RECHERCHE BIOLOGIQUEl

Activité de I’acide acetylsalicylique
a doses ultra-faibles

Depuis 1985, I'équipe de Christian Doutremepuich,

M. 2 [N z s
professeur d’hématologie 4 la faculté de pharmacie de
Bordeaux, étudie Paction de 'acide acétylsalicylique
(aspirine) sur les plaquettes sanguines, les cellules
pariétales vasculaires et leurs interactions.

Lacide acétylsalicylique agit en transférant son radi-
cal acétyl- 2 un acide aminé du site actif d’une
enzyme : la cyclo-oxygénase. Cette dernitre est ainsi
rendue non fonctionnelle. Ce phénomene est irréver-
sible ; on le qualifie d’inhibition non compétitive. Les
propriétés pharmacologiques (la plupart des effets
secondaires inclus) de aspirine sont liés 4 'inhibition
de la synthese d’eicosanoides par la cyclo-oxygénase.

A forte dose (1 g), I'aspirine est utilisée pour ses pro-
priétés anti-inflammatoires et anti-pyrétiques. A
faible dose (50 mg), son action anti-thrombotique et
anti-agrégant plaquettaire est prédominante.

La question posée par cette équipe a été d’identifier
Iéventuelle activité de I'aspirine 4 trés faible dose en
utilisant des dilutions homéopathiques moyennes et
hautes (5 et 15 CH). Plus de quinze années de
recherche sur ce théme ont été couronnées par de
nombreuses publications dans des revues scienti-
fiques internationales dont les principaux résultats
sont résumés ici.

Etude préliminaire in vivo chez
I'homme* >3

Méthodes

Dix volontaires sains regoivent successivement trois
traitements différents 2 8 jours d’intervalle :

- aspirine 500 mg,

- aspirine 5 CH,

- placebo.

Leur temps de saignement est mesuré 2, 4 et 6 heures
apres 'administration.

Résultats

Laspirine 4 dose pondérale augmente le temps de sai-
gnement, 'aspirine 5 CH le diminue, dans les deux
cas, de fagon significative par rapport au placebo

[voir figure 37].

Ces données sont en accord avec la littérature en ce
qui concerne leffet de I'aspirine 500 mg (effet anti-
agrégant plaquettaire). En revanche, les résultats
concernant [aspirine 5 CH sont les premiers a
démontrer un effet de cette substance 4 une dose si
faible. Ils nécessitent une confirmation par une
seconde étude réalisée avec toutes les précautions
d’usage destinées 2 éliminer les biais méthodologiques
possibles.

Figure 37 — Temps de saignement
(moyenne +/- s.e.m.}) mesuré 2 heures aprés 'administration
du placebo, d'aspirine 500 mg ou d'aspirine 5 CH
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Etude randomisée en double
aveugle contre placebo*

Méthodes

Vingt volontaires sains de sexe masculin sont traités
de fagon aléatoire par de I'aspirine 5 CH ou par un
placebo. Leur temps de saignement est mesuré, dans
les conditions contréle puis 2, 4 et 6 heures apres le
traitement.

Résultats

Les résultats obtenus confirment ceux de I'étude pré-
cédente puisque le temps de saignement est significa-
tivement diminué deux heures aprés traitement par
Iaspirine 5 CH [voir figure 38]. Il est possible de
montrer, de fagon reproductible, que I'aspirine 4 dose
ultra-faible diminue le temps de saignement.

Afin de déterminer les mécanismes responsables de
cette activité, diverses études in vitro, permettant une
analyse plus fine de la fonction plaquettaire, ont été
réalisées®.

Figure 38 - Temps de saignement

(moyenne +/- s.e.m.) mesuré au moment de I'administration
du placebo ou d'aspirine 5 CH (TO) et 2 heures aprés (TO + 2)
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* significativement différent du groupe placebo

Mécanisme d'action de I'aspirine
a dose ultra-faible®

Divers facteurs d’origine vasculaire sont successibles
d’influencer I'agrégation plaquettaire. Afin de déter-
miner si Paspirine 5 CH agit via certains de ces
médiateurs, une étude in vitro est réalisée.

Méthodes

Le modeéle expérimental consiste 2 incuber 10 minutes

a4 37 °C les trois préparations suivantes :

- sérum physiologique (groupe contrdle),

-un fragment vasculaire humain dans du sérum
physiologique (groupe vaisseau),

- une préparation identique 2 la précédente en présence
daspirine 5 CH (groupe vaisseau + aspirine 5 CH).
100 pl de ces milieux d’incubation sont ajoutés 2 un
échandillon de plasma riche en plaquettes dont on étudie

lagrégation (amplitude et vélocité) [voir figure 39].

Figure 39 — Schéma du protocole d'évaluation
de I'activité des dilutions d'aspirine en présence
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Résultats

Cette étude met en évidence [voir figure 40] :

- une diminution de P'agrégation plaquettaire en pré-
sence du vaisseau,

- une inhibition partielle de cet effet en présence
d'aspirine 5 CH.

Ainsi, les vaisseaux libérent des substances qui modi-

fient Pagrégation plaquettaire. Laspirine, 4 dose

ultra-faible, semble moduler la sécrétion de ces sub-

stances pour rétablir 'agrégation plaquettaire.

Figure 40 - Amplitude de |'agrégation plaquettaire
(moyenne +/- s.e.m.) mesurée en présence d'un échantillon
du milieu d'incubation contrdle, contenant un vaisseau
ou un vaisseau et de I'aspirine 5 CH (ASA)
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* significativement différent du groupe contréle,
+ significativement différent du groupe vaisseau

Nature des substances responsables
de I'effet vasculaire de |'aspirine 5 CH’

Méthodes

Afin d’étudier les mécanismes responsables de I'ac-
tion de 'aspirine 5 CH sur la paroi vasculaire, un
dosage de la prostacycline est réalisé dans les milieux
d’incubation précédemment décrits.

Résultats

Il est ainsi montré que seuls certains vaisseaux ont
une production basale de prostacycline élevée

concentration dans le milieu d’incubation en 6-keto-
PGFi. (métabolite stable de la prostacycline) supé-
rieure 3 200 pg/100 pl. Dans ces conditions
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seulement, l'aspirine 5 CH inhibe la libération de
prostacycline par le vaisseau [voir figure 41] et réta-
blit I'agrégation plaquettaire [voir figure 42].

Ces résultats permettent de conclure que la paroi vas-
culaire libére de la prostacycline ayant pour action bio-
logique une diminution de I'agrégation plaquettaire.
Laspirine 5 CH diminue la quantité de prostacycline
pariétale libérée et rérablit ainsi I'agrégation plaquet-
taire. Cette action n’est observée que lorsque la libéra-
tion de prostacycline par les vaisseaux est suffisante.

Figure 41 - Concentration en 6-keto-PGF,,
(métabolite stable de la prostacycline)
(moyenne +/- s.e.m.) dans le milieu d'incubation avec le vaisseau
ou avec vaisseau + aspirine 5 CH (ASA) exprimée en % du
contrédle. Séparation de deux sous-populations pour lesquelies
la concentration en 6-keto-PGF1. dans le groupe vaisseau est
inférieure ou supérieure 3 200 pg/100 pl
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Figure 42 - Amplitude de I'agrégation plaquettaire
(moyenne +/- s.e.m.) exprimée en % par rapport au groupe
contréle. Séparation des sous-populations pour lesquelles
la concentration en 6-keto-PGF, dans le groupe vaisseau -
est inférieure ou supérieure 3 200 pg/100 pl
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Figure 43 - Modéle d'action de I'aspirine sur la fonction plaquettaire
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A dose forte, I'aspirine bloque la production de tromboxane A2 (TXA2) par les plaquettes et inhibe leur agrégation.
A dose ultra-faible, 'aspirine inhibe la production de prostacycline (PGI2) par les vaisseaux et augmente 1'agrégation des plaquettes.

Laspirine a forte et ultra-faible doses semble donc
agir via un systtme commun : les prostaglandines,
mais pas au niveau du méme type cellulaire (les pla-
quettes 4 forte dose, la paroi vasculaire 2 dose ultra-

faible) [voir figure 43].

Expérimentation in vivo chez le rat

Méthodes

Afin d’explorer plus finement les mécanismes d’ac-
tion de I'aspirine 4 trés faible dose sur la fonction pla-
quettaire iz vive, un nouveau modéle a été
développé®. 1l consiste & provoquer, 4 I'aide d’un fais-
ceau laser, des micro-lésions A l'intima de vaisseaux
mésentériques (artériole ou veinule) chez un rat anes-
thésié. Ces lésions entrainent la formation d’agrégats
plaquettaires en quelques secondes [voir figure 44].
La présence de ce thrombus s'accompagne de I'émis-
sion d’emboles pendant quelques minutes. Lutilisa-
tion dun systtme d’enregistrement vidéo
automatique, relié 2 un microscope, permet la mesure
de nombreux parameétres caractéristiques :

- le nombre de tirs laser nécessaires a 'induction du

thrombus,

- la surface et la durée du thrombus,
- la durée d’embolisation et le nombre d’emboles émis.

Chez ces mémes animaux, il est également possible
de mesurer le temps de saignement, I'amplitude et la
vélocité de I'agrégation plaquettaire.

Figure 44 — Photographie d'une artériole mésentérique
vue-au microscope lors de I'induction de la thrombose
par le faisceau laser

A. Avant I'application du faisceau laser,

B. Pendant le tir laser (1/30'™ de seconde},

C. 3 secondes apreés le tir laser, formation du thrombus au niveau
de la 1ésion artériolaire,

D. 30 secondes apreés le tir, le thrombus occupe pratiquement
toute la lumiére.
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Ladministration de différentes doses d’aspirine avant Figure 46 — Nombre d'emboles
I'induction du thrombus permet d’évaluer leur action (moyenne) mesuré suite a 'induction d:une t-hrombo'se arte.rlelle,
lasideat; 1 . . o 10 Diffé dans les conditions contréles (CTL), aprés traitement au salicylate
sur lagregation plaquettaire 7z vzvo™ = Ltcrents (Salicylate 100 mg/kg) ou & I'aspirine (ASA) 100 et 1 mg/kg,
groupes expérimentaux ont été étudiés : 1,2,3,4,5,9, 15 et 30 CH
- groupe contrdle (CTL) traité au sérum physiolo-
gique,

- groupe salicylate : traité au salicylate 100 mg/kg,

- groupes ASA : traités & I'aspirine aux doses, en mg/kg,
de 100, 1, 102 (1 CH), 10* (2 CH), 10° (3 CH),
10* (4 CH), 10 (5 CH), 10"¢ (9 CH), 10* (15 CH),
10 (30 CH).
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ultra-faible doses sur la plupart des paramétres mesu-
rés : vélocité et amplitude [voir figure 45] de I'agré-
gation plaquettaire, durée d’embolisation et nombre
d’emboles [voir figure 46]. En revanche, le temps de

Figure 47 ~ Temps de saignement
(moyenne) mesurée dans les conditions contréles (CTL), aprés

traitement au salicylate (Salicylate 100 mg/kg) ou 3 I'aspirine
(ASA) 100 et 1 mg/kg, 1, 2, 3,4, 5,9, 15 et 30 CH
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Figure 45 — Amplitude de I'agrégation plaquettaire o . . .

(moyenne) mesurée dans les conditions contréles (CTL), aprés significativement différent du groupe contréle

traitement au salicylate (Salicylate 100 mg/kg) ou & I'aspirine
{ASA) 100 et 1 ma/kg, 1,2, 3.4,5,9, 15 et 30 CH
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2 jours apres 'administration de I'aspirine, on observe
P’effet anti-thrombotique classique comme en témoigne
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la diminution de la durée d’embolisation [voir figure
48] et du nombre d’emboles [voir figure 49].

De 4 4 6 jours apreés son administration, plus aucun
effet n'est observé sur ces paramétres. En revanche, 8
4 10 jours apres son administration, 'effet inverse de
celui initialement mesuré est mis en évidence : aug-
mentation de la durée d’embolisation [voir figure
48] et du nombre d’emboles [voir figure 49].

Cette action est semblable & celle observée dans I'¢-
tude précédente lors d’'une administration d’aspirine
hautement diluée. Leffet pro-thrombotique de I'aspi-
rine, plusieurs jours aprés son administration, pour-
rait expliquer les phénomenes thrombo-emboliques
observés chez des patients 4 'arrét du traitement par
Paspirine.

Figure 48 — Durée d'embolisation
(moyenne +/- s.e.m.) mesurée dans des conditions contrédles (CTL)
et 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 et 16 jours (respectivement J2, J4, 16, 18,
J10, )12, )14 et J16) aprés administration de 100 mg/kg d'aspirine
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Figure 49 - Nombre d'emboles
(moyenne +/- s.e.m.) mesuré dans des conditions contrdles (CTL)
et 2,4, 6, 8, 10, 12, 14 et 16 jours (respectivement J2, J4, 16, 18,
J10, )12, 114 et 116} aprés administration de 100 mg/kg d'aspirine
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* significativement différent du groupe contrdle

Effet de I'administration répétée
d’aspirine 4 forte dose™

Méthodes

100 mg/kg d’aspirine sont administrés & des rats a
JO. Une seconde administration est réalisée 30 minu-
tes avant 'induction de la thrombose (par la méthode
de laser précédemment décrite) 4 J0+2, +4, +6, +8,
+9, +10, +14 et +16 jours. Deux groupes contréles
sont réalisés : un traité au sérum physiologique
(CTL), lautre traité une seule fois & I'aspirine 30
minutes avant l'induction de la thrombose (CTL

ASA).

Résultats

Leffet de Padministration de deux doses fortes, suc-
cessives, d’aspirine est variable selon lintervalle de
temps qui les sépare. Un effet anti-thrombotique
(diminution du nombre d’emboles [voir figure 50])
et anti-agrégant plaquettaire (augmentation du temps
de saignement [voir figure 51] et diminution de
Pamplitude de l'agrégation [voir figure 52]) est obs-
ervé apres une prise unique d’aspirine ou deux prises
a 2 jours d’intervalle.

En revanche, lorsquun délai plus long est observé
entre les deux prises, certains effets de Paspirine ne sont
plus mis en évidence. Particulierement avec 6 et 10
jours d’intervalle entre les deux prises, on n’observe ni
diminution du nombre d’emboles [voir figure 50] ni
enfin diminution de Pamplitude de I'agrégation pla-
quettaire [voir figure 52]. Le temps de saignement
reste inchangé si la seconde administration est réalisée
entre J4 et J9 [voir figure 51].

Tout se passe comme si 'action pro-thrombotique
rémanente de la premiere administration (mise en
évidence dans I'étude précédente) inhibait I'action de
la seconde. Ces données présentent un intérét majeur
dans le suivi des traitements anti-agrégants plaquet-
taires utilisant des prises réguli¢res d’aspirine.



Figure 50 - Nombre d'emboles
(moyenne) mesuré 30 minutes aprés la derniére administration,
dans des groupes d'animaux contréles traités au sérum
physiologique (CTL), traités par une dose unique d'aspirine
100 mg/kg (CTL ASA} et par deux doses d"aspirine 100 mg/kg
22,4,6,8,9,10, 12, 14 et 16 jours d'intervalle
(respectivement J2, J4, J6, J8, J9, )10, J12, J14 et J16)

ClL CTL 42 44 J6 J8 J9 J10 Ji2 J14 Ji6
ASA

* significativement différent du groupe contréle
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Figure 52 — Amplitude de I'agrégation plaquettaire
(moyenne) mesurée 30 minutes aprés la derniére administration,
dans des groupes d'animaux controles traités au sérum
physiologique (CTL), traités par une dose unique d'aspirine
100 mg/kg (CTL ASA) et par deux doses d’aspirine 100 mg/kg

22,4,6,8,9,10, 12, 14 et 16 jours d'intervalle '
(respectivement J2, J4, J6, J8, J9, J10, J12, J14 et J16)
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Figure 51 - Temps de saignement
{moyenne) mesuré 30 minutes aprés la derniére administration,
dans des groupes d'animaux contréles traités au sérum

physiologique (CTL), traités par une dose unique d'aspirine
100 mg/kg (CTL ASA) et par deux doses d’aspirine 100 mg/kg
a24,6,8,9,10, 12, 14 et 16 jours d'intervalle
(respectivement J2, J4, J6, J8, 19, J10, J12, J14 et J16)
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* significativement différent du groupe controle

Neutralisation de I'effet
de deux doses d'aspirine'

Méthodes

Utilisant la technique de thrombose induite par laser,

cette étude a pour objectif d’évaluer I'effer de deux

doses différentes cumulées d’aspirine.

4 groupes expérimentaux sont étudiés :

- un groupe contrdle (CTL) traité au sérum physio-
logique,

- un groupe traité par de l'aspirine 15 CH
(ASA 15 CH),

- un groupe traité par de I'aspirine 100 mg/kg
(ASA 100),

- un groupe traité par de 'aspirine 100 mg/kg et de
Iaspirine 15 CH (ASA 100 + 15 CH).

Dans tous les cas, une thrombose est induite apres le
traitement et les parameétres classiquement étudiés
sont enregistrés.

Résultats

On retrouve dans cette étude P'action anti-agrégante
(augmentation du temps de saignement [voir figure
53] et diminution de Pagrégation plaquettaire [voir
figure 54]), anti-thrombotique (diminution du
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nombre d’emboles [voir figure 55]) de laspirine 2
forte dose. De la méme fagon, on retrouve I'effet en
miroir de ['aspirine 15 CH.

Il est tres intéressant de noter que les effets de I'aspi-
rine 4 dose pondérale sont totalement inhibés lorsque
Iaspirine 15 CH est administrée en méme temps.
Pour la plupart des parametres mesurés, I'action de
l'association aspirine 100 mg/kg et aspirine 15 CH
ne differe pas de celle du contrdle. Cependant, la
concentration plasmatique de I'aspirine dans le
groupe ASA 100 + 15 CH (0,23 +/- 0,05 umol/l)
n'est pas statistiquement différent de celle du groupe
ASA 100 (0,28 +/- 0,1 pmol/l).

Figure 53 - Temps de saignement
(moyenne +/- s.e.m.) mesuré dans les groupes contréle (CTL),

traités par I'aspirine 15 CH (ASA 15 CH), I'aspirine 100 mg/kg
(ASA 100) et ces deux doses ensemble (ASA 15 CH + 100)
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Figure 54 — Amplitude de I'agrégation plaquettaire
(moyenne +/- s.e.m.) mesurée dans les groupes contrdle (CTL),
traités par I"aspirine 15 CH (ASA 15 CH), I"aspirine 100 mg/kg
(ASA 100) et ces deux doses ensemble (ASA 15 CH + 100)
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Figure 55 ~ Nombre d'emboles
(moyenne +/- s.e.m.) mesuré dans les groupes contréle (CTL),
traités par I'aspirine 15 CH {(ASA 15 CH), I'aspirine 100 mg/kg
{ASA 100) et ces deux doses ensemble (ASA 15 CH + 100)
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Ainsi, il s'agit d’une neutralisation des effets des deux
doses et non, bien entendu, d’une interaction entre
les substances administrées.

Bien que le mécanisme responsable de cette neutrali-
sation reste & déterminer, celle-ci pourrait avoir des
applications directes dans I'utilisation de hautes dilu-
tions d’aspirine comme antidote 2 l'aspirine 2 forte
dose pour réduire les risques hémorragiques lors
d’une intervention chirurgicale par exemple.

II est intéressant de noter que ce phénomeéne de neu-
tralisation a également été observé pour une autre
substance, la dexaméthasone. L'addition d’une
15 CH 4 une dose de 0,5 mg/kg annule Iaction
anti-inflammatoire de cette derniére dans un modéele
I'cedeéme 2 la caragenine chez la souris®”.

Cinétique de neutralisation
de deux doses d'aspirine'

Méthodes

Cette étude a pour but d’étudier la neutralisation de
Ieffet d’aspirine & dose pondérale (100 mg/kg) par
l'utilisation d’aspirine 15 CH administrée 1, 2 et 3
heures apres. Des techniques identiques & celles de
étude précédente sont utilisées.



Résultats

Laspirine 15 CH neutralise les effets de I'aspirine
100 mg/kg dans des délais variables selon les para-
metres étudiés. Le temps de saignement [voir figure
56] et le nombre d’emboles [voir figure 57] sont nor-
malisés dés la premiere heure alors que les paramétres
de l'agrégation plaquettaire ne le sont qui la troi-
sitme [voir figure 58].

Figure 56 ~ Temps de saignement
(moyenne) mesuré dans des conditions contrdles (CTL), aprés
administration d'aspirine 100 mg/kg (ASA 100}, d'aspirine 15 CH
(ASA 15 CH) et d'aspirine 15 CH 1, 2 et 3 heures aprés aspirine
100 mg/kg (respectivement ASA 100 + 15 CH 4 1, 2 et 3 heures)

CTL  ASA100 ASA15CH ASA100 ASA100 ASA100
+15CH +15CH +15CH
a1 heure a2heures a3 heures

* significativement différent du groupe controle

Figure 57 - Nombre d’emboles
(moyenne) mesuré dans des conditions contréles (CTL), aprés
administration d'aspirine 100 mg/kg (ASA 100), d’aspirine 15 CH
(ASA 15 CH) et d'aspirine 15 CH 1, 2 et 3 heures aprés aspirine
100 mg/kg (respectivement ASA 100 + 15 CH a 1, 2 et 3 heures)
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* significativement différent du groupe contréle
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Figure 58 — Amplitude de I'agrégation plaquettaire
(moyenne) mesurée dans des conditions contrédles (CTL), aprés
administration d’aspirine 100 mg/kg (ASA 100), d"aspirine 15 CH
(ASA 15 CH) et d'aspirine 15 CH 1, 2 et 3 heures aprés aspirine

100 mg/kg (respectivement ASA 100 + 15 CH 4 1, 2 et 3 heures)

Chms
>

CTL ASA100 ASA15CH ASA100 ASA100 ASA100
+15CH +15CH +15CH
a1heure a2heures &3 heures

* significativement différent du groupe contréle

Conclusion

Sur plusieurs modeles expérimentaux (in vivo et in
vitro, chez ’homme et chez I'animal) il a été mis en
évidence une action de l'aspirine 4 dose ultra-faible
(5 CH 4 30 CH soit 10° 2 10*° mg/ml). Cette action
est pro-agrégante et thrombogene ; elle est 'opposée
de celle observée avec 'aspirine 2 dose pharmacolo-
gique. De plus, I'aspirine 15 CH peut neutraliser les
effets d’une prise d’aspirine & dose pondérale.

Ces résultats ont un intérét théorique car ils souli-
gnent la réalité de l'effet des trés hautes dilutions.
Mais ils ont également un intérét pratique si 'utilisa-
tion d’aspirine 2 dose ultra-faible s'avere capable, chez
’homme, d’inhiber les risques hémorragiques liés 2 la
prise d’aspirine & dose pharmacologique.

De nombreuses questions concernant le mécanisme
d’action de laspirine 4 dose ultra-faible restent
posées. Des études en cours et 4 venir devraient nous
permettre d’enrichir encore nos connaissances sur
cette substance.
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