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RESUME : Le globule rouge, de par sa fonction de transport de ’oxygéne, est soumis a des milieux
ou le stress oxydant est important. Le maintien de la structure et de la dynamique de sa membrane
est essentiel a la réalisation de sa fonction. En effet, 'oxygéne doit pouvoir diffuser a travers la
membrane et la cellule doit étre capable de se déformer pour progresser dans les capillaires. La
structure et, en conséquence, la fluidité de la membrane influencent ces propriétés. Le globule
rouge présente des défenses antioxydantes importantes, mais dans certaines situations la produc-
tion de radicaux libres est accrue et dépasse ces défenses aboutissant a des lésions irréversibles
de la membrane cellulaire et donc de la fonction. L'érythrocyte équin semble plus sensible au stress
oxydant que celui des autres espéces et les modifications hemorhéologiques qui en résultent peu-
vent avoir des conséquences au niveau tissulaire et organique.

INTRODUCTION

Lintégrité de la membrane est indis-
pensable au bon fonctionnement de la
cellule. Ceci est particulierement vrai
pour le globule rouge dont la fonction
est de transporter un ¢élément indis-
pensable a la vie, I’oxygene. Des pou-
mons jusqu’aux tissus utilisateurs, la
membrane devra se défendre contre
les oxydations, permettre a I’oxygene
de diffuser, a la cellule de se déformer
pour progresser dans les capillaires.

Les membranes sont constituées de
trois espéces chimiques majeures : les
phospholipides, le cholestérol et les
protéines. Les phospholipides forment
une double couche d’environ 4,5 nm

d’épaisseur enveloppant la cellule.
Leurs tétes polaires hydrophiles de
structure variée liée a un squelette gly-
cérol par une liaison phosphoester sont
tournées vers I’extérieur de la mem-
brane et leurs chaines hydrocarbonées
hydrophobes, comprenant 2 esters
d’acide gras (les chaines latérales)
fixés aux 2 autres fonctions du glycé-
rol, vers I’intérieur. IIs constituent avec
les sphingolipides et les stérols 1’une
des 3 principales classes de lipides
présents dans les biomembranes. Les
acides gras composant les phospholi-
pides naturels présentent de nombreu-
ses positions possibles d’insaturation
et des longueurs de chaines variables.
Ce modele en « mosaique fluide » de
Singer et Nicholson (figure 1) de la

structure de la membrane plasmati-
que est toujours valide mais reste un
modele macroscopique. En effet, de
récentes études ont montré que les
mouvements des protéines et des lipi-
des sont loin d’étre totalement libres.
Il semble maintenant évident que des
complexes protéiques, construits de
maniere hiérarchique, limitent la dif-
fusion des protéines dans la membrane
et que I’existence de domaines mem-
branaires appelés « rafts ou micro-
domaines » contredisent le modéle
de Singer et Nicholson (Helms et
Zurzolo, 2004). Ces microdomaines
jouent un réle important dans la signa-
létique de la membrane (Vereb et al.,
2003 ; Marguet et al., 2006). De plus,
il semble que les amino-phospholipi-
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Figure 1 : Structure membranaire sur le modeéle macroscopique en « mosaique

fluide » de Singer et Nicholson.
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des, phosphatidylserine et phosphati-
dylethanolamine, soient distribués de
fagon asymétrique dans la bicouche
membranaire des cellules eucaryotes.
Cette asymétrie résulte d’un transport
actif de ces phopspholipides de la
couche externe vers la couche interne
par une enzyme, translocase appe-
lée « flipase ». Le maintient de cette
asymétrie peut étre désactivé par un
autre systéme enzymatique « scram-
blase » par exemple lors de la mort
programmée de la cellule, ’apoptose
(Mclntyre, 2003).

Les membranes plasmatiques demeu-
rent des structures fluides (les molé-
cules ont si peu d’adhérence entre
elles qu’elles glissent les unes sur
les autres) et la maintenance de la
fluidité est un pré requis pour la
fonction, la viabilité, la croissance
et la reproduction des cellules. La
fluidité membranaire est la récipro-
cité (I’inverse) de la microviscosité
membranaire qui est & son tour inver-
sement proportionnelle aux taux de
diffusions latérales et de rotations
des composants membranaires. En
absence de contraintes, la plupart des
lipides et des protéines non liés et
non impliqués dans les microdomai-
nes diffusent librement dans le plan
de la membrane avec des coefficients
de diffusion élevés (Hollan, 1996)
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(figure 2). Mais si le modele de diffu-
sion était considéré comme une com-
binaison des mouvements dans et en
dehors du plan (Shinitzky, 1984), le
concept de la fluidité de ce modele
original est interprété maintenant
comme la possibilité donnée a I’ar-
chitecture membranaire de restructu-
rer les agrégats protéiques au niveau
moléculaire et supramoléculaire en
fonction des besoins de la cellule et
en réponse aux stimulations de I’en-
vironnement (Vereb ef al., 2003). De
plus la membrane ne présente pas une
fluidité « homogene » car ’analyse
biochimique suggere que les « rafts »
sont riches en cholestérol et sphingo-
lipides sur I’hemimembrane externe
et en cholestérol et phospholipides
composés d’acides gras saturés sur la
face interne. Ces microdomaines pré-
sentent une viscosité accrue et sont
entourés de domaines plus fluides
(Vereb et al., 2003).

Mais I’intégrale de I’ensemble de ces
mouvements exprimée dans 1’échelle
de temps dans laquelle ils se produi-
sent représente la fluidité membra-
naire globale. Or, le maintien de la
précis, reflet de la dynamique molé-
culaire, est essentiel au bon fonction-
nement physiologique de la mem-
brane.

Figure 2 : Mouvements des phospho-
lipides au sein de la bicouche mem-
branaire.
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La diffusion en translation @ peut étre décrite
par des mouvements latéraux (dans le plan) ou
verticaux (en dehors du plan) a une vitesse de
Dordre de 10%s.

La diffusion par rotation @ peut étre décrite par
des mouvements de rotations uniaxiales (dans le
plan) a une vitesse de ’ordre de 107" a 10"s ou
de type « flip flop »® (en dehors du plan) plus
rares (1 par mois ou par semaine).

Les flexions d’acides gras @ présentent
des mouvements (d’une vitesse de [’ordre de
10%s), au niveau des queues des phospholipides,
dont I'amplitude est d’autant plus importante
que [’on se rapproche du centre de la bicouche
membranaire.

I - LES FACTEURS )
INFLUENCANT LA FLUIDITE
MEMBRANAIRE

La composition chimique des lipides
membranaires peut changer soit par
translocation, soit en échange avec le
milieu extérieur, soit par synthése in
situ ou a D’extérieur. En général, ces
changements prennent quelques minu-
tes a quelques heures, donc des modi-
fications de la fluidité lipidique plus
rapides ne doivent pas étre rapportées

a des modifications de la composition

chimique des membranes. Les modi-

ficateurs de la composition chimique
des lipides membranaires sont :

- le cholestérol qui est le principal
rigidifiant des membranes en condi-
tion physiologique. Il augmente la
microviscosité et le degré d’ordre.
Il s’associe de préférence a certains
phospholipides tels que la sphingo-
myéline ;

- le degré d’insaturation (figure 3)
des acides gras qui constituent les
phospholipides membranaires.
Lintroduction d’une double liaison
dans la chaine d’un acide gras
abaisse son point de fusion et induit
une augmentation de volume qui
s’exprime par la réduction de la vis-
cosité et donc par une augmentation
de la fluidité, ceci d’autant plus si
le phospholipide était entierement
saturé au départ. Les acides gras



Figure 3 : Représentation schématique d 'une chaine d’acide gras.
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mono-insaturés sont moins vulné-
rables aux attaques radicalaires que
les poly-insaturés du fait de leur
unique double liaison qui est plus
difficile d’accés pour les radicaux
libres ;

- la nature des phospholipides mem-
branaires : la lécithine et la sphin-
gomy¢line constituent plus de 50 %
du contenu lipidique des mem-
branes et des fluides, mais leurs
propriétés physiques différent.
La sphingomyéline contribue a la
rigidification, tandis que la léci-
thine participe a la fluidification.
Le ratio lécithine/sphingomyéline
est un facteur majeur qui contri-
bue a la modification de la flui-
dité membranaire dans certaines
pathologies et vieillissement des
tissus. La phosphatidyléthanola-
mine : sa méthylation augmente la
fluidit¢é membranaire. Les autres
lipides membranaires : ils présen-
tent un haut niveau d’insaturation
et peuvent étre considérés comme
des fluidifiants au méme titre que la
Iécithine. Or si I’on peut faire varier
la nature des acides gras membra-

naires par un apport alimentaire
particulier, il est plus difficile de
faire varier la nature des phospholi-
pides.

- les protéines : elles occupent un
volume comparable a celui de 50 a
100 phospholipides, elles ont donc
un effet de rigidification similaire a
celui du cholestérol (rigidification
et augmentation de 1’ordre).

Les facteurs physiques ont des
effets trés rapides (quasi-instantanés
sur la membrane) : des changements
importants de température corporelle
(baisse de 10° C) peuvent diminuer
la fluidité. Les couches lipidiques de
la membrane sont plus compressibles
que les protéines, c’est pourquoi la
pression exerce aussi un role sur la
fluidité. La formation d’un poten-
tiel électrique a travers la bicouche
membranaire peut étre a 1’origine
d’une petite diminution de la fluidité
(Shinitzky, 1984).

Certains facteurs physiologiques tels
que le cycle cellulaire, la différen-
ciation et la maturation cellulaire, la

densité cellulaire, le vieillissement
affectent la fluidité membranaire.

Les radicaux libres (RL) sont dotées
de propriétés oxydantes qui les ame-
nent a réagir, dans I’environnement ou
ils sont produits, avec toute une série
de substrats biologiques dont les lipi-
des membranaires (Pincemail et al.,
1996). Les RL peuvent modifier les
propriétés chimiques et physiques des
membranes cellulaires des érythrocy-
tes en modifiant la composition, la
protection et la distribution de leurs
lipides. Ceci aboutit a une altération
structurale de la membrane cellulaire
ce qui se manifeste par une réduc-
tion de sa fluidité qui peut modifier
Pactivité des protéines membranaires
(Cazzola et al., 2003).

I - CONSEQUENCES DES
VARIATIONS DE LA FLUIDITE
MEMBRANAIRE SUR LA
FONCTION DU GLOBULE
ROUGE

Les facteurs principaux qui peuvent
agir sur la fluidité membranaire sont
donc la composition lipidique du
sérum (déterminée par la fonction
hépatique et la dicte) et le métabo-
lisme lipidique intracellulaire. Les
lipides membranaires servent a fournir
un environnement fluide défini pour
une fonction optimale qui est réali-
sée par les protéines membranaires
(Shinitzky, 1984). Cette fonction peut
étre celle de récepteurs hormonaux
(tels que les récepteurs a insuline),
qui, selon la viscosité lipidique, sont
exposés ou masqués. Les recherches
sur la fluidit¢ membranaire semblent
étre basées sur des méthodes utiles et
sensibles qui permettent une bonne
approche des mécanismes par les-
quels, les produits, les composés et le
contact avec des corps étrangers affec-
tent les fonctions cellulaires.

Les modifications de la fluidité mem-
branaire peuvent affecter la déforma-
bilit¢ des globules rouges qui est un
des facteurs déterminant de la vis-
cosité sanguine (Chien, 1987) et par
conséquent de 1’efficacité du transport
des érythrocytes (Bogar et al., 2005).
La perfusion et I’oxygénation des tis-
sus peuvent donc étre affectées.

Loxygéene qui catalyse 1’oxydation des
protéines et des lipides membranai-
res semble ainsi accélérer I’hémolyse
(Webster et Toothill, 1987 ; Bialas et
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al., 2001 ; Szweda-Lewandowska et
al., 2003). Mais I’exposition directe in
vitro de globules rouges de chevaux a
différentes concentrations d’oxygene
pendant une et deux heures a montré
une augmentation de la peroxydation
des lipides membranaires sans induire
cependant de modification de la flui-
dité ni de la structure de la membrane
(Portier et al., 2007). Dans cette étude,
une corrélation a également été mise
en évidence entre la pression partielle
en oxygene et la fluidité membranaire.
Par ailleurs, I’oxygénation des tissus
est dépendante de leur temps d’expo-
sition aux globules rouges circulants.
Or, la diffusion de I"oxygene a tra-
vers la membrane du globule rouge
est influencée par les propriétés de
sa structure. Le cholestérol induit un
épaississement de la couche lipidi-
que et son augmentation est corrélée
a une diminution de la fluidité mem-
branaire. Il constitue donc une bar-
riere a la diffusion de I’oxygene. De
fortes concentrations en cholestérol
ont été corrélées a une diminution du
transport de 1’oxygene dans le sang
(Buchwald et al., 2000).

III - EFFETS DE PEXERCICE
ET DES CONDITIONS DE

L OXYGENATION SUR LA
FLUIDITE MEMBRANAIRE

Effet de I’exercice

Un lien entre stress oxydant, structure
membranaire et role physiologique du
globule rouge a été postulé par Cazzola
et collaborateurs (2003) : la libéra-
tion d’especes oxygénées réactives, a
I’origine des 1ésions des membranes
érythrocytaires, pourrait aboutir a une
diminution de I’oxygénation tissulaire.
Il semble donc que les peroxydations
des lipides membranaires diminuent la
fluidité membranaire, compromettant
sa fonction barriére et la déformabilité
du globule rouge, ce qui a son tour,
perturbe la diffusion de I’oxygeéne aux
tissus (Shiga et Maeda, 1980 ; Stoltz,
1983 ; Poss et al., 1990 ; Pawlak et
al., 1998). Lexercice d’endurance
chez le cheval semble, par exemple,
étre a l'origine d’une diminution de
la déformabilité des globules rouges
(Ostenbrug et al., 1997).

Une augmentation de la consomma-
tion d’oxygene et de I’activité mito-
chondriale pendant 1’exercice chez
I’homme et le cheval peut ¢galement
induire un stress oxydant et altérer
la fluidité membranaire (Cazzola et
al., 2003 ; de Moffarts et al., 2006 ;
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Portier et al., 2006). Or la grande sen-
sibilité¢ des érythrocytes équins aux
lésions oxydantes, et les modifica-
tions hemorhéologiques qui en résul-
tent, peuvent avoir des conséquences
importantes sur la perfusion tissulaire
et la compétence cardiaque chez le
cheval (Baskurt et al., 1997 ; Chung et
Ho, 1999 ; O’Connor et al., 2004).

Effet de I’hypoxémie et de I’hy-
peroxémie

Les effets toxiques de I’oxygene
sont décrits essentiellement dans des
conditions drastiques d’oxygénation :
oxygénation hyperbare ou longue
durée. Cependant, chez 1’enfant, lors
de réanimation, une corrélation a été
établie entre I’hyperoxémie (respi-
ration d’oxygéne pur) et la concen-
tration intraérythrocytaire en gluta-
thion oxydé (GSSG) en conséquence
de I’oxydation du glutathion réduit
(GSH, substrat d’une enzyme antioxy-
dante). Chypoxémie a donc induit un
stress oxydant avec des conséquence
possibles pour les membranes lipidi-
ques (Vento et al., 2002).

En revanche, I’hypoxémie ou I’hype-
roxie provoquée chez le cheval anes-
thésié pendant deux heures respecti-
vement sous air ou oxygene pur, ne
semble pas induire de modification
de la structure ni de la fluidité¢ de la
membrane érythrocytaire (Portier et
al., données non publiées). Cependant
une augmentation de la fragilité osmo-
tique des globules rouges a été notée
en fin de procédure sous oxygene pur
tandis que la résistance osmotique des
globules rouges des chevaux placés en
hypoxémie augmente et est observée
au moins 24 heures apres le réveil.

IV - MODULATION DES .
VARIATIONS DE LA FLUIDITE
MEMBRANAIRE DES
GLOBULES ROUGES

Les érythrocytes sont particulierement
vulnérables car ces cellules anucléées
ne possedent pas la capacité de répa-
rer leur membrane ni de se régénérer
(Webster et Toothill, 1987).

Cependant, en comparaison des autres
cellules, 1’érythrocyte présente de
grandes activités des enzymes antioxy-
dantes les plus importantes. De plus,
la plupart de la capacité antioxydante
non enzymatique du sang y est locali-
sée. Les globules rouges se comportent
comme des pi¢ges a radicaux libres

circulants et protegent ainsi les autres
tissus et organes (Siems et al., 2000).
Mais en comparaison avec le globule
rouge humain, celui du cheval est plus
sensible au stress oxydant (déséquili-
bre entre les défenses de 1’organisme
et la production de radicaux libres) si
on observe la formation de méthémo-
globine et les modifications de I’agré-
gation (Baskurt ef al., 1997). Sain,
il présente également une flexibilité
plus importante que celle du globule
rouge humain (Amin et Sirs, 1985).
Par ailleurs, il a été montré que le
stress oxydant réduit la déformabilité
(c’est-a-dire augmente la rigidité des
globules rouges) chez ’homme et le
cheval, avec un effet plus important
chez le cheval (Bellary et al., 1995 ;
Baskurt et al., 1997).

Par P’alimentation

De nombreuses études ont montré
que les acides gras de type omega 3
ont des effets bénéfiques sur de nom-
breuses pathologies chez I’homme,
peut-étre par leur action sur la com-
position lipidique de la membrane
(Cazzola et al., 2003).

Chez le cheval, de nombreuses étu-
des expérimentales et de terrain
ont montré que ’exercice induit un
stress oxydant, ce qui justifie I’utili-
sation d’antioxydants chez le cheval
de compétition (Mills et al., 1996 ;
Deaton et al., 2002 ; Hargreaves et
al., 2002 ; Marlin et al., 2002 ; de
Moffarts et al., 2004 ; 2005).

De plus, il a été montré qu'une ali-
mentation enrichie en antioxydants
et acides gras de type omega 3 peut
induire des modifications de la com-
position membranaire et moduler les
variations de la fluidité membranaire
induites par 1’exercice (de Moffarts
et al., 2006 ; Portier et al., 2006). La
complémentation en huile de pois-
son (riche en acides gras de la série
oméga 3) serait a 1’origine d’une
augmentation de la déformabilité des
globules rouges et serait associée a
une diminution de la fréquence car-
diaque pendant 1’exercice (O’Connor
et al., 2004).

En revanche, contrairement a
d’autres espéces (Simopoulos,
1991), I’enrichissement ne semble
pas induire directement de modifi-
cation de la dynamique membranaire
(de Moffarts et al., 2006 ; Portier et
al., 20006).



Par I’entrainement

Chez I’homme, I’entrainement amé-
liore le statut antioxydant et augmente
la fluidité de la membrane (Cazzola,
2003). Le stress oxydant induit par
I’exercice chez le cheval de compéti-
tion dépend du type d’exercice, de son
intensité et peut étre modulé par 1’en-
tralnement (de Moffarts et al., 2004 ;
2005). Cependant, I’effet direct de
I’entrainement sur la dynamique des
membranes n’a pas encore été étudié
chez le cheval.

CONCLUSION

Lexercice ou d’autres conditions a
I’origine d’une augmentation de la
production de radicaux libres, si elle
dépasse les défenses antiradicalaires
de I'organisme, peuvent étre a 1’ori-
gine de lésions cellulaires, en parti-
culier des globules rouges. Si le stress

oxydant est important, ces troubles
cellulaires peuvent se répercuter au
niveau tissulaire (hypoxie) et présen-
ter des conséquences pathologiques
pour le cheval. Certaines sont identi-
fiées, d’autres comme, par exemple,
les effets de 1’hyperoxygénation ou
de I’ischémie per anesthésique sur la
récupération post-anesthésique/chirur-
gicale restent a étudier.

SUMMARY

The erythrocyte, as an oxygen
carrier, is submitted to areas
where oxidative stress is impor-
tant. The maintenance of the
structure and fluidity of its mem-
brane is essential to its function.
Indeed, oxygen must diffuse
through the membrane and the
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