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Summary: In vitro valuation of antileishmanial activity of Artemisia herba alba Asso.

Aqueous extract and essential oil of Artemisia herba-alba Asso were tested for their antileshmanial
activity again Leishmania tropica and Leishmania major.

The strongest leishmanicidal activity was observed with the essential oil at 2 pg/ml as versus the
other two strains tested. The aqueous extract showed an antileshmanial activity at 4 pg/ml.

Résumé :

L'extrait aqueux et I’huile essentielle d’Artemisia herba-alba Asso (Asteraceae) ont été éprouvés pour
leur activité antileishmanienne vis-a-vis de deux espéces de Leishmania (Leishmania tropica et Leish-
mania major). L’huile essentielle a montré une importante activité vis-a-vis des deux souches a une
concentration de 2 pg/ml. L’extrait aqueux a révélé une activité antileishmanienne a la concentra -
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tion de 4 pg/ml.

Introduction

a thérapeutique des leishmanioses, dominée depuis le début

du siécle par les dérivés stibiés, demeure encore de nos
jours basée sur I'utilisation des drogues anciennes, toxiques et
colteuses (antimoniés pentavalents, amphotéricine B). Cer-
taines formes de leishmanioses (viscérale, cutanéo-muqueuse)
manifestent, en outre, un certain degré de résistance vis-a-vis des
médicaments usuels, voire parfois une résistance totale a toute
thérapeutique (3, 5). D’ou I’'intérét de rechercher de nouvelles
molécules antileishmaniennes efficaces et peu toxiques.
Dans ce cadre, nous nous sommes intéressés a étudier I’acti-
vité antileishmanienne d’ Artemisia herba-alba Asso (Astera -
ceae), plante médicinale dont I’activité antibactérienne et
antifongique a été mise en évidence dans notre laboratoire
(données non publiées). Cette espéce est utilisée au Maroc
comme vermifuge (2). De plus, certaines espéces du genre
Artemisia sont connues pour leur activité antiparasitaire, tels
les extraits d’Artemisiaannua dont les principes actifs- arté-
misinine, artémether, artéether et artésunate - ont rejoint la
panoplie des médicaments antipaludiques commercialisés et
qui n’ont pas encore suscité de résistance (4).
Dans ce travail, nous avons éprouveé I'activité de I'extrait aqueux
(EA) et de I'huile essentielle (HE) d’Artemisiaherba-alba a dif-
férentes concentrations vis-a-vis des formes promastigotes de
deux espéces responsables de leishmaniose cutanée de I’ Ancien
monde: Leishmania tropica et Leishmania major, les deux
especes de leishmanies recensées au Maroc (9, 10)
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Matériels et méthodes

Matériel végétal utilisé

Les échantillons d’Artemisia herba-alba ont été récoltés dans
les Moyen, Anti et Haut Atlas en mars 1993. Les produits
testés (extrait aqueux et huile essentielle) ont été extraits de la
partie aérienne des plantes.

Lextrait aqueux :

Le matériel végétal récolté a été séché a I’'ombre pendant une
semaine, puis réduit en poudre. Quarante milligrammes de
ce broyat ont été ajoutés a 200 ml d’eau a ébullition. Infusion
et macération pendant 24 heures. Apreés refroidissement, I’'ex-
trait a été filtré sur papier wattman stérile, I’extrait obtenu a
été stocké a +4 °C.

L’huile essentielle::

Le matériel végétal fraichement récolté a été séché a I’ombre.
L'extraction de I’huile essentielle a été effectuée par hydro-
distillation classique; la durée de I’extraction a été de 3 heures.
Les couches organiques ont été réunies et séchées sur sulfate
de magnésium anhydre puis concentrées a I’évaporateur rota-
tif pour fournir I’huile brute qui est de couleur brune. Lhuile
essentielle a été ensuite récupérée puis stockée a +4 °C. Etant
non miscible dans I’eau, nous avons testé la toxicité de trois
solvants (hexane, éthanol et chloroforme) a différentes dilu-
tions vis-a-vis des deux souches. L'éthanol & la dilution 1/100
s’est révélé sans action antileishmanienne et il a donc été uti-
lisé pour dissoudre I'huile essentielle.
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Souches utilisées

Deux souches de Leishmania ont été utilisées: Leishmania tro -
pica d’origine humaine marocaine (MHOM/MA/95/UERL10)
et Leishmania major, souche de référence de ’'OMS d’ori-
gine humaine (MHOM/SU/73/5ASKH)

Technique d’évaluation de I'activité antileishmanienne

Pour étudier la sensibilité des leishmanies aux extraits testés,
I'inoculum primaire des deux souches a été ajusté a une concen-
tration finale de 1,5.10° leishmanies/ml dans du RPM1-1640
enrichi de 10% de sérum de veau fcetal et ensemencé en pré-
sence de I'extrait aqueux d’A. herba-alba a différentes concen-
trations (une seule administration des extraits aqueux a tester:
2 pg/ml, 4 pg/mil et 20 pg/ml et de I’huile essentielle aux
concentrations: 2 ug/ml, 4 pg/ml et 10 pg/ml).

Les tests ont été réalisés sur deux tubes pour chaque souche
et chaque dilution des deux extraits. Les numérations des pro-
mastigotes ont été effectuées quotidiennement sur cellule de
THoOMAS. Le comptage a été réalisé en présence de bleu de
méthyléne servant d’indicateur de la viabilité des cellules.

Résultats

es résultats des cultures des formes promastigotes des

deux souches, en absence et en présence de I'extrait aqueux
et de I’huile essentielle d’Artemisia herba-alba a différentes
concentrations, sont résumés dans les tableaux suivants:

Tableau I.

Comptage de promastigotes (en millions) de L.major et L. tropica en présence
de I'extrait aqueux d’Artemisia herba-alba a différentes concentrations.
L. major and L. tropica promastigote counts (in millions) in presence
of different concentrations of Artemisia herba-alba aqueous extract.

L. major
concentration 2pug 4 ug
age de la culture

L. tropica
4ug 20pg témoin

20 ug

Jo 15 15 15 15 15 15 15
J1 4,0 3,0 0 36 29 0 4,0
J2 55 4,0 0 49 35 0 51
J3 6,5 4,6 0 62 44 0 6,2
J4 7,6 6,1 0 73 57 0 79
J5 6,0 35 0 53 65 0 4,0
J6 41 2,0 0 20 38 0 2,8
J7 2,0 12 0 09 12 0 13

On note une activité antileishmanienne de I'extrait aqueux
par rapport au témoin pour des concentrations comprises
entre 4 et 20 ug/ml ; a cette derniere concentration, il n’y a plus
de croissance.

Tableau II.
Comptage de promastigotes (en millions) de L.major et L. tropica en présence
de I'huile essentielle d’Artemisia herba-alba a différentes concentrations.

L. major and L. tropica promastigote counts (in millions) in presence
of different concentrations of Artemisia herba-alba essential oil.

L. major L. tropica
concentration 2ug 4pg  10ug  2pg 4pug 10upg témoin

age de la culture

Jo 15 15 15 15 15 15 15
J1 2,6 0 0 40 0 0 4,2
J2 14 0 0 23 0 0 5,6
J3 09 0 0 11 0 0 74
J4 0 0 0 0 0 0 84
J5 0 0 0 0 0 0 4.8
J6 0 0 0 0 0 0 2.8
J7 0 0 0 0 0 0 15

On note qu’a la concentration de 2 pg/ml de I’huile essen-
tielle, les leishmanies ne poussent plus au-dela du 3éme jour.
Aux concentrations de 4 et 10 pg/ml, il y a un effet leishma-
nicide immédiat et total.
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Figure 1.

Croissance de Leishmania major
en présence de I’extrait aqueux d’ Artemisia herba-alba.

Growth of Leishmaniamajor in presence
of Artemisia herba-alba aqueous extract.
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Figure 2.

Croissance de Leishmania tropica
en présence de I'extrait aqueux d’ Artemisia herba-alba.

Growth of Leishmaniatropica in presence
of Artemisia herba-alba aqueous extract.
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Discussion

Les substances d’origine végétale ont toujours constitué
une source majeure pour I’élaboration de nouvelles sub-
stances aux propriétés thérapeutiques. Le large spectre anti-
microbien, la grande diversité biologique, chimique et le
caractére ubiquitaire des plantes du genre Artemisia (12), nous
ontamenés a évaluer I'activité des extraits aqueux et de I’'huile
essentielle d’A. herba-alba Asso vis-a-vis des formes pro-
mastigotes de L. tropica et de L. major. Les leishmanies éprou-
vées témoignent d’une sensibilité semblable pour les deux
especes testées a des concentrations supérieures ou égales a
20 pg/ml pour I'extrait aqueux (figures 1 et 2) et supérieures
ou égales a 4ug/ml pour I’huile essentielle (figures3 et4). La
grande activité de I’huile essentielle s’explique par sa teneur
élevée en principes actifs. A notre connaissance, il s’agit de la
premiére mention de I'activité antileishmanienne in vitro de
I'extrait aqueux et de I’huile essentielle d’A. herba-alba Asso.
Les études menées par différents chercheurs ont contribué a
la mise en évidence de certains groupes de composés naturels
tres actifs in vitro et in vivo sur les leishmanioses du Nou-
veau monde (1, 11). En effet, des extraits organiques (éther
de pétrole, chloroforme) d’Evanta ou Galipea longiflora
(Rutacées) se sont montrés actifs sur trois especes de Leish -
mania (L. braziliensis, L. amazonensis et L.donovani) a des
concentrations allant de 25 & 100 pg/ml (8). Ces concentrations
paraissent nettement supérieures a celles que nous avons trou-
vées leishmanicides, ce qui montre I'intérét de nos extraits.
De méme, des extraits chloroformiques d’Ampelocera eden -
tula Kuhlm (Ulmacées) et de Pera benensis (Euphorbiacées),
plantes employées pour le traitement de la leishmaniose cutanée
due a L.braziliensis, se sont montrés actifs vis-a-vis des formes
promastigotes des Leishmania sp. a des concentrations com-
parables aux notres, allant de 10 a 50 ug/ml (6, 7).

Ces résultats préliminaires prometteurs d’A. herba-alba pour
I’élargissement de I’arsenal des plantes aux propriétés anti-
leishmaniennes sont a compléter par:

- lamultiplication du nombre d’essais in vitro vis-a-vis d’autres
especes de Leishmania,

- I’étude de la cytotoxicité des extraits, car de tres nombreuses
substances naturelles montrent une activité anti-leishmanienne
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ACTVITE anuiersnmanienne In vitro a Artemisia nerpa-ana Asso.

Figure 3.
Croissance de Leishmania major
en présence d’huile essentielle d’ Artemisia herba-alba.
Growth of Leishmaniamajor in presence
of Artemisia herba-alba essential oil.
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Figure 4.
Croissance de Leishmania tropica
en présence de I'huile essentielle d’ Artemisia herba-alba.
Growth of Leishmaniatropica in presence
of Artemisia herba-alba essential oil.
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résultant d’une forte toxicité et sont donc inutilisables en pra-
tique,

- I'identification et I'isolement de ou des principe(s) actif(s),
- la réalisation d’essais in vitro sur le modéle amastigotes-
macrophages, plus proches de la forme des parasites chez
I’hote vertébré.
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