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Les agents responsables de la leishmaniose sont des protozoaires
flagellés qui appartiennent a la famille des Trypanosomatidae et a
I'ordre des Kinetoplastidae. Le genre Leishmania est composé de
plusieurs especes qui, bien gu’elles soient toutes de morphologie
similaire, causent une panoplie de manifestations cliniques allant
d’affectations cutanées qui se résorbent d’elles-mémes a des infec-
tions viscérales fatales en passant par des exacerbations inflamma-
toires causant de graves défigurations.

CYCLE DE LA LEISHMANIOSE

On regroupe habituellement les espéeces de Leishmania en «com-
plexes» selon les similarités biochimiques de leurs iso-enzymes
(Tableau 1). Les leishmanies sont des parasites hétéroxénes et
dimorphiques c'est-a-dire possédant deux formes morphologiques
différentes au cours de leur cycle de vie : tout d’abord la forme pro-
mastigote qui se développe chez l'insecte vecteur, un diptére héma-
tophage, le phlébotome puis la forme amastigote qui se développe
a l'intérieur des macrophages chez I'hote mammifére (Ouellette et
al., 2003 ; Vannier-Santos et al., 2002). Les amastigotes sont des
parasites intracellulaires de forme ronde ou ovale d’environ 4 um de
long et 2 um de large, possédant un flagelle trés court (Dedet,
1999). L'introduction des promastigotes est effectuée par l'insecte
vecteur lors d’un repas sanguin. Dans un premier temps, un signal
émis par les promastigotes métacycliques permet aux macropha-
ges dermiques de phagocyter les parasites. Le compartiment abri-
tant ces derniers va subir des modifications jusqu’a aboutir & la for-
mation de vacuoles parasitophores ou phagolysosomes. A ce stade,
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les promastigotes vont se différencier en amastigotes adaptés a la
vie intracellulaire. Le changement de température de 25°C a 37°C
dans le cas de L. donovani (Garlapati et al., 1999) et le changement
de pH, d’'un pH physiologique a un pH aux environs de 5.0, indui-
sent la différenciation en amastigotes. Les parasites apres différen-
ciation se divisent par fission binaire et I'infection chez les hotes
mammiféres se répand par relargage et internalisation de macro-
phage a macrophage (Ouellette et al., 2003). A ce stade, les para-
sites vont assurer leur survie dans le phagolysosome grace a diffé-
rents mécanismes d’adaptation a la réaction immunitaire par média-
tion cellulaire. Le macrophage réagit a I'envahissement par un
«burst» oxydatif (production d’espéces radicalaires oxygénées par
activation de la NADPH oxydase) et une acidification du phagolyso-
zome. Le parasite internalisé exprime des phosphatases qui agis-
sent sur les protéines du macrophage et affectent les cascades
signalétiques cellulaires. Les leishmanies ont la capacité de dimi-
nuer la production de linterleukine IL-12 nécessaire dans la
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réponse TH1, ce qui va entrainer une minimisation des mécanismes
induits par la réponse TH1, c'est-a-dire, diminution de la synthese
d’interféron INF-y et par conséquent de la production de NO par les
macrophages. Elle est également capable de favoriser la production
d’interleukine 4 (réponse TH2) qui a une régulation négative sur la
production de IL-12. Cela a pour effet de favoriser la multiplication et
la dissémination parasitaire (Cunningham, 2002 ; Sacks et Noben-
Trauth, 2002).

ECO-EPIDEMIOLOGIE DES LEISHMANIOSES

Actuellement, 20 espéces du genre Leishmania sont responsables
de cette maladie et sont distribuées le long des régions tropicales et
subtropicales dans 88 pays de quatre continents. Selon les données
statistiques de I'Organisation Mondiale de la Santé, dans les régions
endémiques, 350 millions d'individus sont en risque d'infection, 12
millions de personnes sont atteintes et I'on recense entre 1, 5 & 2
millions de nouveaux cas par an. Les formes cutanées de cette
maladie touchent environ 1 a 1,5 million de personnes chaque
année et la forme viscérale 500 000 individus (Desjeux, 2001 ;
Vannier-Santos et al., 2002 ; http://www.who.int/leishmaniasis/en/).

Les pays les plus touchés par la leishmaniose viscérale, représen-
tant 90% des cas mondiaux, sont le Bangladesh, le Brésil, I'lnde, le
Népal et le Soudan. De méme, 90% des cas mondiaux de leishma-
niose cutanée sont recensés en Afghanistan, en Algérie, au Brésil,
en lran, au Pérou, en Arabie Saoudite et en Syrie. En ce qui
concerne la leishmaniose mucocutanée, 90% des cas se trouvent
au Pérou, en Bolivie et au Brésil (Desjeux, 1996, 2004). Dans dif-
férentes régions, I'augmentation des cas de leishmaniose a pris une
ampleur importante, comme par exemple pour les cas de leishma-
niose cutanée au Brésil ou 21 800 individus étaient atteints en 1998,
ce chiffre a augmenté en 2002 jusqu’a 40 000. Pour la leishmaniose
viscérale au nord du Brésil en 1998, il y a eu 1 840 cas et en 2002,
6 000 (Desjeux, 2004).

== | 3 déforestation de I’Amazonie, dans
le Mato Grosso (Brésil)
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La propagation des cas de leishmaniose est basée sur deux formes
éco-épidémiologiques. Dans la premiere forme ou forme zoonoti-
que, les mammiféres sauvages ou domestiques interviennent en
tant que réservoirs naturels, ou I'étre humain joue le role d’héte
facultatif lorsqu’il s’expose accidentellement au cycle de transmis-
sion. Ensuite, la deuxiéme forme ou forme anthroponotique est
caractérisée par la présence d’'un seul réservoir qui est aussi source
d’infection : I'homme (Dedet, 1999 ; Desjeux, 2001, 2004 ;
Ouellette et al., 2003).

Dans la forme zoonotique, les réservoirs naturels sont les chiens
domestiques et des animaux sauvages comme des rongeurs et des
grands mammiféeres répartis dans les foréts primaires et secondai-
res, et sont moins présents dans les zones péridomestiques. Le
contact entre I’homme et les réservoirs naturels peut étre du a la
dérégulation dans les cycles épidémiologiques par différents fac-
teurs tels que les changements climatiques, la déforestation incon-
trolée, la mise en place de nouveaux schémas d'irrigation. De
méme, les vagues de migration vers les régions endémiques et les
activités touristigues entrainant une coexistence des réservoirs
naturels, des vecteurs et de I'hote facultatif ('homme). Ceci peut
aussi expliquer le nombre croissant de personnes infectées
(Desjeux, 2001).

Par exemple, la distribution géographique des cas de leishmanioses
en Bolivie est semblable a celle du vecteur, qui se situe entre 270 et
2400 meétres d’altitude. La population a risque est estimée a 800 000
habitants. En 2000, on a recensé 1 735 cas, dont 84% sont atteints
de leishmaniose cutanée et 16% de leishmaniose mucocutanée
(OPS/OMS,2003). D’autre part, entre 1996 et 2005, les cas de leish-
manioses d'origine anthroponotique n’ont pas cessé d’augmenter
(Mollinedo et al., 2000). Cette maladie touche plutét les hommes
(55%) entre 20 et 30 ans. Plus particulierement des migrants des
hauts plateaux qui migrent vers les terres basses et fondent de
petits villages liés a I'exploitation agricole et aux activités de recher-
che pétroliére.

Dans le cas des Guyane, la maladie s’apparente a une zoonose.
Les Guyane (Guyana, Surinam, Guyane frangaise) se situent en
zone équatoriale humide a quelques degrés de latitude Nord sur le
sous-continent sud-américain, dans une région de plateaux
comprise entre les bassins de I'Amazone et de I'Orénoque. La forét
dense ombrophile sempervirens forme plus de 90% du territoire. Le
climat se caractérise par une pluviométrie abondante (environ
4 000 mm d'eau par an) et par une forte humidité de l'air (pres de
100% d'’humidité relative en forét). Ce biotope est idéal pour le déve-
loppement des vecteurs et des hotes de la leishmaniose. Elle est
due essentiellement a L. guyanensis (Le Pont, 1984) et exception-
nellement a L. amazonensis. Le principal vecteur sylvatique
responsable est Lutzomia umbratilis, petit diptére piqueur de la
canopée. Le réservoir de L. guyanensis est essentiellement le
paresseux a deux doigts (Choloepus didactylus). L'homme est
contaminé en circulant en sous-bois surtout a la fin de la journée et
au début de la saison des pluies. Cette zoonose a vu sa prévalence
augmentée en Guyane francaise a partir de 1977 avec le plan vert,
lancé par le gouvernement frangais de I'époque, qui a entrainé la
colonisation agricole de pans importants de forét vierge avec des
défrichements pour permettre l'installation de villages forestiers. La
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situation a été tres nette au village de Cacao créé en 1977 et
habité par des réfugiés du Laos, les Hmongs. Ceux-ci ont
subi l'attaque permanente des phlébotomes vivant dans les
lambeaux de forét subsistants en bordure du village, lui-méme
enclavé dans une région forestiere. Depuis l'abattage controlé et
expérimental de ces résidus forestiers, une baisse trés importante
de la prévalence de la maladie a été enregistrée dans ce village
(Esterre et al., 1986). Cette étude montre nettement que les risques
de contamination augmentent de facon significative chez 'homme si
celui-ci se met en contact prolongé avec la forét. D'autre part, il a été
montré que la dégradation de la forét primaire est un facteur
favorable de la multiplication de L. umbratilis et donc de
l'augmentation du risque de contamination (Alexandre et al., 1988).

Les grands programmes de colonisation en cours dans les foréts
d'’Amérique tropicale devraient tenir compte du risque important
d'augmentation des cas de leishmanioses.

LES FORMES CLINIQUES
DE LA LEISHMANIOSE

Le parasite du genre Leishmania est, selon les espéces, responsable
de différentes pathologies et représente une cause importante de
morbidité et mortalit¢ en médecines humaine et vétérinaire
(Quellette et al., 2003). Les manifestations symptomatiques peuvent
étre classées en quatre groupes (Desjeux, 1996, 2004).

Leishmaniose cutanée (LC), cette manifestation clinique était autre-
fois appelée bouton d’'Orient, elle se caractérise par la formation
d’une petite papule prurigineuse rouge sombre qui apparait au site
de piqdre. Puis, elle s'ulcere, s'infiltre en profondeur et se recouvre
d’une mince crodte évoluant lentement sous forme seche ou forme
humide. Le tout se résorbe généralement apres quelques mois voire
un an, en laissant, malheureusement, de profondes cicatrices non
pigmentées (Dedet, 1999 ; Desjeux, 1996).

Leishmaniose cutanéo-muqueuse ou mucocutanée (LCM),
connue sous le nom d’espundia, il s’agit d'une zoonose ou
les manifestations cliniques, de fagon générale, évoluent en deux
temps : d’'une part, I'apparition d’'ulcéres cutanés initiaux, similaires
a la leishmaniose cutanée, qui finissent par se résorber spontanément
entre six mois et un an. D’autre part, une deuxiéme infection peut
s'installer avant la guérison de la premiére ou apparaitre plusieurs
années plus tard. Elle provoque des Iésions pouvant conduire a une
destruction étendue et mutilante des muqueuses du nez, de la bouche
et de la gorge. Ces lésions nécrosées peuvent entrainer des
infections bactériennes et le tout engendre une grande difformité
due a la perte des levres, nez, palais et pharynx. La mort du patient
peut survenir a cause d'infections secondaires ou des problemes de
respiration (Desjeux, 1996).

Leishmaniose cutanée diffuse (LCD), est caractérisée par la
dissémination des lésions nodulaires ou en plaques qui ressemblent
fortement a des formes léproides, souvent présentes au niveau de
visage ou des membres. Ces lésions ne guérissent pas de fagon
spontanée et sont plus fréquentes chez des individus ayant un
systeme immunitaire défectueux.
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Leishmaniose viscérale (LV), est également appelée kala-azar, un
mot indien signifiant fievre noire. Elle représente la forme la plus
grave de la maladie, avec une mortalité proche de 100% en
'absence de traitement. Les parasites ne restent pas au site de
pigdre, ils migrent vers les organes lymphoides (le foie, la rate et la
moelle osseuse), via les systemes sanguin et lymphatique. Elle se
caractérise par des poussées de fievre irrégulieres, une perte de
poids, une hépato-splénomégalie, une lymphoadénopatie et une
anémie. La mort survient chez les patients non traités (Desjeux, 1996).

LES MODELES D'EVALUATION
DE L'ACTIVITE ANTILEISHMANIENNE

Modeéles in vitro

Un modele in vitro idéal doit étre techniquement simple et a la fois
pharmacologiquement et immunologiquement comparable a une
situation clinique : le modele idéal pour la pharmacologie est celui
dans lequel les parasites sont sensibles aux concentrations
sériques maximales atteignables dans la clinique humaine par les
composés de référence que sont les sels d'antimoine, la
Pentamidine ou I'Amphotéricine B. Un modele immunologique-
ment approprié est dépendant du type viscéral ou cutané de la
leishmaniose (Berman, 1985).

1. Promastigotes

Le modele le plus simple a utiliser est celui dans lequel les promas-
tigotes se multiplient dans un milieu sans cellules (Berman et Wyler,
1980). Le principal avantage de ce modele est donc sa simplicité
ainsi que la facilité avec laquelle les promastigotes peuvent étre
maintenus congelés, envoyés dans le monde entier pour étre
ensuite recultivés. Néanmoins, la forme promastigote n'existe que
chez le vecteur de la maladie. Leur susceptibilité aux drogues est
différente de celle des amastigotes. Les promastigotes de souches
cutanées et viscérales sont relativement insensibles aux sels
d'antimoine et & la Pentamidine. Dans tous les cas, les résultats
obtenus doivent étre vérifiés dans un modele employant les amastigotes.

2. Amastigotes axéniques

Les amastigotes de certaines especes de Leishmania sont cultiva-
bles seuls dans des milieux adaptés (Sereno et Lemesre, 1997a,
1997b). Les évaluations d’activité antileishmanienne effectuées sur
des cultures d’amastigotes axéniques permettent I'obtention des
résultats sur la phase responsable de la symptomatologie chez
I’hdte vertébré. La culture des amastigotes axéniques imite parfaite-
ment les conditions biologiques observées a l'intérieur du macro-
phage (pH acide et températures supérieures a 32°C) et répondent
bien aux composés utilisés en clinique humaine. Toutes les especes
de Leishmania ne sont pas facilement cultivables sous forme axénique.

3. Amastigotes dans les macrophages péritonéaux de souris

Il a 'avantage de présenter une bonne sensibilité aux antileishma-
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niens usuels (Neal et Matthews, 1982). Les cellules péritonéales
exsudatives de souris sont simples a obtenir en petite quantité mais
les propriétés des macrophages péritonéaux peuvent ne pas corres-
pondre aux propriétés des macrophages du systeéme réticulo-histio-
cytaire et cutanés humains infectés en clinique.

4. Amastigotes dans des macrophages humains issus
de monocytes

Les macrophages humains contenant des amastigotes ont été
employés comme cellules hétes pour la multiplication des amastigo-
tes car on présume que l'environnement a l'intérieur des
macrophages humains in vitro mime l'environnement des
amastigotes in vivo. C'est par adhésion différentielle des monocytes
gu'on les sépare du reste des éléments du sang et qu'on obtient les
macrophages. Il est important de permettre aux monocytes d'adhérer
pendant quelques jours pour obtenir non seulement leur grande
taille et adhésivité mais aussi pour permettre aux cellules de se
débarrasser de leurs métabolites oxygénés potentiellement leishma-
nicides (Berman, 1985). Les amastigotes dans ce modele sont
sensibles aux concentrations sériques maximales atteintes par les
composés usuels. La multiplication des leishmanies a l'intérieur des
macrophages ainsi que leur sensibilité aux agents usuels aux doses
employées en clinique représentent les deux avantages majeurs de
ce modele. Mais ce modele souléve le probleme de la manipulation
de grandes quantités de sang complet ainsi que de son obtention.
Un petit nombre de macrophages est obtenu qui ne se multiplient
pas. La nécessité d'une maturation enzymatique des macrophages
récoltés allonge les temps d'expérimentation.

Un modele voisin fait appel a une lignée de monocytes humains
tumoraux (U 937) qui sont transformés en macrophages adhérents
par I'action du phorbol, un agent classiguement mitogene (Looker et
al., 1986). Toutefois, les esters du phorbol ont été signalés comme
provoquant a faible dose des altérations des ultra structures
cellulaires des amastigotes et promastigotes de L. amazonensis
(Vannier-Santos et al., 1988).

5. Conclusion sur l'intérét respectif de ces modéeles

Le modele de macrophage dérivé de monocyte humain est
théoriguement le plus approprié car il ressemblerait le plus au
macrophage infecté des situations pathologiques. Toutefois, seules
les capacités immunologiques des macrophages péritonéaux de
souris peuvent étre facilement altérées, l'interaction entre la chimio-
thérapie et les réactions immunitaires est ainsi facilement explorée.

Un inconvénient pour les modeles existants est que le métabolisme
des molécules par I'hdte est soit inexistant (promastigotes, amasti-
gotes axéniques), soit peu approfondi (macrophages infectés). Il est
par conséquent difficile de prévoir si la nature et la concentration des
principes actifs et de leurs métabolites sont similaires a celles
rencontrées par les organismes au niveau des lésions humaines.
Les modéles les plus simples (promastigotes et amastigotes axéni-
ques) permettent d'effectuer des fractionnements bioguidés des
principes actifs présents dans les plantes (deux mg de chaque frac-
tion est nécessaire). Une fois la substance naturelle active isolée, il
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est indispensable de compléter ces essais par des mesures de toxicité
sur le macrophage seul, une mesure de l'activité sur le macrophage
infecté aux doses tolérées par le macrophage et si I'indice de sélec-
tivité est intéressant (au moins égal a 10), une mesure d'activité in vivo.

Modeéles in vivo

Nous limiterons la présentation aux rongeurs qui sont les seuls réel-
lement accessibles dans le cadre des travaux présentés ici.

1. Le hamster

Il s'agit du premier modele d'étude de I'efficacité des drogues contre
la maladie viscérale. Les doses de sels d'antimoine efficaces dans
ce modele sont comparables a celles utilisées en pathologie
humaine. Par contre, la Pentamidine, sept fois plus efficace que les
sels d'antimoine chez I'homme, I'est cing fois moins chez le hams-
ter. L'Amphotéricine B par contre est plus active chez le hamster
avec toutefois une injection intracardiaque peu usitée chez I'homme.
Il a été également essayé comme modele des formes cutanées.
Mais ce modele est peu sensible aux antileishmaniens usuels

(Hanson et al., 1977).

2. La souris

Le modeéle est utilisé pour les infections viscérales et cutanées.
Seules les lignées consanguines sont sensibles a l'infection. Les
dosages efficaces des antileishmaniens se comparent bien aux
dosages généralement utilisés pour traiter les hommes. Mais la
Pentamidine et I'Amphotéricine B ne sont pas efficaces contre la
maladie viscérale dans ce modéle (Trotter et al., 1980). La maladie
cutanée chez des souris consanguines est traitée soit le jour JO de
I'infection soit aprés plusieurs semaines (Bjorvatn et Neva, 1979).
On suit l'effet des composés par la différence de taille des lésions
entre animaux expérimentaux et les témoins non traités. Les sels
d'antimoine n'agissent qu'imparfaitement sur les Iésions cutanées.
lls agissent d'autant moins qu'ils sont administrés plus tardivement
aprés la primo-infection. En fonction des lignées de souris et des
souches de parasites, on obtient des réponses différentes aux leish-
manicides classiques. On cherche la lignée dont les réponses a la
leishmaniose et a ses traitements serait la plus proche des réponses
chez 'hnomme.

3. Intérét de ces modeles

Les modeles in vivo sont potentiellement comparables a une situa-
tion clinique. Dans les modeles cutanés, les composés classiques
sont partiellement efficaces sur la réduction en taille des Iésions.
Des tentatives pour améliorer I'activité des drogues en déterminant
le nombre de parasites aprés traitement ou en choisissant une race
de souris aux parameétres immunologiques proches de ceux des
hommes n'ont pas été entreprises systématiquement. Dans les
modeles viscéraux, le traitement des animaux peu apres l'infection
provoque une guérison avec les sels d'antimoine qui est reproducti-
ble et comparable aux doses nécessaires a un traitement efficace
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chez I'hnomme. Mais le manque de données immunologiques pour
ces modeles constitue un inconvénient. Les malades atteints de
leishmaniose viscérale ne guérissent pas spontanément alors que
pour les formes cutanées, les guérisons spontanées sont fréquen-
tes. Un modeéle in vivo idéal serait celui dans lequel les parasites
interagissent avec le systeme immunitaire de I'ndte et avec les
agents chimiothérapeutiques d'une fagon comparable a ce qui se
passe en cliniqgue. Un modéle immunologiguement adapté a la
leishmaniose viscérale serait celui dans lequel I'immunité cellulaire
contre les antigenes leishmaniens serait inefficace ; pour la leishma-
niose cutanée ce serait un modele dans lequel I'immunité cellulaire
est présente. Ce modele aurait une métabolisation et une
élimination des principes actifs comparable a 'homme. On attend
plusieurs semaines avant d'administrer un agent antileishmanien.
On évalue soit le nombre de parasites dans la Iésion, soit la taille de
la lésion elle-méme en comparant les animaux traités aux témoins.
Récemment, des parasites génétiquement modifiés par introduction
dans le génome d'un géne codant pour une protéine fluorescente
d’algue ou celui de la luciférase, ont été utilisés pour quantifier plus
aisément les parasites in vitro et in vivo (Sereno, 2001, 2007 ;
Singh, 2004).

Selon que la drogue est administrée peu de temps aprés l'infection
ou plus tard, I'expérience évaluera le seul effet de la drogue sur la
Iésion ou un effet majoré des éventuels mécanismes immunologi-
ques déclenchés chez I'animal sur une lésion plus infectée. Chez
I'nomme, on ne traite que lorsque les symptomes sont évidents :
une lésion viscérale d'une semaine ou cutanée de trois semaines
chez I'animal est comparable a la situation clinique.

LES TRAITEMENTS USUELS

L'antimoine trivalent fit la premiere molécule utilisée contre les
leishmanioses mais elle a été vite abandonnée a cause de sa
toxicité. Depuis 1940, les médicaments de premiere ligne les plus
utilisés sont des antimoniés pentavalents, la N-méthyle glucamine
(Glucantime®) et le stibogluconate de sodium (Pentostam®). Ces
traitements ont plusieurs désavantages, d’'une part le patient doit
étre hospitalisé car I'administration intraveineuse ou intramusculaire
est échelonnée entre 20 a 28 jours (Berman, 2003). D’autre part,
ces médicaments montrent plusieurs effets secondaires de début de
cure de type anaphylactique comme des douleurs musculaires, des
éruptions cutanées, des vomissements, de I'hyperthermie, de la
tachycardie et des hémorragies. Les autres effets secondaires
surviennent en fin de cure et se traduisent par des signes généraux,
des troubles cardiaques, hépatiques, pancréatiques, rénaux et
hématologiques (Dedet, 1999). Le probleme majeur est la résistance
qui émerge chez les parasites. En effet, dans la province du Bihar
en Inde, ou la leishmaniose viscérale est endémique, 65% des nou-
veaux cas sont dus a des souches résistantes (Lira et al., 1999 ;
Sundar, 2001). Sur le continent américain, certaines souches
responsables de la leishmaniose cutanée et mucocutanée montrent
également des résistances a ces médicaments (Grogl et al., 1992).
Les mécanismes de résistance sont favorisés par différents
facteurs, tels que I'état immunitaire des patients et la pharmacociné-
tique d’élimination du médicament. D’autre part, les différences aux
niveaux biochimique et structural de chaque espéece de Leishmania,
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sont responsables de réponses sélectives face aux médicaments
(Croft et al., 2006). Le co(t des traitements tres élevé pour la
majorité des populations contaminées facilite également la
progression de la maladie.

Dans les cas ou ces médicaments ne sont pas efficaces, les
traitements de deuxiéme intention sont I’Amphotéricine B et la
Pentamidine.

L'Amphotericine B est un antibiotique polyénique, puissant
antifongique utilisé dans le traitement des mycoses systémiques, et
qui inhibe la déméthylation du lanostérol. Ce dernier s’accumule
alors de fagon anormale et provoque des modifications de la per-
méabilité de la membrane parasitaire. Cette molécule est utilisée
surtout dans le cas de la leishmaniose viscérale (Dedet, 1999). Ce
médicament est tres efficace avec un taux de guérison de 97% et
aucune résistance n'a encore été rapportée (Thakur et al., 1996).
L'administration  s’effectue par perfusion intraveineuse.
Malheureusement, elle montre des effets toxiques rénaux et
hématologiques non négligeables. Pour diminuer cette toxicité,
certaines formulations lipidiques d’Amphotéricine B ont été
élaborées. Les liposomes (AmBisome®) sont les plus efficaces (une
dose de 15 mg/kg permet un taux de guérison de 95% sur des
patients atteints de leishmaniose viscérale (Berman, 2003) et les
moins toxiques mais les colts trés élevés de ces produits ne
permettent pas leur usage dans les pays en voie de développement
(Guerin et al., 2002).

La Pentamidine, est une diamine aromatique synthétisée qui inhibe
la synthése de I’ADN parasitaire par blocage de la thymidine
synthétase et par fixation sur I'ARN de transfert. L'administration se
fait par perfusion lente, et les effets toxiques dépendants de la dose,
apparaissent au cours du traitement atteignant le rein, le pancréas
ou les lignées sanguines (Dedet, 1999).

De nouveaux produits ont montré des résultats intéressants.

La Miltefosine, une hexadecylphosphocholine vient d’'étre approu-
vée en Inde. Son avantage, par rapport aux autres produits, est
qu'elle est administrée oralement a une dose de 2,5 mg/kg/jours
pendant 28 jours avec 98% de succes avec des effets secondaires
négligeables (Berman, 2003). Aprés des essais de Phase 1V, le gou-
vernement indien a décidé de I'utiliser comme traitement de pre-
miére ligne depuis 2002 pour traiter la leishmaniose viscérale (Croft
et al., 2005). La miltefosine a été utilisée en Colombie, avec un taux
de guérison de 94% (Berman 2003). Cette méme molécule a fait
I'objet d’'une étude en Bolivie avec un taux de guérison de 71% sur
des patients atteints de LV (Soto et al., 2007). Elle n’est toutefois pas
utilisable chez la femme enceinte pour son embryotoxicité relevée
chez les animaux.

La Paromomycine, plus ancienne, est un antibiotique aminoglyco-
sidique administré par voie parentérale dans des régions ou la résis-
tance aux antimoniés est trés forte. De plus, des études sur I'effi-
cacité des combinaisons entre la paromomycine et des antimo-
niés, ont été effectuées en Inde avec 94% de réussite (la dose tes-
tée était de 18 mg paromomycine/kg/jour et 20 mg antimoine/kg/jour
pendant un période de 21 jours) (Berman, 2003). Des formulations
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conditionnées sous forme de créeme ont été testées (15% de
Paromomycine et 0,5 % de gentamycine) en Colombie sur des
patients ayant des Iésions cutanées avec un taux de succes de
64% (Croft et Combs, 2003).

L'imiquimod, une imidazoquinoline qui induit la production d'oxyde
nitrique est utilisée dans les formulations des cremes pour les
verrues génitales. Une concentration élevée de NO est toxique
pour les parasites. Des études sur I'administration orale de ce
médicament ont montré des taux de guérison de 60% a une dose
de 5 mg/kg sur des souris parasitées avec L. donovani (Croft et
Coombs, 2003). Ce médicament a été testé topiquement en
combinaison avec des antimoniés montrant une diminution du
temps de guérison des patients atteints de leishmaniose cutanée
(Arevalo et al. ; 2001, Croft et al., 2006).

LES SUBSTANCES NATURELLES
EN COURS DE DEVELOPPEMENT

Trois substances naturelles font I'objet de développements dus aux
activités significatives mesurées sur plusieurs modéles animaux de
leishmanioses cutanées et viscérales :
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P De la réglisse chinoise a été isolée la Licochalcone A (chalcone
prénylée) qui montre une activité intéressante par voie orale sur
les leishmanioses viscérales et cutanées. Des dérivés
synthétiques oxygénés montrent également une activité in vivo.
Un dérivé supprime 97% de la charge parasitaire du foie d'un
hamster parasité par L. donovani a la dose de 20 mg/kg/6 jours
par voie intrapéritonéale. Le composé interférerait avec la
fonction mitochondriale du parasite (Chen et al, 1993 ; 1994 ;
Zhai et al., 1995 ; US Patent 5985935 ; US Patent 6603046).
Une entreprise a vu le jour en 2000 au Danemark
(http://www.licapharma.com) pour développer des produits
antiparasitaires dérivés de la licochalcone A

» Un mélange de saponosides isolés de Maesa balansea, une
plante médicinale asiatique, a montré une activité significative
sur des modéles de leishmanioses viscérales et cutanées
accompagnée d’une certaine toxicité. Des études sont en cours
en milieu académique pour optimiser I'activité (Germonprez et
al., 2005 ; Maes et al., 2004 ; International Patent WO
00/38700)

» Des quinoléines substituées en deux, isolées d’une plante
médicinale utilisée par les indiens Chimanes en Bolivie ont
montré une activité sur des modéles de leishmanioses viscéra-
les et cutanées. 12 alcaloides quinoléiques ont été isolés de
'espece Galipea longiflora (Rutaceae). C'est un arbre de la
région amazonienne, connu localement sous le nom d’Evanta.

1. Enquéte de terrain avec le tradipraticien
Chayahuitas, M. Tangoa Pinsago en compa-
gnie de J. Alban, professeur d'ethnobotanique
de I'Université Mayor de San Marcos de Lima

2. Démonstration de l'application de jus
exprimé de feuilles de Pjper sp sur les ulcéres
provogués par la Uta, nom local de la leish-
maniose cutanée au Pérou

3. Village Chayahuitas de Soledad ou ont été
effectuées les enquétes de terrain - JEP,

L
- il
! 2007, 114, 254-259

=

4. Séchage des plantes dans le village
[] IRD.- Michel Sauvain
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Cette espece est utilisée dans la médecine traditionnelle au
sein des communautés Tacana, Mosetene et Chimane. Les
écorces broyées fraiches et/ou seches sont utilisées sous
forme de cataplasme pour traiter les symptomes de la leishma-
niose cutanée. En complément de ce traitement, des tisanes a
base de cette plante sont également consommées

Pendant la période 1985-1991, un groupe de chercheurs
francais et boliviens, travaillant notamment & La Paz au sein de
'IBBA (Instituto Boliviano de la Altura), a confirmé Ilactivité
leishmanicide de I'espece Galipea longiflora. 13 alcaloides ont
été isolés et identifiés a partir des feuilles, des écorces et des
racines de cette plante (Fournet et al., 1993a, Fournet et al.,
1989). Trois de ces alcaloides, la Chimanine D, la Chimanine B
et la 2-n-propyl quinoline, se sont montrés trés efficaces et
faiblement toxiques sur des modeles in vivo (Fournet et al.,
1994a ; Fournet et al., 1996 ; Fournet et al., 1993a ; Munos et
al., 1994). Des travaux se sont poursuivis sur des dérivés de
synthése et ont amené a I'extension des activités biologiques a
d’autres pathologies comme HTLV-1 (Fournet et al., 2003). Ces
études ont abouti au dépdt de brevets (brevet francais FR
9112174 et US Patent 5541196)

L'lIFB (Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas) au
sein de la Faculté de Pharmacie a La Paz, a poursuivi les
travaux sur G. longiflora (Guarachi et al., 2008) et des tests
d’évaluation antiparasitaires, toxicologiques et pharmacolo-
giques ont été mis en place. L'llIFB a débuté les tests en phase |
(traitement sur un nombre réduit de personnes saines) et Il
(traitement sur des patients sélectionnés en fonction des
criteres médicaux) des formulations pharmaceutiques a
base des alcaloides totaux isolés des écorces de I'Evanta
(Gimenez et al., 2005).

LES SUBSTANCES NATURELLES
LEISHMANICIDES

Les travaux sur les substances naturelles antileishmaniennes font
régulierement I'objet de revues (Ilwu et al., 1994 ; Akendengue et al.,
1999 ; de Carvalho et Ferreira, 2001 ; Chan-Bacab et Pefia-
Rodriguez, 2001 ; Fournet et Mufioz, 2002 ; Rocha et al., 2005).

Dans le tableau 2 sont résumés les principaux résultats concernant
I'activité antileishmanienne de substances naturelles isolées de
plantes médicinales utilisées en Amérique latine.

Pour en savoir plus sur les travaux de criblage portant sur des
extraits de plantes, nous conseillons au lecteur de se reporter a la
revue de Rochas et al (2005) qui donne une liste compléte des plan-
tes actives étudiées avec la mention de leur région d’'origine. Nous
citerons quelques travaux récents concernant des criblages d’acti-
vité contre la leishmaniose de plantes médicinales originaires des
principaux pays d'endémie pour la leishmaniose, la Colombie
(Weniger et al., 2001 ; Osorio et al., 2007), le Brésil (Braga et al.,
2007), le Pérou (Estevez et al.,, 2007) ou le Mexique (Peraza-
Sanchez et al., 2007).
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LA SELECTION DES SUBSTANCES
NATURELLES ACTIVES
ET LES RELEVES D'USAGE

La lecture du tableau 2 améne deux types de commentaires : le
premier concerne I’hétérogénéité des résultats biologiques
présentés et le second est relatif a la faiblesse des informations
ethnobotaniques a la base du choix des plantes médicinales a
tester contre la leishmaniose.

La publication de travaux en ethnopharmacologie reposant sur des
critéres biologiques peu sélectifs a été mise en cause récemment.
Les critiques portent sur I'abus des tests cellulaires, le manque de
sélectivité des tests utilisés, le petit nombre de confirmations
d’activité sur I'animal (Cos et al., 2006 ; Houghton et al., 2007).
Cette constatation peut étre étendue a de nombreux travaux
d’évaluation pharmacologique de composé organiques quelqu’en
soit I'origine. Les travaux cités dans cette revue montrent pour beau-
coup d’'entre eux des limites semblables a celles décrites par les
auteurs précédemment cités. Une difficulté supplémentaire en ce qui
concerne la leishmaniose est la grande variété biochimique des
parasites avec des sensibilités variables aux molécules de référence.

Cette faiblesse des critéres de sélection apparait également dans le
choix des plantes a tester. La caractéristique la plus fréquente des
travaux reportés ici est I'absence ou la rareté de I'information ethno-
botanique qui a amené ce choix. Les informations sur le mode de
préparation ou la posologie sont la plupart du temps absentes. Il est
souvent mentionné que la plante est utilisée contre les ulceres, ce
qui justifierait les essais contre la leishmaniose. Mais ces ulcéres de
la peau peuvent avoir des étiologies variées : une bactérie, un
champignon, un autre protozoaire voire des helminthes.

Lors des enquétes ethnobotaniques ou ethnomédicales, les
concepts médicaux traditionnels se rapportant a la leishmaniose
sont peu décrits. Des études de type connaissances, attitudes et
pratiques (CAP) pourraient précéder le choix des plantes a tester
comme dans le cas de travaux récents sur I'usage de plantes
médicinales contre le paludisme en Guyane (Vigneron et al., 2005).
Elles seraient basées sur une connaissance pratique de la
nosologie de la leishmaniose et de son traitement par les patients
atteints de la maladie et les soignants (tradipraticiens, médecine
populaire ou familiale). Des enquétes sur le parcours de soin de
personnes atteintes de leishmaniose cutanée permettent de mieux
cerner les traitements utilisés (Castillo et al., 2007).

Les traitements classiques doivent étre administrés sur de longues
périodes pour étre efficaces. La durée traditionnelle du traitement
doit étre mesurée a l'aune de ce fait médical. On peut également
souligné que les traitements traditionnels sont dans de nombreux
cas des traitements topiques, les leishmanioses cutanées étant les
plus fréquentes et les plus aisées a diagnostiquer en Amérique latine
(Estevez et al., 2007). La maladie est reconnue traditionnellement
sous sa forme cutanée, elle porte des noms populaires spécifiques
dans différentes régions d’Amérique tropicale : «uta» au Pérou,
«espundia» en Bolivie, «ulcéra del chiclero» au Mexique. Les traite-
ments sont souvent peu spécifiques, corrosifs (acide de batterie,
latex). lls font méme appel a la cautérisation (poudre de fusil enflam-
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mée sur la plaie). lls sont alors le fait de populations de colons qui
sont depuis peu de temps en contact avec la leishmaniose. En
I'absence de traitement efficace, la caractéristique de la Iésion
parasitaire est sa persistance durant plusieurs mois malgré I'emploi
d’antibiotiques ou d’antiseptiques, les leishmanies étant insensibles
a ce type de produit.

En Guyane frangaise, des travaux d’inventaire et de validation des
plantes antiparasitaires (Grenand et al., 1987, Sauvain, 1989) ont
permis de définir une nosologie traditionnelle de la leishmaniose. La
leishmaniose y est reconnue comme une maladie & part entiére par
toutes les populations et chaque groupe culturel lui donne un nom.

Chez les Noirs Marrons Ndjuka et Boni ou africains de Guyane, le
nom illustre I'écologie de la maladie : buchi jasi ou bouton de la forét.
Il en est de méme pour les populations créoles, la leishmaniose
cutanée est désignée du nom de pian bois ou maladie de la forét, le
mot pian signifiant a la fois puant et désignant un petit animal de la
forét a odeur désagréable, Didelphis marsupialis. La Iésion est
souvent surinfectée en raison de la longue durée nécessaire a la
cicatrisation et dégage alors une odeur putride. Dans le nom de
tataj jasa donné par les Saramaka, le mot jasa se rapproche du jasi
ou bouton des autres Noirs Marrons et tataj, la liane fait probable-
ment allusion a l'origine forestiere de la maladie. Les Wayapi
(groupe amérindien) insistent sur le caractere important de la Iésion,
le nom de kalasapau signifiant grand abcés par rapport aux abces
provoqués par d'autres causes. Les Palikur (autre groupe amérin-
dien) donnent une appellation semblable dans son étymologie a

== [jper hispidum var. hispidum
Sw. (atukan en langue Chayahuitas)
dont les feuilles sont utilisees par
les Chayahuitas pour traiter les
ulcéres de la leishmaniose cutanée
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celle des créoles, yatuw désignant a la fois D. marsupialis et la leish-
maniose. En résumé, la définition traditionnelle de la leishmaniose
en Guyane se résume a des Iésions cutanées persistantes et carac-
téristiques, ce qui est tres proche de la description que pourrait
en faire un dermatologue. Cette étude montre une réelle connais-
sance de la maladie par des groupes culturels aux traditions peu
altérées.

En conclusion, la sélection plus précise des plantes a tester
économiserait des efforts qui pourraient étre investis dans des
études précliniques et cliniques sur les préparations médicinales les
plus prometteuses dans le but de proposer des alternatives
thérapeutiques réelles.

THERAPIE COMBINEE A BASE
DE SUBSTANCES NATURELLES

La leishmaniose est une parasitose controlée par le systeme immun
de son hote. La leishmanie est également un parasite qui modifie la
réponse immune de son hote en sa faveur pour éviter son élimina-
tion du macrophage. Des études récentes ont apporté la preuve que
I'on peut améliorer le traitement des leishmanioses en combinant un
parasiticide directe (sels d’antimoine) avec un immuno-modulateur
comme I'Ilmiquimod utilisable par la voie percutanée (Arevalo et al.,
2001). Le traitement topique par I'lmiquimod active les macrophages
localisés au niveau de I'ulcére qui ainsi tuent les parasites, I'utilisa-
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tion concomitante par voie générale d’'un antileishmanien élimine les
amastigotes systémiques. Une utilisation uniquement par voie
topique d’'une combinaison pourrait étre fort utile dans le cas de
leishmanioses cutanées simples, du fait de la mauvaise observance
des traitements donnés par voie générale (EI-On, 1988 ; EI-On,
2007 ; Llanos-Cuentas, communication personnelle).

Cette approche pourrait étre étendue aux substances naturelles
(Alavi-Naini, 2008) en s’appuyant sur des résultats obtenus récem-
ment. Une équipe vénézuelienne a montré qu’un extrait d’ail (Allium
sativum) possede une activité remarquable contre Trypanosoma
cruzi responsable de la maladie de Chagas. L'ajoéne, a été identifié
comme le composé responsable de l'activité décrite. L'activité de
I'ail a été ensuite montrée contre les parasites de la leishmaniose.
Mais la réponse dans le cas de la leishmaniose est plus complexe.
Deux types d’actions semblent mis en jeu : une activité parasiticide
directe due a I'ajoene (Ledezma et al., 2002) et une réponse
indirecte associée a une fraction protéique isolée de I'extrait de l'ail
qui oriente la réponse de I'hdte de la leishmaniose vers la stimulation
de la voie TH1 permettant la production de NO par la NO synthase
du macrophage (Ghazanfari et al., 2007 ; Gamboa-Ledn, 2007).

Chenopodium ambrosoides est une plante médicinale amplement
distribuée dans le monde tropical connue pour son activité anthel-
mintique. Une équipe brésilienne (Franca et al., 1996) a relevé son
usage dans le traitement des ulcéres de la leishmaniose cutanée
dans le cadre d'une enquéte qui a concerné l'usage de plantes
médicinales chez une centaine de patients du nord-est brésilien. La
chénopodiacée est I'une des plantes les plus citées. Des essais sur
la souris infectée par L. amazonensis ont été effectués pour valider
'usage de I'extrait hydro-alcoolique de la plante (Patrici6 et al.,
2008). Le test a été effectué 6 semaines post-infection par voie
orale quotidienne durant 15 jours (5mg/kg) ou par 5 injections intra-
Iésionnelles espacées de 4 jours. La Iésion est traitée alors qu’elle
est déja développée, situation semblable a la situation réelle. Cela
reproduit ce qui se passe chez les patients traités par la médecine
traditionnelle. La mesure de I'évolution de la maladie est double et
se fait par I'évaluation de la taille de la Iésion et de la charge
parasitaire & la fin du traitement (patte, ratte et nodules lymphati-
ques ). Elle montre l'efficacité du traitement intralésionel qui
entraine une diminution du volume des pattes et une baisse de la
charge parasitaire dans les organes cibles. Dans ce cas, la produc-
tion de NO est significativement augmentée dans les macrophages
collectés dans le péritoine et dans les nodules lymphatiques.

Il faut également remarquer que des essais ont été conduits par une
autre équipe sur l'huile essentielle de C. ambrosoides a Cuba
(Monzote et al., 2007) avec des résultats contradictoires avec ceux
de I'équipe brésilienne. Dans le cas cubain, la voie intralésionnelle
ne donne aucun résultat, alors que la voie intrapéritonéale est la
plus efficace mais avec des signes de toxicité. La nature différente
des extraits peut a elle seule expliquer la discordance des résultats.
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L’extrait aqueux de Kalanchoe pinnata montre une activité
significative sur L. amazonensis infectant la souris (traitements par
voie orale, péritonéale et percutanée). L'application par voie topique
utilise une creme a base de paraffine a 15 % du lyophilisat. La lésion
est frottée une minute quotidiennement, durant 18 jours, 30 jours
apres l'infection. Une activité a été relevée mais de moindre ampleur
que l'activité mesurée apres administration du lyophilisat par voie
orale (Da Silva et al., 1995). L'activité mesurée in vivo a été confir-
mée sur le macrophage infecté. Cette activité cellulaire de I'ex-
trait aqueux a été corrélée a 'augmentation considérable de pro-
duction de NO par le macrophage (Da Silva et al., 1999). A partir
des résultats obtenus in vitro sur I'extrait aqueux de K. pinnata, des
hétérosides actifs de type flavonoides ont été isolés. Le com-
posé le plus intéressant, la quercitrine est active sur les amastigotes
de L. amazonensis infectant le macrophage avec une Cls, de 2 pM
(1 pg/mL). La cytotoxicité est > a 100 pg/mL (Muzitano et al., 2006a,
2006b).

Cette plante a également fait I'objet d’'une expérimentation
préclinique sur un patient atteint de leishmaniose cutanée au Brésil.
Il a été traité par voie orale par une prise quotidienne de 15 g de
feuille de K. pinnata. La croissance de la lésion a été stoppée mais
le traitement n’a pas permis sa guérison. Les parametres
biochimiques mesurant une éventuelle toxicité de la préparation
chez le patient n'ont pas été altérés (Torres-Santos et al., 2003). Les
flavonoides ont déja été reportés comme agissant contre les
parasites de la leishmaniose par 'intermédiaire de 'immunomodula-
tion (Kayser et al., 2001 ; Kolodziej et al., 2001 ; Kiderlen et al.,
2001). Cette classe de composés pourrait donc jouer le role de
I'Imiquimod dans une thérapie combinée.

Ces exemples montrent que la stimulation du macrophage entre en
jeu dans la réponse de la leishmaniose a certaines substances
naturelles. Des plantes médicinales qui n'ont pas montré d’action
parasiticide directe (modeles du promastigote ou de I'amastigote
axénique) peuvent agir par la stimulation des voies macrophagiques
directement ou indirectement. Il est donc intéressant de cribler ces
plantes médicinales sur des modéles adaptés. La production de
radicaux libres par le macrophage peut étre explorée en mesurant la
production de NO (Ding et al., 1988), le «burst» oxydatif, émission
de lumiere par capture des espéces radicalaires (Aponte et al.,
2008), la production de TNF-a (Kolodziej et al., 2001) ou la baisse de
la production d’urée par le macrophage (Vincendeau, 2003al., 1994).

En conclusion, la validation de I'usage des plantes médicinales et
la découverte de nouvelles substances actives contre la
leishmaniose passent par une meilleure connaissance des usages
de ces plantes par les populations concernées (inventaire ethnie
par ethnie, enquétes CAP), par des modeles pharmacologiques
plus sélectifs et actualisés tenant de I'interaction de I'héte et du
parasite, et une exigence de qualité des travaux présentés a la
communauté scientifique.
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Famille Genre Sous-genre Complexes Especes Leishmanioses prédominantes
. L. donovani * LV
L. donovani L. chagasi ** Lv
L. infantum * LV
L. tropica L. tropica * LC
L. killicki * LC
Leishmania L. major L. major * LC
L. aethiopica L. aethiopica * LCD
Trypanosomatidae Leishmania
L. mexicana ** LCD
L. mexicana L. amazonensis ** LCD
- L. pifanoi ** LCD
L. venezuelensis ** LCD
L lainsoni L. lainsoni * LC
L. braziliensis L. braziliensis ** LCM
Viannia L. peruviana ** LC
L. guyanensis L. guyanensis ** LC
— L. panamensis ** LC

* Especes de I'ancien monde
LCM leishmaniose cutanéo-muqueuse
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; ** Especes du nouveau monde ; LV leishmaniose viscérale ; LC leishmaniose cutanée

; LCD leishmaniose cutanéo-diffuse ;
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