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5ummary: Variability of the In Vitro Activity of Proguanil and Cycloguanil on the Erytrocyte Stages 

The in vitro activiv of proguanil, cycloguanil (active metabolite of proguanil), pyrimethamine, and 
chloroquine was determined for 74 isolates of Plasmodium falciparum and the chloroquine-resistant 
W2 clone. In vitro assays were performed by using different types of RPMl 1640 culture medium 
and incubation period. lhe use of the standard RPMl medium or RPMl medium containing low 
concentrations of folate and para-aminobenzoic acid increases the 50% inhibitory concentrations 
of cycloguanil and pyrimethamine, as compared with the use of folate- and para-aminobenzoic 
acid-free RPMI medium. The concentrations of folate and para-aminobenzoic acid did not affect the 
in vitro activiv of proguanil and chloroquine. Howevec prolongation of the incubation period from 
42 to 66 hours decreased the 50% inhibitory concentrations of all test compounds. The weak anta- 
gonism in vitro between chloroquine and proguanil or cycloguanil does not seem to have any reper- 
cussion on the in vivo efficacy of chloroquine-proguanil combination. 
Résumé : 
L'activité in vitro du proguanil, du cycloguanil son métabolite actit; de la pyriméthamine et de la 
chloroquine a été déterminéesur 74 isolats de Plasmodium falciparum et le clone chloroquino-résis- 
tant W2. Ces tests ont été pratiqués en faisant varier la nature du milieu de culture et la durée du 
test. L'utilisation d'un milieu RPMI standard ou d'un milieu appauvri en acide folique et en acide 
para-aminobenzoïque augmente la concentration inhibitrice 50 % du cycloguanil et de la pyrimé- 
thamine par rapportà l'utilisation d'un milieu totalement déplété en acide folique et en acide para- 
aminobenzoïque. La concentration en acide folique et en acide para-aminobenzoïque n'influe pas 
sur les résultats du proguanil ou de la chloroquine. Par contre, une prolongation du temps du test 
in vitro de 42 9 66 heures diminue la concentration inhibitrice SO'% pour tous les médicaments. Le 
faible antagonisme in vitro entre la chloroquine et le proguanil ou le cycloguanil nesemble pas avoir 
une conséquence sur l'efficacité in vivo de l'association chloroquine-proguanil. 
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Introduction 
a découverte du proguanil est le résultat de recherches L menées sur les pyrimidines en 1945 (6). Les études pré- 

cliniques ont montré une efficacité du proguanil contre plu- 
sieurs espèces de Plasmodium aviaires et simiens et une activité 
supérieure du progianil par rapport aux autres antipaludiques 
disponibles à cette époque. Les premiers échecs prophylac- 
tiques et thérapeutiques au proguanil utilisé seul ont été rap- 
portés rapidement après son utilisation dans les années 1950. 
Ces échecs ainsi que la disponibilité de la chloroquine ont 
entraîné une chute considérable de l'utilisation du proguanil. 
Actuellement, le proguanil ne devrait plus être utilisé seul en 
raison du risque d'apparition rapide de résistance. Néanmoins, 
le proguanil trouve un regain d'intérêt dans les associations 

d'antipaludiques, depuis la fin des années 1980, en particulier 
avec l'atovaquone pour la thérapeutique et avec la chloro- 
quine,pour la prophylaxie du paludisme (18). 
Le proguanil est un antifolinique biguanide, métabolisé au 
niveau du foie par le système du cytochrome "450, et plus 
particulièrement par la classe des isoenzymes CYP2C19 en un 
métabolite actif, le cycloguanil(12). Les études pharmacoci- 
nétiques ont mis en évidence des facteurs génétiques et eth- 
niques influençant ce métabolisme et conduisant à différencier 
deux groupes, les bons métaboliseurs qui transforment le pro- 
guanil absorbé en cycloguanil et les mauvais métaboliseurs 
qui métabolisent très peu de proguanil en cycloguanil(25). Le 
cycloguanil possède un mode d'action original, car il agirait 
aussi bien sur les formes érythrocytaires qu'hépatiques de 
I? falczparum. Le cycloguanil, comme la pyriméthamine, est 
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un inhibiteur de la dihydrofolate réductase (DHFR), enzyme 
qui transforme le dihydrofolate en tétrahydrofolate. La DHFR 
existe chez la plupart des protozoaires en association avec la 
thymidylate synthétase dont l'activité est indispensable à la 
synth'ese de l'ADN. Les techniques de biologie moléculaire 
récentes ont permis de montrer que la résistance au cyclo- 
guard est liée àune double mutation au niveau des codons 108 
et 16 du gène codant pour la DHFR (1 1). 
En raison du taux de résistance élevé dans certaines zones 
d'endémie (en particulier, en Asie et en Amérique du Sud) et 
de la facilité à sélectionner les souches résistantes au cyclo- 
guanil, la surveillance de l'efficacité du cycloguanil in vitro et 
in vivo s'impose. Les nombreuses études sur l'efficacité in 
vitro du cyclogua&l contre I? falciparum sont difficilement 
comparables en raison des différentes méthodologies utili- 
sées. Si la plupart des auteurs s'accordent à ne plus utiliser du 
milieu de culture contenant en excès de l'acide folique et de 
l'acidepara-aminobenzoïque (PABA) qui inhibent l'activité 
des antifoliniques, il n'existe pas de consensus pour utiliser des 
milieux appauvris ou totalement déplétés en acide folique et 
en PABA. Le même problème se pose pour la durée du test 
in vitro allant de 42 i 72 heures. Les études in vitro sur l'ef- 
ficacité de proguanil sont moins nombreuses eK il n'existe pas 
ànotre connaissance d'étude publiée sur l'activité in vitro du 
proguanil ou du cycloguanil en association avec la chloro- 
quine. Les objectifs de la présente étude sont les suivants : 
- déterminer l'activité in vitro du proguanil et du cyclogua- 
nil en fonction du milieu de culture et de la durée du test àl'aide 
d'isolats et d'un clone de l? falciparum; 
- comparer l'activité de la chloroquine et de la pyrimétha- 
mine dans les mêmes conditions; 

, - déterminer l'activité in vitro de la chloroquine, du progua- 
nil et du cycloguanil en association. 

Matériel et méthodes 
es isolats de l? falciparum ont été obtenus à partir de L malades camerounais consultant au dispensaire catho- 

lique de Nlongkalr de Yaoundé. La recherche d'une prise 
d'antipaludique avant la consultation a été effectuée par le 
test de SAKER-SOLOMONS modifié par MOF et coll. (16). Les 
frortis minces ont été colorés au Giemsa pour la détermina- 
tion de l'espèce et la densité parasitaire sur la base de 20 OOO 
érythrocytes. Dix ml de sang ont été prélevés après consen- 
tement des malades ou du tuteur pour les enfants. Les malades 
ont été inclus dans l'étude si le test urinaire était négatif et si 
la parasitémie était supérieure à 0,1 %. Les malades ont été trai- 
tés par ramodiaquine à Ia dose de 35 mg/kg. Cette étude a 
obtenu l'accord du Ministère de la santé publique du Came- 
roun et du Comité d'éthique du Cameroun. 
Pour les tests in vitro et les études des interactions médica- 
menteuses, le clone chloroquino-résistant et résistant aux anti- 
foliniques W2/Indochine a été maintenu en culture continue 
selon la technique de TRAGER and JENSEN (23). Les parasites 
ont été synchronisés pour les tests in vitro par du D-sorbitol 
9 5  %. 
Les solutions de cldoroquine diphosphate (Sigma Chemical 
Co., St. Louis, Missouri, USA), de cycloguanil base et de pro- 
guanil chlorhydrate (Zeneca Pharma, Cergy, France) ont ét6 
préparées dans de l'eau stérile distillée. Les solutions de pyri- 
méthamine base (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri) ont 
été préparées dans de l'éthanol. Les concentrations finales (25 
à 1600 nM pour la chloroquine, 1600 à 102400 nM pour le 
proguard, et 12,8 i 51 200 nM pour le cycloguanil et la pyri- 
methamine) ont été distribuées en triple dans des plaques de 
96 puits. Les hématies parasitées ont été préalablement lavées 

3 fois dans du milieu RPMI sans acide folique et sans PABA. 
Le culot globulaire a été mis, en suspension dans du milieu 
RPMI contenant 10 % de sérum humain AB (provenant de 
donneur européen), 25 mM d'HEPES et 25 mM NaHC03  à 
un hématocrite de 1,5 % et une parasitémie initiale comprise 
entre 0,1 à 1 %. Si la parasitémie est supérieure à 1 %, les éry- 
throcytes parasités ont été dilués avec des érythrocytes de 
donneurs sains pour aboutir à une parasitémie de 0,6 %. Le 
microtest isotopique a été utilisé dans cette étude (20). Trois 
milieux de culture différents ont été utilisés, du milieu RPMI 
standard contenant 1 mg/l d'acide folique et 1 mg/l de PABA, 
du milieu RPMI appauvri en acide folique (0,Ol mg/l) et en 
PABA (0,5 pgA) et du milieu W M I  sans acide folique et sans 
PABA. Les tests ont été pratiqués sur 42 h et sur 66 h. Les 
résultats sont exprimés en concentrations inhibitrices 50 % 
(CI5,) correspondant à l'inhibition de l'incorporation de 
50 % de l'liypoxanthine tritiée par rapport aux témoins. La 
CI50 est déterminée à l'aide du logiciel PrismTM (GraphPad 
Software, Inc., San Diego, Californie, USA). Les valeurs sont 
comparées par le test non-paramétrique t de Wilcoxon. 
La chloroquine a été associée avec le proguanil et le cycloguanil 
pour déterminer la nature de leur interaction in vitro. Préa- 
lablement, la CISO du clone W2 aux 3 médicaments a été 
déterminée. Les concentrations de départ correspondant à 
dix fois la CIsO de chaque médicament ont été mélangées 
deuxà deux selon 3 ratios (v/v 1:3; 1:1; et 3:l) (3). Les concen- 
trations finales ont été obtenues par dilution dichotomique. 
Pour chaque expérimentation, la CI5, de chaque médicament 
A et B utilisé seul a été déterminée ainsi que la CI50 des asso- 
ciations selon les 3 ratios. Les valeurs obtenues permettent 
de tracer des isobologrammes ayant pour abscisse et ordon- 
née une valeur unitaire correspondant à la CI50 des médica- 
ments A et B testés seuls. Les autres points sont calculés à 
partir des rapports de la CI  du médicament A en associa- 
tion/CI50 médicament A teste seul et de la CI50 du médica- 
ment B en association/CIcjo médicament B testé seul. Si la 
ligne joignant les points est diagonale, l'association est addi- 
tive. Une ligne concave indique que l'association est synergique 
et une ligne convexe indique que l'association est antagoniste. 

50. 

Résultats 
es CI50 de 14 isolats de l? falciparum ont été détermi- L nées en faisant varier la teneur en acide folique et en PABA 

du milieu de culture et la durée du test. Quelle que soit la 
durée du test, les CI50 de la pyriméthamine et du cyclogua- 

Influence de5 différents milieux RPMl 
sur les valeurs de la concentration inhibitrice 50 % de l'isolat 73/96 

pour le proguanil (PRO), le cycloguanil (CYC) et  la pyriméthamine (PYR). 
Influence of different RPMl media on the values of 50% inhibitor 

concentration of the 73/96 isolate for proguanil (PRO), 
. cyc/oguani/(CYQ and pyrimethamine (PYR). 
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Influence de la durée du test in vitro sur les résultats des concentrations 
inhibitrices 50 YO (Cl50) effectuées sur 14 isolats de Plasmodium fakiparum. 

lnfluence of the length of in vitro test on the results of 50% mhibitor 
concentrations (U5,$ conducted on 74 isolates of Plasmodium falciparum. 

medicaments Cl50 (nM) 

proguanil 28 500 23 500 < 0.05 

cycloguanil 27,l 25.3 NS 

pyriméthamine 105,9 95.3 < 0.05 

chloroquine 21 3 192 NS 

Les résultats sont exprimés en moyenne gfometrique (extrëmes). Les tem in vitro 
ont été effectuPs avec du RPMl sans acide folique et sans PABA our le proguanil, le 
cycloguanil et la pyrimethamine et avec du RPMl standard pour 
Ns : non significatif. 

nil baissent lorsque les tests sont effectués avec du milieu 
RPMI appauvri en acide folique et en PABA ou du milieu 
RPMI sans acide folique ou sans PABA par rapport au milieu 
RPMI normal (p < 0,05) (figure 1). Cette différence est éga- 
lement significative entre le milieu RPMI appauvri et le milieu 
RPMI sans acide folique et sans PABA (p < 0,05). Aucune 
diffbrence n'est observée en fonction du milieu de culture 
pour le proguanil ou pour la chloroquine. Pour les 4 médi- 
caments testés, les moyennes des CI50 sont systématique- 
ment inférieures lorsque les tests sont pratiqués sur 66 heures, 
par rapport aux tests effectués sur 42 heures : mais cette dif- 
férence n'est statistiquement significative que pour le pro- 
guanil et la pyriméthamine (tableau I). Des résultats similaires 
sont obtenus avec le clone W2, en modifiant le milieu de cul- 
ture et en variant le temps du test. 
Les interactions médicamenteuses ont été étudiées sur 66 h en 
utilisant le clone W2 et du RPMI sans acide folique et sans 
PABA pour ne pas interférer avec les résultats des CIsO du 
cycloguanil et pour pouvoir en comparer les résultats entre eux. 
Les valeurs moyennes (+ déviation standard) des des 
différentes molécules, effectuées à partir de 3 à 6 expérimen- 
tations, sont les suivantes : chloroquine, 367,7 +. 32,6 nM; 
cycloguanil, 1820 +. 692 nM; proguad, 38 100 * 6990 nM. Les 
combinaisons entre la chloroquine et le proguanil, ainsi que 
la combinaison entre la chloroquine et le cycloguanil, sont 
faiblement antagonistes tn vitm (figure 2). 

42 heures 66 heures P 

6020 - 58800 4410 - 42 600 

12,8- 132,s 12.8 - 155,3 

12,8 - 2 290 12.8-2280 

68.9 - 678 49,9 ~ 669 

./ chloroquine. 

Discussion 
ien que les tests in vitro ne refletem pas toutes les condi- B tions in vivo, ils restent le meilleur moyen de déterminer 

le niveau de sensibilité d'un isolat (19, 20). Cependant, la 
diversité des tests in vitro ayant des méthodologies différentes 
rend difficile la comparaison des données publiées (1,2, 8 et 
17). L'influence de la concentration en acide folique et en 
PABA sur les résultats des tests in vitro aux antifoliniques 
avait été démontrée par SIXSMITH et coll. (22). Les valeurs des 
CISO de la pyriméthamine étaient multipliées d'un facteur IO, 
lorsqu'un milieu RPMI standard est utilisé, mais les auteurs 
avaient conclu qu'une concentration physiologique d'acide 
folique (10 pg/l) et de PABA (0,5 pg/l) ne modifiait pas les 
résultats des tests in vitro (27). Dans notre étude, le rapport 
des CI5! entre un milieu RPMI standard et un milieu RPMI 
appauvri est de 11,7 pour la pyriméthamine et de 9,4 pour le 
cycloguanil. En outre, l'utilisation d'un milieu RPMI totale- 
ment déplété en acide folique et en PABA, comparé au milieu 
appauvri, baisse encore les CI50 de la pyriméthamine d'un 
rapport de 2,s et celles du cycloguanil d'un rapport de 3,2. La 
standardisation des tests in vitro nécessite la prise en compte i 

Í 

Interaction in vitro entre le proguanil (PRO), le cycloguanil (CYC) 
et la chloroquine (CQ) en utilisant le clone chloroquino-résistant W2. 

Les abscisses et les ordonnées sont exprimees en valeur unitaire correspondantà la 
concentration inhibitrice 50 % du médicament testé seul. 

In vitro interaction among proguanil (PRO), cycloguanil (CY0 
and chloroquine (CQ) by using the W2 chloroquino-resistant clone 

C@ ICYC 

A C@/PRO 

fraction des CIS0 Ichloroymine) 

des sérums utilisés. Bien que le sérum soit utilisé à une dilu- 
tion de 10 % dans le test, les concentrations de PABA peu- 
vent dépasser les 200 pg/l chez des sujets sains, ce qui a conduit 
certains auteurs à dialyser le sérum (15 et 21). I1 reste à éluci- 
der la représentativité du test in vitro par rapport au vivo. Un 
test utilisant du milieu sans acide folique et sans PABA per- 
mettra d'obtenir les CI5, les plus basses mais occultera l'in- 
fluence des concentrations physiologiques d'acide folique et 
de PABA présentes chez le malade. Outre le milieu de culture, 
la durée du test modifie les résultats. Contrairement à SIXS- 
MITH et coll. (22), nous avons trouvé une différence, non seu- 
lement pour les antifoliniques et la chloroquine, mais aussi pour 
la quinine et la dihydroartémisinine (données non publiées). 
Cette différence peut être liée au mécanisme d'action du médi- 
cament, au développement non synchrone des isolats ou à 
une mauvaise croissance des isolats au-delà de 48 heures, ce 
qui entraînera une baisse des valeurs témoins et par consé- 
quent une baisse artificielle de la CIsO. 
WATKINS et coll. (26) avaient déterminé sur 42 heures la CI50 
au proguad de 7 isolats du Kenya et de 3 isolats d'Asie du Sud- 
Est. Les valeurs extrêmes variaient entre 7 O00 et 20 O00 nM, ce 
qui correspond à%es valeurs légèrement inférieures aux nôtres. 
WATKINS et coll. (26) avaient également soulevé l'hypothese 
d'un mode d'action différent entre le proguanil et le cyclo- 
guad, ce qui semble être confirmé par notre étude. Les concen- 
trations d'acides foliques et de PABA ne modifient pas les 
valeurs de la CI50 du proguanil et l'activité du proguanil est 
indépendante de la résistance in vitro au cycloguanil pour les 
14 isolats. Les études cliniques corroborent cetté hypothèse car 
l'utilisation du proguanil chez des sujets mauvais métaboli- 
seurs permet une bonne protection en prophylaxie et un trai- 
tement efficace (13 et 14). Toutes les études moléculaires et 
biochimiques récentes ont confirmé l'action spécifique du 
cycloguanil au niveau de la DHFR, contrairement au pro- 
guanil, mais le mécanisme d'action du pro&anil reste à déter- 
miner (5, 8,9 et IO). Les concentrations plasmatiques du 
proguanil obtenues en prophylaxie (200 mg/jour) sont en 
moyenne de l'ordre de 800 nM et de 6000 nM lorsque le pro- 
guanil était utilisé en thérapeutique à la dose de 1 600 mg/jour 
(26). Bien que le proguanil se concentre 4 à 6 fois plus dans les 
érythocytes que dans le plasma, les concentrations obtenues res- 
tent insuffisantes pour expliquer l'action du proguanil en par- 
ticulier pour les isolats présentant une CIs0 élevée (7). 
Contrairement à l'association proguanil-atovaquone qui est 
synergique in vitro, l'interaction de la chloroquine avec le pro- 
guanil ou le cycloguanil est faiblement antagoniste (4). Néan- 
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moins, cet antagonisme ne devrait pas avoir de répercussion 
pharmacologique et clinique, car aucune concentration de la 
chloroquine n'augmente la CI50 du cycloguanil ou de pro- 
guanil au-delà de la C150 du cycloguanil ou proguanil utilisé 
seul et vice versa (26). U n  antagonisme in vitro entre la chlo- 
roquine et la pyriméthamine avait déjà été décrit (24). 
L'association de deux médicaments a pour but d'augmenter 
leur efficacité et de retarder l'apparition de résistance. Plu- 
sieurs concepts peuvent être avancés pour le choix d'une asso- 
ciation d'antipaludiques. Le premier est l'association de deux 
médicaments ayant une action synergique et des demi-vies 
d'élimination similaires. C'est le cas de l'association sulfa- 
doxine-pyriméthamine. Plus récemment, un autre concept a 
été proposé (28). Par analogie aux traitements antitubercu- 
leux et antiviraux, les associations médicamenteuses devraient 
combiner des médicaments ayant un mode d'action et des 
sites d'action différents. C'est dans ce cadre que se place l'as- 
sociation chloroquine-pro panil, dont le mode d'action de 
chaque médicament est totalement différent et le spectre d'ac- 
tivité complémentaire. Les mécanismes de résistance déve- 
loppés par le parasite sont également différents ce qui réduit 
le risque d'une double résistance. 

Conclusion 
e travail fait resso& les difficultés de standardisation des C tests in who. Les études pratiquées confirment l'influence 

de l'acide folique et du PABA sur les résultats des tests in vitro 
du cycloguanil et de la pyriméthamhe, aussi bien avec des iso- 
lats de l? faldparum qu'avec le clone W2. La durée du test 
modifie également les résultats. Les résultats obtenus avec le 
proguanil par rapport au cycloguanil semblent confirmer l'ac- 
tivité intrinsèque du proguanil. Bien que l'interaction entre la 
chloroquine et le proguanil ou le cycloguanil ne mette pas en 
évidence une synergie in vitro, l'association chloroquine-pro- 
guanil reste un schéma adapté pow: la prophylaxie du paludisme 
en Afrique en raison du spectre d'activité et des sites d'action 
différents pour les 2 médicaments. 
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