifié. Nous obtenons la suspension cellulaire meére.
e Préparation de la dilution de Glucantime ;

Nous mélangeons 9 mL d’eau distillée avec 1 mL de Glucantime pour obtenir une solution de

Glucantime diluée a 1/10%™,
e Préparation de la dilution de ’HE ;

Nous avons fait diluer une quantité de 80 uL. de I’HE de Salvia officinalis L. dans 1000 pL de
PBS. Et une quantité de 200 uL de I’HE de Curcuma longa L. dans ce méme volume de PBS.

e Preparation des suspensions filles de travail ;

A partir de la suspension cellulaire mére, nous avons préparé quatre suspensions filles de travail,

en se servant des pots de prélevement stériles ;

- Pots (1) : Solution témoin : 17,8 mL de la suspension cellulaire mére.
- Pots (2) : 17,8 mL de la suspension cellulaire mére + 75 pL de Glucantime dilué a
1/10%m,
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- Pots (3): 17,8 mL de la suspension cellulaire mere + 75 puL de Glucantime dilué a
1/10°™ + 500 uL de I’'HE de Curcuma longa L.

- Pots (4) : 17,8 mL de la suspension cellulaire mere + 75 pL de Glucantime dilué a
1/10°M + 500 pL de I’HE de Salvia officinalis L.

Nous mettons les quatre pots sur un agitateur magnétique et nous lancerons le chronométre.

Figure 8 : Suspensions filles de travail.

e Préparation des tubes a doser ;
Nous préparons 4 séries de tubes secs, chagque série se compose de 4 tubes secs correspondant
aux instants To, Tao, Ta4s et Tgo. Nous remplissons les 16 tubes par 3 mL de la solution de lavage

glacée.

A Tinstant To, nous introduisons 2 mL de la suspension fille de travail (suspension témoin,
suspension contenant le Glucantime, suspension contenant I’HE de Curcuma longa L. et
suspension contenant I’HE de Salvia officinalis L.) dans le premier tube (To) de chaque série
(série 1, série 2, série 3 et série 4), respectivement (tableau IV). Nous centrifugeons a 4000

tr/min pendant 5 min et nous récupérons séparément le culot et le surnageant.

Nous répétons la méme manipulation aprés 30 minutes, apres 45 minutes et aprés 90 minutes.

31



MATERIEL ET METHODE

Tube
1 (To)

Tube

(T20)

Tube

(T4s)

Tube

(Too)

Série 1
3mL
solution de
lavage glacée
+2mL
suspension
témoins
ajoutée a To
3mL
solution de
lavage glacée
+2mL
suspension
témoin

ajoutée a Tao

3mL
solution de
lavage glacée
+2mL
suspension
témoin

ajoutée a Tas

3mL
solution de
lavage glacée
+2mL
suspension
témoin

ajoutée a Tgo

Tableau IV : Contenance des tubes a doser.

Série 2
3 mL solution de
lavage glacée
+ 2 mL suspension
contenant le
Glucantime ajoutée
aTo

3 mL solution de
lavage glacée

+ 2 mL suspension
contenant le
Glucantime ajoutée

aTso

3 mL solution de
lavage glacée

+ 2 mL suspension
contenant le
Glucantime ajoutée

a Tss

3 mL solution de
lavage glacée

+ 2 mL suspension
contenant le
Glucantime ajoutée

aTao

Serie 3
3 mL solution de
lavage glacée
+ 2 mL suspension
contenant le
Glucantime et I’HE
de Curcuma longa
L. ajoutée a To
3 mL solution de
lavage glacée
+ 2 mL suspension
contenant le
Glucantime et I’HE
de Curcuma longa
L. ajoutée a I’instant
T30
3 mL solution de
lavage glacée
+ 2 mL suspension
contenant le
Glucantime et I’'HE
de Curcuma longa
L. ajoutée a I’instant
Tus
3 mL solution de
lavage glacée
+ 2 mL suspension
contenant le
Glucantime et I’'HE
de Curcuma longa
L. ajoutée a I’instant

Too
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Série 4
3 mL solution de
lavage glacée
+ 2 mL suspension
contenant le
Glucantime et I’HE de
Salvia officinalis L.
ajoutée a To
3 mL solution de
lavage glacée
+ 2 mL suspension
contenant le
Glucantime et I’'HE de
Salvia officinalis L.

ajoutée a Tso

3 mL solution de
lavage glacée

+ 2 mL suspension
contenant le
Glucantime et I’HE de
Salvia officinalis L.

ajoutée a Tss

3 mL solution de
lavage glacee

+ 2 mL suspension
contenant le
Glucantime et I’HE de
Salvia officinalis L.

ajoutée a Too
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Les surnageants nous permettent de doser le taux d’hémoglobine extracellulaire dans chaque
suspension cellulaire. Tandis que, les culots nous permettent de doser les autres parametres
biologiques notamment, la concentration intracellulaire de LDH et de potassium.

Figure 9 : Suspension obtenue aprés centrifugation.

- Détermination de la concentration de potassium

A chaque instant T (To, Tso, Tas, Teo), nous récupérons le culot dans 1 mL d’eau distillée puis
nous le mélangeons a I’aide d’un vortex afin de lyser les cellules. Le dosage est fait a 1’aide

d’ionogramme.

Figure 10 : Suspensions cellulaires de dosage de potassium.
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- Détermination de la concentration de LDH

A chaque instant T (To, Tzo, T4s, Teo), nous récupérons 50 pL de la solution préalablement

préparée pour le dosage de potassium dans 450 puL d’eau distillée. Le dosage est fait a

I’aide d’un automate SIEMENS ADVIA 1800.

Figure 11 : Suspensions cellulaires de dosage de LDH.

- Détermination de la concentration de I’hémoglobine extracellulaire

A I’abri de la lumiére et a ’intérieure des cuves de spectrophotomeétre, nous mélangeons 500
pL de la solution tampon (0,015% H.O, + DMSO) avec 50 pL de colorant (chromogéne). Nous

laissons incuber pendant 5 a 10 minutes.

Nous ajoutons 10 pL de surnageant, puis nous laissons incuber pendant 5 a 10 minutes. Ensuite
nous ajoutons 500 pL de H2SO4en vue de stopper la réaction. La lecture de 1’absorbance de
nos échantillons ainsi que celle de 1’étalon ([Hb]=0,582 g/L) a été faite au bout de 10 minutes
d’incubation a température ambiante au spectrophotométre a 450 nm en utilisant 1’eau distillée
comme blanc, et le pourcentage d’hémoglobine extracellulaire a été calculé en utilisant la

formule suivante ;

Astaion > 0,582 g/L
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Figure 12 : Suspensions cellulaires de dosage de

I’hémoglobine extracellulaire.
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RESULTATS

1. Calcul des rendements

1.1. Rendement en HE de Salvia officinalis L.

Le rendement en huile essentielle des parties aériennes de Salvia officinalis L. de la présente
étude est de 0,66%.

1.2. Rendement en HE de Curcuma longa L.

Le rendement en huile essentielle des parties sous terraines de Curcuma longa L. obtenu est de
1%.

2. Résultat de la caractérisation organoleptique des HEs

Les caracteres organoleptiques des huiles essentielles extraites par hydrodistillation sont

résumeés dans le tableau ci-dessous (tableau V) :
Tableau V : Caractéres organoleptiques des HES extraites.

Caractére Aspects a différentes
_ Couleur Odeur )
organoleptique températures

.. . ) Liquide a température
Incolore & jaune tres  herbacée,

HE de Salvia officinalis L. . ) ambiante
pale Camphrée o
Liquide a 4°C
o Liquide a température
A Epicée, _
HE de Curcuma longa L. Jaunatre o ambiante
boisee

Liquide a 4°C

3. Résultat de I’évaluation de ’activité antihémolytique des HEs

3.1. Résultats de I’évaluation de ’activité antihémolytique de I’HE de Salvia

officinalis L.

Les résultats biochimiques des tests effectués par la présente étude sont présentés dans les

graphes ci-dessous ;
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3.1.1. Résultats de dosage de LDH

- Résultats obtenus a partir du premier test

Dosage de LDH en présence de Glucantime et de I'HE de
Salvia officinalis L. [test a].
100

90

80

70

60

50

40

30

20

Concentration intracellulaire de LDH (U/L)

10

T0 T30 T45 T90

Temps (min)

e TEémoin = Avec Glucantime Avec I'HE de Salvia officinalis L.

Figure 13 : Concentration intracellulaire de LDH en présence de Glucantime et de I’HE de

Salvia officinalis L. [test a].

Les valeurs enregistrées des suspensions témoins se stabilisent a une plage étroite de
concentrations proches de 92 U/L.

La présence de Glucantime entraine une diminution progressive des concentrations au fil du
temps, provoquant ainsi une chute considerable a T3 atteindront une concentration de 42 U/L.
Cette diminution est également observée en présence de I’HE de Salvia officinalis L.

Cependant, elle est moins importante par rapport a celle provoquée par le Glucantime.
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- Résultats obtenus a partir du deuxiéme test

Dosage de LDH en présence de Glucantime et de I'HE de Salvia
officinalis L. [test b].
100

90
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70

60

50

40

30

Concentration intracellulaire de LDH (U/L)

20

10

T0 T30 T45 T90
Temps (min)

e Témoin = Avec Glucantime Avec |I'HE de Salvia officinalis L.

Figure 14 : Concentration intracellulaire de LDH en présence de Glucantime et de I’HE de

Salvia officinalis L. [test b].

La variation des concentrations intracellulaires observée entre To, T3o et Tas est similaire a celle
obtenue dans la premiere manipulation (test a). Toutefois, nous notons une légére différence a
Too.
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3.1.2. Résultats de dosage de potassium

- Résultats obtenus a partir du premier test

Dosage de potassium en présence de Glucantime et de I'HE de
Salvia officinalis L. [test a].
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=Témoin = Avec Glucantime Avec I'HE de Salvia officinalis L.

Figure 15 : Concentration intracellulaire de potassium en présence de Glucantime et de I’'HE de

Salvia officinalis L. [test a].

La présence de Glucantime provoque une diminution des concentrations intracellulaires de
potassium allant de 2,03 m.mole/L a To a 1,38 m.mole/L a Tg. Cependant, les valeurs
enregistrées de T3 & Too en présence de I’HE de Salvia officinalis L. sont Iégerement plus

importantes que celles obtenues en présence de Glucantime seul.
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- Résultats obtenus a partir du deuxiéme test

Dosage de potassuim en présence de Glucantime et de I'HE de
Salvia officinalis L. [test b].

2,5

1,5

0,5

Concentration intracellulaire de potassium (m.mol/L)

TO T30 T45 T90
Temps (min)

=Témoin Avec Glucantime Avec I'HE de Salvia officinalis L.

Figure 16 : Concentration intracellulaire de potassium en présence de Glucantime et de I’HE de

Salvia officinalis L. [test b].

Ces résultats sont similaires a ceux obtenus par le biais de la premiére manipulation (test a).
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3.1.3. Résultats de dosage de I’hémoglobine extracellulaire

- Résultats obtenus a partir du premier test

Dosage de I'hémoglobine extracellulaire en présence de
Glucantime et de I'HE de Salvia officinalis L. [test a].

0,25

0,2

0,15

0,1

Taux d'hémoglobine (g/L)

0,05

T0 T30 T45 T90

Temps (min)
=Teémoin = Avec Glucantime Avec I'HE de Salvia officinalis L.

Figure 17 : Dosage de I’hémoglobine extracellulaire en présence de Glucantime et de I’HE de

Salvia officinalis L. [test a].

Dans les suspensions contenant le Glucantime, nous avons détecté la présence d’hémoglobine
extracellulaire dés les premiers instants de la réaction, soit un taux de 0,0021 g/L a To. Ce taux
a ensuite augmente de maniére progressive au fil du temps.

Les taux d’hémoglobines enregistrés en présence de I’HE de Salvia officinalis L. sont nettement

moins importants que ceux obtenus en présence de Glucantime seul.

42



RESULTATS

- Résultats obtenus a partir du deuxieme test

Dosage de I'hémoglobine extracellulaire en présence de
Glucantime et de I'HE de Salvia officinalis L. [test b].

0,25

0,2

0,15

0,1

Taux d'hémoglobine (g/L)

0,05

TO T30 T45 T90
Temps (min)

=Teémoin = Avec Glucantime == Avec |'HE de Salvia officinalis L.

Figure 18 : Dosage de I’hémoglobine extracellulaire en présence de Glucantime et de I’HE de

Salvia officinalis L. [test b].

Ces résultats sont similaires a ceux obtenus par le biais de la premiére manipulation (test a).
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3.2. Résultats de DI’évaluation de D’activité antihémolytique de I’HE de
Curcuma longa L.

3.2.1. Résultats de dosage de LDH

- Résultats obtenus a partir du premier test

Dosage de LDH en présence de Glucantime et de I'HE de
Curcuma longa L. [test a].
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Concentration intracellulaire de LDH (U/L)

10
TO T30 T45 T90
Temps (min)
=—Témoin Avec Glucantime Avec I'HE de Curcuma longa L.

Figure 19 : Concentration intracellulaire de LDH en présence de Glucantime et de ’'HE

de Curcuma longa L. [test a].

La présence de Glucantime entraine une diminution progressive des concentrations au fil du
temps, provoquant ainsi une chute considérable a T3o atteindront 42 U/L. Cette diminution est
¢galement observée en présence de I’HE de Curcuma longa L. Cependant, elle est moins

importante par rapport a celle provoquée par le Glucantime.
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- Résultats obtenus a partir du deuxieme test

Dosage de LDH en présence de Glucantime et de I'HE de
Curcuma longa L. [test b].
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=—=Témoin  ===Avec Glucantime Avec I'HE de Curcuma longa L.

Figure 20 : Concentration intracellulaire de LDH en présence de Glucantime et de I'HE de

Curcuma longa L. [test b].

Les concentrations obtenues par le biais des deux manipulations semblent se rassembler aux

instants To, T3o et T4s. Néanmoins, une legére différence a été observée a Too.
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3.2.2. Résultats de dosage de potassium

- Résultats obtenus a partir du premier test

Dosage de potassium en présence de Glucantime et de I'HE
de Curcuma longa L. [test a ].

2,5

15

0,5

Concentration intracellulaire de potassium (m.mol/L)

TO T30 T45 T90
Temps (min)

e=—Témoin  ===Avec Glucantime Avec I'HE de Curcuma longa L.

Figure 21 : Concentration intracellulaire de potassium en présence de Glucantime et de I’HE de

Curcuma longa L. [testa].

De ces résultats, nous remarquons qu’a chaque instant T (To, T3o, Tas, Too), les taux enregistrés
de potassium en présence de I’HE de Curcuma longa L. étaient plus importants que ceux

enregistrés a partir des suspensions contenant uniquement la molécule de Glucantime.
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- Résultats obtenus a partir du deuxiéme test

Dosage de potassium en présence de Glucantime et de I'HE
de Curcuma longa L. [test b].

2,5

1,5

0,5

Concentration intracellulaire de potassium (m.mol/L)

TO T30 T45 T90
Temps (min)

=——=Témoin = Avec Glucantime Avec |I'HE de Curcuma longa L.

Figure 22 : Concentration intracellulaire de potassium en présence de Glucantime et de I’HE de

Curcuma longa L. [testb].

Ces résultats sont similaires a ceux obtenus par le biais de la premiére manipulation (test a).
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3.2.3. Résultats de dosage de I’hémoglobine extracellulaire

- Résultats obtenus a partir du premier test

Dosage de I'hémoglobine extracellulaire en présence de
Glucantime et de I'HE de Curcuma longa L. [test a].

0,25

0,2

0,15

0,1

Taux d'hémoglobine (g/L)

0,05

T0 T30 T45 T90

Temps (min)

==Témoin Avec Glucantime Avec I'HE de Curcuma longa L.

Figure 23 : Dosage de I’hémoglobine extracellulaire en présence de Glucantime et de I’'HE de

Curcuma longa L. [test a].

Les valeurs obtenues a partir des suspensions témoins étaient nulles pour toutes les mesures de
temps.

Dans les suspensions contenant le Glucantime, nous avons détecté la présence d’hémoglobine
des les premiers instants de la réaction, soit un taux de 0,0021 g/L a To. Ce taux a ensuite
augmenté de maniére progressive au fil du temps.

Les taux d’hémoglobines enregistrés en présence de I’HE de Curcuma longa L. sont nettement

moins importants que ceux obtenus en présence de Glucantime seul.
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- Résultats obtenus a partir du deuxiéme test

Dosage de I'hémoglobine extracellulaire en présence de
Glucantime et de I'HE de Curcuma longa L. [test b].

0,25

0,2

0,15

0,1

Taux d'hémoglobine (g/L)

0,05

TO T30 T45 T90
Temps (min)

=—Témoin Avec Glucantime == Avec |'HE de Curcuma longa L.

Figure 24 : Dosage de I’hémoglobine extracellulaire en présence de Glucantime et de I’HE de

Curcuma longa L. [test b].

Ces résultats sont similaires a ceux obtenus par le biais de la premiére manipulation (test a).
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1. Discussion des résultats de I’analyse des HEs extraites

1.1. Discussion des rendements obtenus

Dans la présente éetude, le rendement en huile essentielle des deux especes étudiées ; Salvia

officinalis L. et Curcuma longa L. était respectivement de I’ordre de 0,66% et 1%.

En comparant ces résultats avec ceux rapportés par la littérature, les valeurs obtenues sont
nettement inférieures a celles obtenues par 1’étude ’AMIROUCHE et al ; ou le rendement de
Salvia officinalis L. était de 0,98%, ainsi que celles obtenues par 1’étude de BOUTAMANI ;
ou le rendement de Curcuma longa L. était de 2,65% [37,38].

Cette différence pourrait dépendre des facteurs environnementaux (climat, pluviométrie, taux
d’ensoleillement, pollution, conditions édaphiques...) comme a montré 1’étude de BOIRA et
BLANQUER, des facteurs physiologiques tels que le type de matériel végétal et le stade de
développement de la plante, des facteurs géographiques, ainsi de la méthode et des conditions
d’extraction [39,40].

De plus, nos rendements sont inférieurs aux rendements obtenus avec d’autres especes du genre
Salvia et du genre Curcuma. D’une part, I’étude de KOTAN et al et I’étude de KIVRAK et al
ont rapporté un rendement de 1,33% en HE de Salvia tomentosa L. et un rendement de 0,88%
en HE de Salvia potentillifolia [41].

D’autre part, 1’étude de SAKUNTALA et al menée sur ’HE de Curcuma aromatica a
enregistré un rendement de 1’ordre de 1,45%, montrant ainsi que les rendements en HE varient

considérablement entre les especes du méme genre [42].
1.2. Discussion de I’analyse organoleptique des HEs extraites

L’évaluation des caracteres organoleptiques d’une huile essentielle nous renseigne sur sa pureté

; ’odeur, la couleur et I’aspect varient en fonction de la composition chimique de cette huile.

A I’issue des distillations réalisées, ’'HE de Salvia officinalis L. obtenue est de couleur jaune
tres péle a incolore, d’une odeur herbacée camphrée et liquide a température ambiante. Ces
caractéres semblent étre similaires a ceux décrits par 1’étude de HAOUAM et KIROUANI
[43].
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Cependant, I’HE de Curcuma longa L. est de couleur jaune, d’une odeur fraiche, épicée et
puissamment boisée et d’un aspect liquide a température ambiante. Ces résultats concordent
avec les résultats obtenus par 1’étude de GHALI et YFRAH, confirmant la pureté de notre

huile essentielle [44].

2. Discussion des résultats de I’évaluation de D’activité antihémolytique de

I’HE de Salvia officinalis L. et de Curcuma longa L.

De nombreux paramétres biologiques permettent de confirmer la présence d’une éventuelle
pathologie hémolytique, notamment le dosage de LDH, la mesure de potassium dans la

circulation sanguine, le dosage de I’hémoglobine extracellulaire ...etc.

Dans la présente étude et en vue d’analyser I’effet protecteur de I’HE de Salvia officinalis L. et
de ’HE de Curcuma longa L. sur la membrane des globules rouges contre 1’hémolyse
provoquée par I’antimoniate de méglumine nous avons évalué la variation de la concentration

sanguine en LDH, en potassium et en hémoglobine extracellulaire.
2.1. Discussion des résultats de dosage de LDH

Le dosage de LDH revét une grande importance dans les tests d’évaluation de I’activité
hémolytique, en fait ce parametre permet, et d’indiquer la présence d’une éventuelle hémolyse

et d’évaluer la sévérité des états hémolytiques.

Dans la présente étude, nous avons suivi 1’évolution de la concentration intracellulaire de LDH

dans notre échantillon du sang en fonction du temps et cela a To, & T30, @ T4s et a Too.

A la lumiére des résultats enregistrés, nous remarquons que les concentrations intracellulaires
de LDH mesurées dans les suspensions témoins sont stables et elles se maintiennent dans une
plage étroite de valeurs au cours du temps. De ce fait, nous suggérons que les conditions
expérimentales sont stables et que les variations dues a des facteurs externes sont minimisées,
ce qui nous permet d’exclure la présence d’une éventuelle hémolyse pouvant étre déclenchée

au cours des manipulations ou au cours de I’agitation mécanique.

De nombreuses études confirment que le lactate déshydrogénase (LDH) est une enzyme
présente dans les érythrocytes a des concentrations beaucoup plus élevées que dans le plasma
sanguin (COHEN, ROIGAS., BRAUNWALD et al.) [45,46].
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Par conséquent, la rupture des globules rouges provoque la libération de LDH dans le plasma
entrainant une augmentation significative de la concentration plasmatique de cette enzyme et

de ce fait une diminution de la concentration intracellulaire de LDH [47].

De ce sens, la diminution des concentrations intracellulaires de LDH dans les suspensions qui
contenaient la molécule de Glucantime, allant de 67 U/L au début de I’étude (To) & 21 U/L apres
90 minutes (Tgo), pourrait étre expliquée par le déclanchement d’une hémolyse provoquant une
rupture des globules rouges présents dans 1’¢chantillon de sang, entrainant une libération de

LDH dans le plasma sanguin.

En consultant les résultats issus d’autres études, 1'étude de KHOUANI et ABED portant sur la
toxicité de Glucantime sur la membrane des globules rouges a mis en évidence une diminution

graduelle des concentrations intracellulaires de LDH de To a Tas & Too [48].

Ainsi, les travaux menés par CHARBAGI et al et ceux de MASMOUDI et ses collaborateurs
ont révélé différentes manifestations de la toxicité de Glucantime, incluant des manifestations
hématologiques telles qu'une anémie hémolytique, des agranulocytoses et parfois des
hémorragies importantes [49,50].

En se basant sur ces études, nos résultats concordent avec ceux rapportés par KHOUANI et
ABED, renforcant I'nypothése que la molécule de Glucantime est susceptible de provoquer une
hémolyse des globules rouges. Ainsi, I’étude de CHARBAGI et al et celle de MASMOUDI
et al, nous confirment la toxicité hémolytique des antimoniates de méglumine autrement dit, de
Glucantime [48, 49, 50].

En vue d’évaluer I’effet protecteur de I’HE de Salvia officinalis L. et de I’'HE de Curcuma longa
L. sur la membrane des globules rouges, nous comparant les résultats obtenus a partir des
suspensions contenant la molécule de Glucantime avec ceux obtenus a partir des suspensions

contenant la molécule de Glucantime en présence de I’HE étudiée a différents instant T.

D’une part, les résultats révelent une diminution progressive des concentrations intracellulaires
de LDH dans les suspensions qui contenaient les HEs étudiées. Cependant, cette diminution est
moins importante par rapport a celle provoquée par le Glucantime. Ainsi, a chaque instant T,
les taux enregistrés de LDH étaient plus importants que ceux enregistrés a partir des suspensions
contenant uniquement la molécule de Glucantime. De ces résultats, nous remarquons que les
deux huiles essentielles étudiées possédent une activité antihémolytique remarquable contre

cette molécule chimique.
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MAHMOUDI et al ont mené une étude pour examiner I'impact de I'huile essentielle de Salvia
officinalis L. sur I'némolyse provoquée par l'acide peroxynitrique chez les globules rouges
humains. Les résultats ont montré que cette huile essentielle possédait une activité
antihémolytique significative, permettant ainsi de protéger les globules rouges contre les
dommages oxydatifs. D’autres études ont confirmé ce méme constat, notamment celles menées
par BOUGHERRA et al, JAFARI et al [51, 52, 53].

Peu d’études ont été portées sur 1’effet antihémolytique de I’huile essentielle de Curcuma longa
L. En revanche, de nombreuses études démontrent que la composition chimique de cette HE,

notamment sa richesse en Curcumine lui confére des propriétés antioxydantes importantes [54].

D’autres études, révelent que les huiles essentielles ayant une forte activité antioxydante ont
également des effets antihémolytiques potentiels en protégeant les globules rouges contre les

dommages oxydatifs provoquant I’hémolyse.

En prenant en compte les résultats issus des études précédemment mentionnées ainsi que nos
propres résultats, nous confirmons 1’effet antihémolytique des huiles essenticlles étudiées

(Salvia officinalis L. et Curcuma longa L.).

Par comparaison, a chaque instant T (To, Tso, T4o et Too) les concentrations intracellulaires
obtenues en présence de I’HE de Curcuma longa L. étaient légérement plus importantes que
celles obtenues en présence de I’HE de Salvia officinalis L. De ces résultats, nous supposons
que I’huile essentielle de Curcuma longa L. possede un effet protecteur légerement plus

important que I’HE de Salvia officinalis L.

D’autre part, et sachant que le taux de LDH initial (To) enregistré a partir des suspensions
témoins estimées comme référence, était de 95 U/L. Nous deduisons que bien que I’HE de
Salvia officinalis L. et de Curcuma longa L. aient un pouvoir protecteur remarquable capable
de réduire l'intensité de I'némolyse, elles ne sont pas aussi efficaces pour supprimer I'état

hémolytique provoqué par le Glucantime.
2.2. Discussion des résultats de dosage de potassium

En vue de mener une analyse plus profonde de I’effet protecteur antihémolytique des deux
huiles essentielles évaluées, il nous semble indispensable de quantifier les concentrations

intracellulaires de potassium dans les suspensions cellulaires étudiees.
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Les valeurs enregistrées a différents temps nous ont permis de tracer des courbes descendantes a
I’exception de la courbe obtenue a partir des suspensions témoins ou les valeurs étaient stables

dans une plage étroite de concentrations proches de 2,52 m.mol/L.

A To, une valeur de 2,03 m.mol/L a été enregistrée dans les suspensions contenant la molécule
de Glucantime. La méme concentration a été obtenue en présence de I’HE de Salvia officinalis
L., soit 2,04 m.mol/L. Une valeur plus importante a été enregistrée dans les suspensions

contenant I’HE de Curcuma longa L. de I’ordre de 2,4 m.mol/L.

A T30, une chute considérable des concentrations a été obtenue avec toutes les suspensions
cellulaires ou la chute la plus importante était enregistrée dans les suspensions contenant
uniquement le Glucantime et cela d’une concentration initiale de 2,03 m.mol/L a une
concentration de 1,89 m.mol/L. Nous avons également enregistré des valeurs de 2,38 m.mol/L
et de 1,96 m.mol/L avec les suspensions contenant I’HE de Curcuma longa L. et de Salvia

officinalis L., respectivement.

Les concentrations continuent a diminuer au cours du temps de Tso @ Tas a Too, allant de 1,66
m.mol/L (T4s) a 1,38 m.mol/L (Tgo) en présence de Glucantime et de 2,32 m.mol/L (T4s) a 2,15
m.mol/L (Tgo) en présence de I’HE de Curcuma longa L. ainsi, de 1,82 m.mol/L (Tss) a 1,69

m.mol/L (Teo) en présence de I’HE de Salvia officinalis L.

Par comparaison, nos résultats concordent avec ceux obtenus par I’étude de KHOUANI et

ABED et ceux de BENMIRA et ATTAR [48,55].

De ces résultats, la présence de Glucantime provoque une diminution considérable de la
concentration intracellulaire de potassium. Par contre, son action est atténuée en présence de

I’HE de Curcuma longa L. et de I’'HE de Salvia officinalis L. & moindre degré.

Cette tendance est cohérente avec les résultats obtenus a partir de dosage de LDH de la présente
étude, montrant également une diminution des concentrations intracellulaires, prouvant ainsi
I’effet hémolytique de la molécule de Glucantime d’une part, et d’autre part 1’effet protecteur

des deux huiles essentielles étudiées contre cette méme molécule.

En prenant en compte les différents mécanismes qui peuvent étre a l'origine de la sortie de
potassium, la diminution des concentrations intracellulaires de potassium provoquée par la
molécule de Glucantime pourrait étre due a I'inhibition de la pompe K*/Na™ ATPas, a la lyse de

la membrane des globules rouges, ou a une combinaison des deux mécanismes.
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2.3. Discussion des résultats de dosage de ’hémoglobine extracellulaire

Le dosage de I’hémoglobine extracellulaire semble étre un parametre primordial de détection
des états hémolytiques présents au sein des suspensions sanguines. En effet, lorsque les cellules
sont lysées, I’hémoglobine est libérée dans le milieu extérieur, ce qui augmente sa concentration
dans les suspensions étudiées. La mesure de cette augmentation permet de quantifier I'étendue
de la lyse cellulaire et de déterminer I'effet des différents agents sur la membrane des globules

rouges.

Dans le contexte de cette présente étude, le dosage de ’hémoglobine extracellulaire nous a
permis d’évaluer I’effet protecteur de I’huile essentielle de Salvia officinalis L. et de Curcuma

longa L. sur la membrane des globules rouges traitées par 75 pL de Glucantime dilué a 1/10°™,

Les valeurs obtenues a partir des suspensions témoins étaient nulles pour toutes les mesures de
temps (To, Tao, Tas et Tgo). En revanche, nous avons détecté la présence d’hémoglobine dans
les suspensions contenant le Glucantime dés les premiers instants de la réaction, soit un taux de
0,0021 g/L a To. Cette concentration a ensuite augmenté de maniere progressive au fil du temps,
avec des taux mesurés a T3o de 0,07 g/L, a Tas de 0,155 g/L et de 0,201 g/L a Tao.

A la lumiere de ces résultats, ’absence d’hémoglobine dans les suspensions témoins nous
permet d’écarter la présence de toute hémolyse mécanique pouvant étre déclenchée lors de la
manipulation ou de ’agitation mécanique des suspensions filles de travail. De ce fait, la
présence d’hémoglobine extracellulaire dans les surnageants récupérés a partir des suspensions
contenant le Glucantime pourrait étre expliquée par la présence d’une lyse cellulaire,

probablement due a I’interaction de Glucantime avec la membrane des cellules érythrocytaires.

Ce résultat concorde avec celui obtenu par 1’étude de KHOUANI et ABED et celle de
BENMIRA et ATTAR, confirmant ainsi 1’effet hémolytique de Glucantime sur la membrane
des globules rouges [48, 23].

De plus, nous remarquons que la durée de contact entre le Glucantime et les globules rouges
influe sur I’intensité de I’hémolyse. En effet, I’augmentation des concentrations de Toa Tgo NOUS
laisse suggérer que plus la durée d’exposition entre le Glucantime et la membrane des globules
rouges est longue, plus la quantité de Glucantime qui interagit avec les globules rouges
augmente, entrainant ainsi une augmentation de la destruction de la membrane cellulaire, en

d’autres termes, une augmentation de I’effet hémolytique.
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Cette correlation entre I'interaction entre le Glucantime et les globules rouges et l'intensité de
I'hémolyse a été¢ également mise en évidence dans 1’étude menée par YARA DA SILVA
OLIVEIRA et al ou les résultats ont montré que le Glucantime peut causer une hémolyse dose-
dépendante des globules rouges en perturbant la structure membranaire et en induisant la

formation de pores dans la membrane [55].

D’autre part, les taux d’hémoglobine enregistrés étaient nettement moins importants en
présence de I’HE de Salvia officinalis L. et de I’'HE de Curcuma longa L., indiquant que ces
derniéres ont la capacité de réduire les dommages causés par la molécule de Glucantime,
notamment la destruction de la membrane des globules rouges et de ce fait elles ont la capacité
de protéger les cellules érythrocytaires contre les phénomeénes hémolytiques induites par cette

molécule.

De nombreuses ¢études ont été portées sur 1’effet antihémolytique de I’HE de de Salvia
officinalis L. A titre d’exemple, KARAMI et al ont examiné I'effet de cette huile essentielle
sur I'hémolyse induite par le peroxyde d'’hydrogene dans les globules rouges humains. Les
résultats ont montré que I'huile essentielle de Salvia officinalis L. avait un effet antihémolytique
significatif en réduisant I'intensité de I'némolyse [56].

D’autres études démontrent 1’effet antihémolytique des constituants phytochimiques de

Curcuma longa L. notamment, 1’étude menée par YASMEEN et HASSMAIN [57].

Nos résultats concordent avec ceux de KARAMI et al et ceux rapportés par 1’étude de
YASMEEN et HASSMAIN [56,57].

Neéanmoins, les concentrations en hémoglobine extracellulaire obtenues en présence de I’HE de
Curcuma longa L. étaient relativement inférieures a celles obtenues en présence de I’HE de
Salvia officinalis L., suggérant que I’effet protecteur antihémolytique différe entre ces deux

huiles essentielles.

Ce résultat nous laisse supposer que I’HE de Curcuma longa L. pourrait avoir une capacité
antihémolytique relativement plus importante que celle attribuée par I’HE de Salvia officinalis
L. Cette différence d’activité pourrait €tre liée aux chémotypes caractéristiques de chacune des

huiles essentielles évaluées.

De plus, tant que la présence de ces huiles essentielles nous n’a pas permis d’enregistrer des
valeurs nulles en hémoglobine extracellulaire, nous déduisons que bien que I’HE de Salvia

officinalis L. et de Curcuma longa L. aient démontré une capacité protectrice notable en
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réduisant l'intensité de I'hémolyse, elles ne sont pas aussi efficaces pour inhiber [I'état

hémolytique induit par le Glucantime.
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Par le biais de cette présente étude, nous avons cherché & évaluer l'activité
antihémolytique in vitro de I'huile essentielle de Salvia officinalis L. et de I'huile essentielle de
Curcuma longa L. contre I'antimoniate de méglumine, principal traitement de la Leishmaniose

en Algérie.

L’extraction de ces huiles essentielles par hydrodistillation nous a permis d’obtenir un
rendement de 1% en HE de Curcuma longa L. et un rendement de 0,66% en HE de Salvia

officinalis L.

Trois paramétres biologiques nous ont permis d’évaluer I’effet protecteur de ces huiles
essentielles sur la membrane des globules rouges en présence de la molécule de Glucantime
notamment, la concentration intracellulaire de LDH, de potassium et d’hémoglobine

extracellulaire.

La diminution des concentrations intracellulaires de LDH et de potassium, ainsi que
I’augmentation des concentrations d’hémoglobine extracellulaire induites par la molécule de
Glucantime mis en avant son effet hémolytique résultant de la destruction des membranes

cellulaires.

La variation de ces concentrations en faveur d’une hémolyse modérée par la présence de I’HE
de Curcuma longa L. et de I’HE de Salvia officinalis L. indique que ces dernieres ont la capacité
de réduire les dommages causés par la molécule de Glucantime, notamment la destruction de
la membrane des globules rouges et de ce fait elles ont la capacité de protéger les cellules
érythrocytaires contre les phénomeénes hémolytiques induites par cette substance chimique.

Néanmoins, nous avons constaté que bien que I’HE de Salvia officinalis L. et de Curcuma longa
L. aient un pouvoir protecteur remarquable capable de réduire I'intensité de I'hémolyse, elles ne
sont pas aussi efficaces pour inhiber I'état hémolytique provoqué par le Glucantime. Ainsi, les
résultats ont montré que I’HE de Curcuma longa L. avait une capacité antihémolytique

relativement plus importante que celle de I’HE de Salvia officinalis L.

En se référant aux résultats issus d’autres €tudes portées sur I’effet antihémolytique de ces
huiles essentielles, nous estimons que notre objectif est atteint. Cependant, ces résultats restent
préliminaires et ne constituent qu’une ébauche dans le domaine de la recherche des

antihémolytiques naturels, il serait intéressant d’étaler ce travail par d’autres systémes in vitro
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comme in vivo afin de mieux cerner les interactions moléculaires de ces huiles vis-a-vis de leurs

cibles.

De cette optique, multiples nouvelles pistes de recherche peuvent étre envisagées et empruntées

a savoir les recommandations suivantes :

- Rechercher le mécanisme d’action des extraits naturels de Salvia officinalis L. et de
Curcuma longa L. contre I'antimoniate de méglumine.

- Optimiser les conditions d'extraction pour améliorer le rendement des extraits.

- Evaluer leur effet antihémolytique contre le Glucantime a différentes concentrations in
vitro et in vivo.

- Explorer la possibilité d'utiliser ces extraits naturels en combinaison avec d'autres agents
antiparasitaires pour améliorer leur efficacité et minimiser les effets secondaires
associés aux traitements actuels.

- Explorer d'autres extraits naturels afin de trouver de nouveaux composés possédant des

propriétés antihémolytiques potentielles contre le Glucantime.
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RESUME

Les dérivés stibiés pentavalents demeurent la meilleure arme thérapeutique des leishmanioses.L’antimoniate de méglumine
(Glucantime®) est le traitement de premiére intention en Algérie. Toutefois, il expose aux risques indésirables parfois graves
notamment des risques hémolytiques. Malgré 1’importance non négligeable de 1’huile essentielle de Curcuma longa L. et de
Salvia officinalis L. en termes de richesse en molécules dotées d’activités biologiques a intérét thérapeutique, leur effet
antihémolytique reste encore mal élucidé. C’est dans le souci d’apporter de nouvelles données sur ces espéces que cette présente
étude a été réalisée. Son objectif principal est d’évaluer I’effet protecteur de I’'HE de Curcuma longa L. et de Salvia officinalis
L. sur la membrane des globules rouges contre la molécule de Glucantime in vitro. Les deux huiles essentielles ont été extraites
par hydrodistillation, les valeurs optimales des rendements obtenus sont de 1% (Curcuma longa L.) et de 0,66% (Salvia
officinalis L.). L’activité¢ antihémolytique a été évaluée en se basant sur trois paramétres biologiques notamment, la
concentration intracellulaire de LDH, de potassium et de I’hémoglobine extracellulaire. Les résultats montrent que I’HE de
Salvia officinalis L. et ’'HE de Curcuma longa L. ont la capacité de réduire la destruction de la membrane des globules rouges.
De ce fait elles ont la capacité de protéger les cellules érythrocytaires contre les phénomenes hémolytiques induites par le
Glucantime. De plus, les résultats indiquent que I’HE de Curcuma longa L. posséde une capacité antihémolytique relativement
plus importante que celle de I’HE de Salvia officinalis L. De ces résultats, plusieurs nouvelles pistes de recherche peuvent étre
empruntées et envisagées dans le futur.

Mots clés : Glucantime, Hémolyse, Huile essentielle, Salvia officinalis L., Curcuma longa L., Globules rouges.
ABSTRACT

Pentavalent stibium derivatives remain the best therapeutic weapon against leishmaniasis. Meglumine antimoniate
(Glucantime®) is the first-line treatment in Algeria. However, it exposes patients to severe adverse effects, including hemolytic
risks. Despite the significant importance of the essential oils of Curcuma longa L. and Salvia officinalis L. in terms of richness
in molecules with biological activities with therapeutic interest, their antihemolytic effect remains poorly understood. This
study was conducted to provide new data on these species. Its main objective is to evaluate the protective effect of the essential
oils of Curcuma longa L. and Salvia officinalis L. on the red blood cell membrane against Glucantime in vitro. The two essential
oils were extracted by hydrodistillation, with optimal yield values of 1% (Curcuma longa L.) and 0.66% (Salvia officinalis L.)
obtained. The antihemolytic activity was evaluated based on three biological parameters, namely, intracellular LDH
concentration, potassium concentration, and intracellular hemoglobin concentration. The results show that the essential oils of
Salvia officinalis L. and Curcuma longa L. have the ability to reduce the destruction of red blood cell membranes. Therefore,
they have the ability to protect erythrocytes against the hemolytic phenomena induced by Glucantime. Furthermore, the results
indicate that the essential oil of Curcuma longa L. has a relatively higher antihemolytic capacity than that of the essential oil
of Salvia officinalis L. From these results, several new research avenues can be pursued and considered in the future.

Keywords : Glucantime, Hemolysis, Essential oil, Salvia officinalis L., Curcuma longa L., Red blood cells.
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