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EFFET DE L’ACIDE SALICYLIQUE SUR LA FRAGILITE OSMOTIQUE

DES ERYTHROCYTES HUMAINS
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Résumé

L’effet de I’acide salicylique (AS) sur la fragilit¢ osmotique a été étudié chez les érythrocytes
humains in vitro. De faibles concentrations de I'AS (0-0.50 mg/ml) ne montrent aucun effet
hémolytique en cas d'incubation de ces érythrocytes dans du NaCl isotonique. Cependant, ces mémes
concentrations augmentent considérablement I'hémolyse hypotonique (Cso).

On n'a enregistré aucune diminution dans I’amplitude des pics d’absorption de 'hémoglobine (Hb)
en présence de I’AS entre les concentrations 0.05 et 0.20 mg/ml. Par contre, une premiére diminution
de cette amplitude est enregistrée a 0.25 mg/ml et accentuée a 0.30 mg/ml. Cependant, le pic
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d’absorption a 0.35 mg/ml disparait completement.

Le temps de lyse de 50% (TLso) des érythrocytes incubés dans du NaCl hypotonique (Cso) est

comme suit: TLso(AS) < TLso(témoin).

Mots-clés: Fragilité osmotique, TLso, acide salicylique, érythrocyte, hémoglobine.

Abstract

The effect of salicylic acid (SA) on osmotic fragility of human erythrocytes was studied in vitro.
Low concentrations of SA (0-0.50 mg/ml) were not hemolytic when erythrocytes were incubated in
isotonic NaCl medium. However, this same concentrations increased significantly hypotonic hemolysis

(Cso).

No modification in amplitude of absorption peaks of hemoglobin (Hb) in presence of AS was
observed between 0.05 and 0.20 mg/ml. On the other hand, the first decrease in this amplitude was
recorded at 0.25 mg/ml and accented at 0.30 mg/ml. However, at 0.35 mg/ml, this peak disappeared

completely.

The lysis time of 50% (LTso) of erythrocytes were incubated in hypotonic NaCl is as followed: TLso

(4S) <TLso (Control).
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e terme salicylate est dérivé du mot Salicacée, le nom

botanique de la famille de saule. Cet acide peut s'obtenir a
ique de la famille de saule. Cet acide peut s'obtenir a partir de
l'alcool qui est présent dans 1'écorce de saule (Salix salix) sous
forme d'un glucoside qui donne, aprés hydrolyse, le glucose et
l'acide salicylique (AS) [1]. L'AS sert de base a la préparation de
dérivés importants [2]. Les uns résultent d'une substitution sur la
fonction acide: ce sont les salicylates, les autres, d'une substitution
sur la fonction phénol, le plus important de ceci étant l'acide
acétyle salicylique (aspirine) [1].

L'aspirine, ou acide acétyle salicylique, est un médicament trés
utilisé du fait de ses effets antalgiques, antipyrétiques et surtout
anti-inflammatoires; par conséquent, c'est le médicament le plus
consommé a travers le monde. Comme tout médicament, l'aspirine
posséde plusieurs effets secondaires qui peuvent perturber
I'homéostase et aller jusqu'a la mort de 1'individu intoxiqué (cas de
suicide).

Parmi les effets secondaires de ce médicament, on peut citer
son effet oxydant, qui peut entrainer la production des radicaux
libres. Ces derniers attaquent directement ou indirectement la
membrane érythrocytaire en provoquant I’hémolyse [3]. Les
érythrocytes sont d’excellents modéles bio-membranaires utilisés
dans les études d’interaction des médicaments et d’autres
composés biologiques avec la membrane [4].
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Les pathologies des érythrocytes sont d'origine
héréditaire, classées en trois catégories: déficience
enzymatique (e.g. déficience en G6PD), anomalies au
niveau de la membrane plasmique et anomalie de
I'hémoglobine. Ces trois anomalies augmentent la fragilité
globulaire et, par conséquent, accroissent le risque de
I'hémolyse en cas de consommation de médicaments
oxydants.

Ainsi, le but du présent travail est de montrer 1’effet
néfaste de I’acide salicylique (AS) sur 1’hémolyse des
érythrocytes humains sur les deux derniers aspects, c'est-a-
dire sur la membrane plasmique des érythrocytes (ou
hémolyse) et sur I'hémoglobine qui réveéle des pics
spécifiques d'absorption qui vont étre exploités dans le
diagnostic biologique de méthémoglobinémie.

MATERIEL ET METHODES

Préparation des solutions stocks, du produit test
et des érythrocytes humains

Une solution stock de travail est préparée dans l'eau
distillée, équivalente sur le plan osmotique a une solution
de chlorure de sodium de 10 g/l (Na,HPO4.2H,0, 1.366,
NaH»P04.2H>0, 0.243, NaCl 9.0 g/1) [5]. Cette solution est
tamponnée a pH7.4 et conservée pour plusieurs jours. De
méme, une solution stock d'acide salicylique de 500 mg/ml
est préparée dans le diméthyle sulfoxide (DMSO 99%)
(Merck).

Le sang veineux, prélevé et recueilli dans des tubes
héparinés, est obtenu de trois individus sains. Ces tubes
sont ensuite centrifugés a une vitesse de 3000 rpm pendant
5 mn. Aprés centrifugation, le surnageant est éliminé. Le
culot, recueilli par centrifugation, est lavé trois fois avec
une solution saline isotonique, conservée a froid (+4°C). A
l'issue de la derniére centrifugation, un culot cellulaire est
obtenu au 1/20 avec la méme solution de lavage de facon a
ce que le nombre de cellules soit 5.108 per ml.

Estimation de Cso

On prépare des séries de tubes a essai contenant chacun
4.5 ml de solution saline dont les concentrations varient
entre 0 et 9 g/l. Apres 1'addition de 500 pl de la suspension
érythrocytaire, les tubes sont incubés dans un bain-marie a
37°C pendant 30 min. Passé le temps d'incubation, une
centrifugation est réalisée a 3000 rpm pendant 5 min.
L'absorbance du surnageant de chaque tube est mesurée a
540 nm [6]. La concentration de NaCl provoquant la lyse de
50% des érythrocytes (Cso) est déterminée directement sur
la courbe d'hémolyse [7].

Effet de l'acide salicylique sur I'hémolyse des
érythrocytes

Dans des tubes a essai contenant chacun 4.5 ml de NaCl
isotonique ou hypotonique (Cso), on ajoute 50 pl de I'AS de
concentrations variant entre 0.0 et 0.5 mg/ml. Les tubes
témoins regoivent le méme volume du solvant (DMSO).
Puis, une quantité de 500 pl de la suspension érythrocytaire
est ajout¢ dans chaque tube. Ces tubes sont ensuite
homogénéisés et incubés a 37°C pendant 30 min dans un
bain marie. Les tubes sont centrifugés (3000 rpm; 5 min) et
l'absorbance du surnageant est mesurée a 540 nm.
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Temps de lyse de 50% des érythrocytes (TLso)

Le volume de référence des érythrocytes (volume
d'équilibre osmotique) est déterminé par I'absorbance a 720
nm (valeur initiale 0.6) d'une aliquote de la suspension
cellulaire dans un milieu isotonique de NaCl. Le temps de
lyse de 50% des érythrocytes correspond au temps
nécessaire pour que la densité optique baisse a la moitié
(0.3) de sa valeur initiale (0.6) lorsqu’on ajoute cette
aliquote d'érythrocytes dans une solution de NaCl (Cso) de
volume 1.5 ml. Le tube témoin recoit 25 ul de DMSO; par
contre, le tube test recoit le méme volume d'AS de
concentration 0.1 mg/ml. La lyse des érythrocytes est
réalisée a la température ambiante (20 £ 1°C) [8].

Spectres d'absorption de
traitée avec I'AS

I'hémoglobine (Hb)

A partir de la solution stock de I'AS et par dilution
convenable avec le DMSO, on prépare une gamme de
concentrations de 1'AS afin que la concentration finale soit
comprise entre 0.0 et 0.35 mg/ml. Dans des tubes a essai,
on met 4.5 ml d'eau distillée puis on rajoute 500 pl de la
suspension érythrocytaire. Ensuite, une quantité de 50 pl de
I’une des concentrations de 1'AS préparées précédemment,
est ajout¢ a chacun de ces tubes. Enfin, une
homogénéisation est réalisée par le vortex.

Les spectres d'absorption sont obtenus a l'aide d'un
enregistreur (JJ instruments, CR 652 S, RECORDER) relié¢
a un spectrophotométre visible (Pharmacia LKB. novaspec
10).

Analyse statistique

Les données présentées constituent les moyennes des
expériences réalisées sur trois individus. Dix essais sont
effectués et analysés par le test "t" Student. L'interprétation
des différences entre les moyennes sont estimées selon les
valeurs de p (inférieures a 0.05, les différences sont
statistiquement signifiantes).

RESULTATS ET DISCUSSION

Les travaux d'O'brien et Hilton montrent [7] que Cso est
de 3.8-4.0 g/l de NaCl. La courbe d'hémolyse, obtenue a
partir de trois individus volontaires, montre que Cso est de
4.1-4.3 g/l

L'effet hémolytique des anti-inflammatoires non
stéroidiens (AINS) est étudié aussi bien in vivo que in vitro
[9]. L'action de I'AS sur I'hémolyse des érythrocytes
humains est testée dans le milieu isotonique de NaCl ainsi
que dans les milieux hypotoniques (Cso). Des observations
suggérent que I'AS est transporté selon deux processus
paralléles, 1'un emprunte la bande 3 (ou protéine 3), canal
responsable du transport des anions (Cl" et HCO73)[10], et
l'autre nécessite probablement la diffusion passive des non-
¢lectrolytes [10,11].

La figure 1 montre que les différentes concentrations de
I'AS, qui varient entre 0 et 0.5 mg/ml, n'agissent pas sur les
érythrocytes incubés dans le milieu isotonique ou le taux
d'hémolyse est presque nul. Cependant, ces mémes
concentrations augmentent 1'hémolyse hypotonique d'une
maniére significative (p<0.05). Cette augmentation dans
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I'hémolyse peut étre expliquée par les travaux de Chan ef al.
[12], qui montrent que les fortes doses d'aspirine
augmentent le taux d'hémolyse in vivo. Nous postulons que
l'effet de l'acide salicylique est dii a son hydrophobicité,
donc selon I'hypothése appelée "couple de la bicouche".
L'AS s'incorpore au niveau du feuillet externe de la
bicouche lipidique de la membrane plasmique des
érythrocytes et provoque une diminution dans la fluidité
membranaire [13].
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Figure 1: Effet de I’acide salicylique sur la fragilité osmotique
des érythrocytes humains incubés dans du NaCl hypotonique
(Cso) (A) et isotonique ( - ).

Nombre de médicaments sont susceptibles de
provoquer une oxydation de I’hémoglobine en
méthémoglobine, lorsqu'ils sont administrés en exces [14].,
Ces médicaments oxydants ne sont donc hémolysants qu’en
cas de prise importante ou de surdosage [15]. Par ailleurs,
ces médicaments sont impliqués dans la plupart des cas
dans l'induction de l'anémie hémolytique chez les sujets
possédant une déficience enzymatique en G6PD et en
pyruvate kinase [16, 9]. In vivo, l'effet hémolytique des
médicaments oxydants peut étre évité en associant un autre
anti-inflammatoire avec un anti-oxydant tel que la vitamine

E[17].

Deux mécanismes oxydatifs, plus ou moins complexes,
sont responsables de I'hémolyse toxique, soit par
l'oxydation de  l'oxyhémoglobine  (Oxy-Hb) en

méthémoglobine (Met-Hb), en transformant ce dernier en
hémichromes, qui se précipitent sur la membrane sous la
forme de corps de Heinz insolubles, conduisant a une
hémolyse [3], soit par agression directe de la membrane
[18], en peroxydant les lipides ainsi qu'en provoquant la
diminution de la fluidit¢é membranaire [19] ou en oxydant
les groupes thiols des protéines membranaires [3], soit a des
réactions de pontage entre les protéines du cytosquelette,
soit a& une inactivation d’enzymes membranaires [20].
Cependant, les travaux de Watala et Gwozdzinsk [21] n'ont
montré aucun effet de I'AS sur le changement dans la
conformation des protéines membranaires, ni sur l'altération
des interactions lipides-protéines.

Les temps de lyse de 50% (TLso) des érythrocytes
humains incubés dans du NaCl hypotonique (Csp), en
l'absence et en présence de I'AS (0.1 mg/ml), est
respectivement comme suit: 13.7 et 9.5 secondes. Ces
résultats montrent que I'AS accélére 1'hémolyse
hypotonique des érythrocytes et le temps de lyse devient un
facteur limitant.
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Figure 2: Spectres d’absorption de I’'Hb en présence de
différentes concentrations de I’AS (en mg/ml).

Le changement dans les spectres d'absorption, est un
indicateur de modification de la configuration spatiale d'une
molécule. L'expérience réalisée sur 1'hémolysat montre que
le changement dans l'amplitude des pics d'absorption de
I'Hb en présence de I'AS commence a partir de 0.25 mg/ml
et, a 0.35 mg/ml, ces pics disparaissent complétement (Fig.
2). La diminution dans 1’absorbance nous renseigne sur la
disparition de 1’oxyhémoglobine [22], observée dans notre
cas lorsque les érythrocytes sont traités avec 1’aspirine a des
concentrations supérieures a 0.25 mg/ml. Cette disparition
qui révéle un changement dans le pic spécifique
d’absorption de 1’oxyhémoglobine, peut nous aider dans le
diagnostic biologique de méthémoglobinémie.

CONCLUSION

L'exposition des érythrocytes humains a des agents
oxydants tel que I'AS "précurseur de l'aspirine" ne favorise
I'hémolyse qu'en cas de prises importantes (fortes
concentrations ou surdosage) ou chez les patients ayant un
déficit en G6PD (fragilité osmotique). Dans ces cas, et par
analogie, on peut projeter nos résultats, dont 1'explication
réside dans les expériences réalisées en milieux
hypotoniques (milieux fragiles) ou par le temps de lyse
(TLso).
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