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Résumé

Résumé

Le but de notre travail est de contribuer a l'amélioration de la qualité de la
surveillance de la grossesse contre les altérations métaboliques et le stress oxydant chez les
femmes enceintes dans la région d’El oued. Notre étude a été réalisée sur 74 femmes ayant
une moyenne d’ages de 20 a 38 ans inclus des femmes non enceintes (témoins) et des femmes
enceintes en différentes trimestre de grossesse. Les résultats de notre étude montrent une
grave altération métabolique caractérisée par une normo glycémie et une variation de la
concentration des protéines, de fer et de cuivre sérique chez les femmes enceintes notamment
pendant le troisiéme trimestre de grossesse par rapport aux femmes non enceintes. Par ailleurs
notre résultats montrent aussi une diminution progressive du taux d’hémoglobine et
d’hématocrite a la longue de période de grossesse chez les femmes enceintes en comparaison
avec les témoins. en effet 1’augmentation de la peroxydation lipidique et la diminution
significative de GSH, acide urique et pouvoir antioxydant totale ORAC au niveau de sérum et
érythrocytes des femmes enceintes notamment pendant le troisieme trimestre de grossesse
montre clairement 1’évolution de 1’état de stress oxydatif associé a la grossesse chez les
femmes enceintes d’une part et le role d’un supplément systématique de fer sur le
développement de cet état chez les femmes enceintes d’autre part. En conclusion, la présente
étude suggeére que la grossesse est un état physiologique caractérisé par une perturbation
métabolique et un stress oxydant contribue a I’initiation et la progression des complications
associees a la grossesse. Toutefois, un supplément contrdlé en fer et un régime équilibré riche
en antioxydants pourrait corriger 1’anémie et le stress oxydatif et améliorer la qualité de la vie
d’une femme pendant la grossesse pour assurer une bonne santé de la mére et un bien

développement feetal.

Mots clés: Grossesse, fer, cuivre, stress oxydatif.
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Introduction

Introduction

La grossesse est une période de transformations physiques et physiologiques intenses
(MEYER et al., 2013) qui s'accompagne de certaines modifications de I'organisme maternel
de la fécondation jusqu'a l'accouchement et durant lesquels 1’embryon, puis le feetus se
développe dans I'utérus maternel (LEVALLOIS., 2003). Elle est caractérisée par des
changements physiologiques liés au développement et la croissance du feetus, 1'adaptation de
la mére a 1’état gravidique, la préparation de la mere a l'accouchement, au maintien de
I’homéostasie maternelle et a la préparation a I’allaitement (PERRIN., SIMON., 2002). Cet
événement s’accompagne de graves risques pour la santé, méme pour des femmes n’ayant pas
de problémes de santé antérieure (LEBANE et al., 2009). A la lumiére de la croissance et le
développement humaine, Le fer et le cuivre sont des ¢léments indispensable a la vie d’une
femme enceinte. Le fer est un micronutriment essentiel a toute forme de la vie car il
intervient dans de nombreux activité biologiques (BEGUIN., 2002); incorpore dans les
protéines shéminiques (OLIVIER et al., 2000), et les enzymes respiratoires (SILBERNAGL.,
LANG., 2002), I’intégration dans I’héme de 1’hémoglobine permet le transport de I’oxygene
aux tissus et au niveau cellulaire (VAULONT., 2014) et I’héme des cytochromes implique
dans les chaines respiratoires (BAUDINA., 2012). Le fer est un cofacteur qui joue un role
critique dans de nombreux réactions enzymatiques qui intervient dans la synthése de ’ADN
(BEAUMONT., KARIM., 2013). Au cours de la grossesse, les besoins en fer sont encore plus
¢levés, il est nécessaires a la croissance foetale, et pour 1'¢lévation de la masse érythrocytaire,
et le fonctionnement placentaire....(AYOUBI et al., 2012). D’autre part le cuivre est un
oligo-élément essentiel, est un cofacteur de plusieurs enzymes du métabolisme intermédiaire,
essentiellement des oxydases (FRENOT., VIERLING., 2001), y compris le cytochrome
oxydase C (respiration cellulaire) (KUMAR et al.,, 2007) et Superoxyde dismutase
(élimination des radicaux libres) (GAMBLING et al., 2011), il est indispensable a la synthese
de I’hémoglobine (par mobilisation du fer ferreux) (FRENOT., VIERLING., 2001) et
mobilisé au coure de la grossesse aux dépens des tissus pour maintenir un taux sanguin
double du taux habituel. Il n'est pas recommandé de facon systématique par les auteures car
c'est le seule micronutriment dont le taux plasmatique est plus élevé au cours de la grossesse
(AYOUBI et al., 2012). Le fer et le cuivre sous forme libre, étant particulierement promoteurs
de dommages radicalaires (BUETTNER et al., 1996) car ils agissent principalement par la
formation des radicaux hydroxyles hautement réactifs, ce qui conduit & des lésions des
membranes cellulaires, des protéines, des mitochondries et de I'ADN (BREWER.,
YUZBASIYAN-GURKAN., 1992) ces radicaux libres pouvant générer un stress oxydatif
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(SILBERNAGL., LANG., 2002 ). Le stress oxydant est défini comme étant un déséquilibre
de la balance entre les antioxydants et les pro-oxydants en faveur de ces derniers (BEGUIN.,
2002). Les antioxydants jouent un role majeur dans la protection contre les dommages
oxydatifs moléculaires (EVANS., 2007). En effet la grossesse est expose a de nombreuses
complications qui peuvent étre liées a une altération du stress oxydatif qui est associé aussi a
I'apparition de plusieurs pathologies au cours de la grossesse. Seulement. Le stress oxydatif
est considérée comme un facteur de risque durant la grossesse (DIXIT., GIRLING., 2008).
L’objectif principal de notre travail est de mettre une surveillance de la grossesse
contre les altérations métaboliques, physiologiques et de stress oxydant, en utilisant le fer et le
cuivre comme indices métaboliques, des parametres hématologiques pour les signes
physiologiques et I' acide urique, MDA, GSH et ORAC comme marqueurs de stress oxydatif ,
alors on utilise des femmes enceintes dans différentes périodes de grossesse dans la région

d’El oued comme population d’étude.
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I. Métabolisme du fer

1. Cycle de fer

Le métabolisme du fer fonctionne comme un circuit fermé. L’intestin absorbe le fer a
partir des aliments et les macrophages stockent et recyclent le fer aprés phagocytose des
globules rouges en fin de vie. Le fer dans la circulation est redistribué grace a la transferrine
aux tissus cibles, notamment la moelle osseuse pour la maturation des précurseurs
érythropoiétiques. Trés peu de fer est filtré par le glomérule rénal, ce fer est totalement
réabsorbé le long du néphron (BEAUMONT et al., 2005).
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Figure 01 : Cycle de fer (BEAUMONT., 2004).

2. Besoins en fer

Les besoins quotidiens en fer de I'organisme humain sont de l'ordre de 1 a 2 mg
(RYMER., 1996).

La grossesse demande pour la mére un apport supplémentaire de l'ordre de 3 mg/jour
pour les deux premiers trimestres et de 10 mg/jour pour le dernier.

Le fer est apporté principalement par la viande, le poisson, les Iégumes secs, les fruits,
les 1égumes (les aliments les plus riches sont les abats) (VALDIGUIE., 2000).

3. Absorption du fer

L’absorption de fer est effectué essentiellement au niveau du duodénum et & un degré
moindre dans le jéjunum (OLIVIER., 2001). Cette absorption est conditionnée entre autre par
I’acidité gastrique, qui transforme le fer ferrique (Fe**) en fer ferreux (Fe") pour le rendre
absorbable passivement par 1’entérocyte (MATON., 2008). Elle intéresse le fer présent sous
forme héminique et non héminique (inorganique) (OLIVIER., 2001).


http://www.jle.com/fr/recherche/recherche.phtml?dans=auteur&texte=Jean-Claude+Rymer
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Les entérocytes matures, au sommet de la villosité duodénale, absorbent le fer a partir
des aliments et assurent son transfert vers le plasma. Au pdle apical, Dcytb (Cytochrome b
réductase), une réductase membranaire, réduit le Fe (lll) en Fe(ll) (MCKIE et al., 2001),
celui-ci étant par la suite transporté a travers la membrane par Nramp2/DMT1( divalent métal
transporter-1) (OMAR et al., 2006). Un transféré a la membrane basolatérale et transporté a
travers celle-ci grace a un deuxiéme transporteur membranaire, la ferroportinel (ou Iregl ou
MTP1) (GONCALVES., BEAUMONT., 2005). Le fer est ensuite réoxydé par I’héphaestine
(VULPE et al., 1999), une ferroxydase membranaire cuivre-dépendante et pris en charge par
la transferrine plasmatique (Apo-transferrine) (BEAUMONT et al., 2003). Le fer non
transfére au plasma est stocké par la ferritine, puis éliminé par désquamation des entérocytes
matures. Le fer héminique absorbé au pdle apical sera libéré par I’héme oxygénase et exporté
de la méme fagon que le fer non héminique (BEAUMONT., 2004), le fer libéré est soit stocke
dans la ferritine (HERKLOTZ., HUBER., 2010), soit relargé dans la circulation sanguine par
la ferroportine et ou il est oxydé en Fe (Ill) par la céruloplasmine et transporté via la
transferrine pour une utilisation future (BEAUMONT et al.,2003). Le recyclage du fer par les
macrophages est couplé a son oxydation par la céruloplasmine, une oxydase cuivre-
dépendante plasmatique (GONCALVES., BEAUMONT., 2005).

4. Transport de fer dans le plasma

4.1.Transferrine

La transferrine est la protéine circulante du fer ( WALDVOGEL et al., 2013) sous forme
de fer ferrique (Fe’") (OMAR et al., 2006), également appelée sidérophiline (ARLETA et al.,
2012), est une glycoprotéine de 80 000 daltons produite par les hépatocytes. La transferrine
posséde 2 domaines capables de fixer le fer avec une affinité équivalente : il existe donc de la
transferrine diferrique, de la transferrine monoferrique et de l'apotransferrine (BEGUIN.,
2002). Le fer qui se lie a l'apotransferrine provient du tube digestif, mais aussi de la rate ou
ont été préalablement phagocytées les hématies sénescentes, et du foie, principal organe de
stockage du fer. Ainsi, la transferrine assure en permanence une redistribution du fer au sein
des différents organes. D'autres protéines plasmatiques peuvent lier le fer, a un moindre
degré : la ferritine plasmatique, qui a I'état normal contient peu de fer, I'naptoglobine, et
I'némopexine (OLIVIER L et al., 2000).

4.2. Récepteur soluble de la transferrine

Le récepteur soluble de la transferrine (STfR) est la forme protéolysee et circulante du
récepteur membranaire de la transferrine. Il augmente lors d’une carence en fer. Le récepteur

de la transferrine (TfR) est majoritairement exprimé par les précurseurs érythroides (Captant
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environ 70 % du fer lié a la transferrine plasmatique) mais disparait des érythrocytes matures
(WEISS., GOODNOUGH., 2005).

5. Répartition de fer

Le fer est indispensable a la vie cellulaire car il intervient dans 1’activité biologique de
nombreuses protéines auxquelles il est associé (OLIVIER et al., 2012). L'organisme contient
30-40mg.kg-1 de fer, ce qui représente environ 4 g (71 mmoles) chez un adulte sain
(BEGUIN., 2002) répartis entre fer héminique a I'état ferreux (Fe*") et non héminique & I'état
ferrique (Fe®") (VALDIGUIE., 2000), résulte d’un équilibre entre les entrées de fer dans
I’organisme et les pertes de fer. Cet équilibre est possible grace a une régulation du niveau

d’absorption du fer (OLIVIER et al., 2000) .

Tableau01 : Répartition du fer dans I’organisme humain (VALDIGUIE., 2000).

- Hémoglobine 2.4 g (60 %) FER

- Myoglobine 02g(5 %) HEMINIQUE

- Enzymes respiratoires cellulaires (Fe™™)
(cvtochromes, oxydases. peroxydases.

catalases, enzymes du cycle de Krebs...) 0,01 g

- Fer plasmatique lié a la transferrie 0,005 g FER

et fer des liquides extracellulaires NON HEMINIQUE
- Fer des réserves (ferritine, hémosidérine) 14 g (35 %) (Fe™)
TOTAL z4g

6. Reserve en fer

Elles représentent a peu pres 35 % du fer total sous deux formes de stockage, la ferritine
et I'némosidérine dans laquelle le fer est sous forme ferrique. Ces deux types de réserves se
trouvent surtout au niveau du foie, de la rate et de la moelle osseuse.

La ferritine représente la forme de stockage rapidement disponible, alors que dans
I'hnémosidérine le fer est plus difficilement mobilisable (VALDIGUIE., 2000).

6.1. Ferritine

La ferritine est la macromolécule de stockage du fer intracellulaire, mais elle est
mesurée dans le serum. Sa concentration est le reflet fiable des réserves en fer, sa supériorité
par rapport a la saturation de la transferrine et les indices érythrocytaires, pour évaluer les
réserves en fer de I’organisme lors d’une anémie et renseigne sur le rapport de vraisemblance

d’une carence en fonction du taux de ferritine. Le taux de ferritine varie significativement


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0007996012000041
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selon I’age, (MILMAN et al., 1999) le sexe et les dons de sang réalisés (ZACHARSKI et al.,
2000).

6.2. Hémosidérine

Forme stable de réserve martiale elle ne libére son fer que trés lentement. C'est un
complexe fer-protéine qui dériverait d'une digestion lysosomiale des agrégats de ferritine
(VALDIGUIE., 2000).

7. Perte de fer

Le fer est recyclé dans I'organisme et les besoins doivent juste compenser les pertes :

- Pertes régulieres (VALDIGUIE., 2000) : Elles sont le fait de la desquamation
cellulaires digestives et cutanées, des pertes urinaires, d’une excrétion biliaire, et de la
sudation (GONCALVES., BEAUMONT., 2005) Ceci représente environ 1 mg.j-I pour un
adulte (FILLET., 2009).

- Pertes épisodiques (VALDIGUIE., 2000) liées aux hémorragies, aux pertes
menstruelles (4mg/j), a la grossesse, a l'allaitement (FILLET., 2009).

8. Régulation du métabolisme cellulaire du fer

La régulation des entrées selon les besoins occupe une place centrale dans le
métabolisme du fer (CATTAN., 2004) qui doit donc étre strictement contr6lé pour éviter
I’apparition de situations pathologiques (MCKIE et al., 2001).

> La régulation systémique de I’absorption intestinale est assurée par 1’hepcidine
d’origine hépatique qui est I’hormone centrale de régulation du fer (DINE et al., 2010).
L’hepcidine se fixe au seul exporteur membranaire connu du fer : la ferroportine. Ainsi,
I’hepcidine diminue 1’absorption intestinale de fer et bloque la sortie du fer des macrophages
et des hépatocytes grace a sa liaison et a I’internalisation de la ferroportine «FPN» (NEMETH
et al., 2004). Des niveaux anormaux d’hepcidine entrainent des situations de surcharge en fer
ou de carences en fer (CATTAN., 2004).

> Régulation intracellulaire de 1’absorption intestinale

L’identification de toutes ces protéines de transport, notamment DMT1, Dcytb et FPN,
a ¢ét¢ d’une grande importance pour les études de la régulation de 1’absorption du fer a
I’échelle cellulaire et moléculaire (ANDERSON., FRAZER., 2005). Le niveau d’expression
de chacune d’elles est contrdlé par de multiples voies, dépendant de la composition en fer du
régime alimentaire et des besoins de fer de I’organisme. La régulation du contenu cellulaire
global en fer fait intervenir des éléments qui contrblent I'entrée, la sortie et la répartition

intracellulaire du fer permettant d’éviter des phénoménes déléteres (MCKIE et al., 2001).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1638622104000089
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Figure 02 : Homéostasie du fer (BEAUMONT., KARIM., 2013).

9. Réle biologique

Le fer, essentiel a de nombreux processus biologiques, est de ce fait indispensable a la
vie cellulaire (LOREAL., BRISSOT., 2002). Au niveau de ’organisme, il permet le transport
de I’oxygene aux tissus et au niveau cellulaire, il participe & de nombreux processus tels que
la synthése de I’ADN, le transport d’électrons et la respiration (OLIVIER., 2001). Environ
60 %- 75 % du fer de I’organisme est associé a I’hémoglobine des globules rouges circulants
(BEAUMONT., KARIM., 2013) de la myoglobine et de protéines (CRICHTON., 2001) de la
chaine respiratoire (BAUDINA., 2012) et I’érythropoiése journaliére nécessite 25 a 30 mg de
fer. Cet apport est principalement assuré par le recyclage du fer héminique par les
macrophages tissulaires suite a la phagocytose des globules rouges sénescents et au
catabolisme de I’héme (MARRO et al., 2011). Les 25 % restants sont destinés a la synthese
de la myoglobine, des cytochromes, des enzymes catalases et peroxydases, molécules
porteuses de ferro ou ferriporphyrines et des protéines fer-soufre des chaines respiratoires
mitochondriales (VALDIGUIE., 2000).

10. Variations pathologiques

10.1. Carence martiale

C’est la cause la plus fréquente d’anémie (Anémies microcytaires hypochromes). Les
causes des carences martiales sont dominées par les saignements chroniques, digestifs ou
gynécologiques, Plus rarement €galement, il s’agit d’une malabsorption intestinale du fer liée
a une maladie du tube digestif. En revanche, la carence martiale due a un défaut d’apport

alimentaire isolé n’est pas une cause reconnue, méme chez des sujets dénutris ou malnutris

(LAMBERT., BERIS., 2009).
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10.2. Surcharge en fer
L’exces de fer est toxique, notamment par la production excessive d’especes réactives
de ’oxygéne qu’il peut genérer (VAULONT., 2014) liés a la production de radicaux libres
par la réaction de Fenton (BRAUN et al., 2001) : H202 + Fe*" --> HO- + HO= + Fe’"
e Heréditaire
L’hémochromatose héréditaire de transmission autosomique récessive ou une forme
dominante, est une maladie associée a une absorption normale du fer, conduisant a une
accumulation progressive du fer dans les tissus de 1’organisme, plus ou moins importante
suivant le géne en cause (défaut plus ou moins sévere de réponse de I’hepcidine plasmatique

face au développement de la surcharge en fer) (BRISSOT et al., 2011).

e Acquise

Résulte, soit d’un apport exogeéne en fer tres excessif (transfusions sanguines ou régime
alimentaire anormalement enrichi en fer), soit secondairement a une pathologie associee, telle
que I’hémolyse (PAPANIKOLAOU et al, 2005 ; SANTINI et al., 2011).

11. Fer et grossesse

Au cours de la grossesse, il y a une augmentation des besoins en fer secondaire a
I’augmentation de la masse sanguine, a la croissance feetale et au développement placentaire
et parallélement, il existe une majoration compensatrice de 1’absorption intestinale du fer
alimentaire (FAVIER., HININGER-FAVIER., 2004). Au cours du troisiéme trimestre de la
grossesse, le feetus emmagasine les réserves de fer dont il aura besoin pendant les six premiers

mois de sa vie (FERNANDEZ-BALLART., 2000).

11.1. Apport de fer recommandé pendant la grossesse

L’ Apport nutritionnel recommandé (ANR), il a été fixé a 27 mg de fer par jour pendant
la grossesse. Il s’agit de la quantit¢ moyenne de fer dont la plupart des femmes enceintes en
santé ont besoin chaque jour pour combler leurs besoins de fer. Cette apport a été fixé a ce
niveau pour permettre aux femmes de commencer a emmagasiner des réserves de fer des le
début de la grossesse afin d’en avoir suffisamment pendant le troisieme trimestre (IOM.,
2001).

11.2. Déficience de fer et anémie ferriprive

Il est possible que les femmes n’obtiennent pas suffisamment de fer pendant la
grossesse pour les raisons de faible biodisponibilité du fer fourni par leur alimentation. Le
manque de fer peut entrainer I’anémie ferriprive, qui se manifeste le plus souvent pendant le
troisiéme trimestre (IOM., 2001).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003426614001061
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L’anémie par carence martiale en début de grossesse augmente le risque de prématurité,
de mortalité périnatale et d’hypotrophie feetale (ARLETA et al., 2012).

Les risques d’accouchement prématuré et de naissance d’enfants de faible poids sont
respectivement 2,5 et 3 fois plus élevés chez les femmes présentant une anémie ferriprive que
chez celles ayant une anémie d’une autre cause (CNGOF., 1997).

11.3. Prise d’un supplément de fer pendant la grossesse

La supplémentation systématique en fer de la femme enceinte n’est pas nécessaire. En
revanche, en cas de carence martiale avérée (hémoglobine < 11 g/dL et hématocrite < 32 %),
il est recommandé de prescrire 20 a 30 mg/jour de fer a partir de 20 SA. La supplémentation
de routine de 100 mg de fer en I’absence d’anémie peut étre potentiellement dangereuse par
augmentation significative du stress oxydatif et les complications de la grossesse (FAVIER.,
HININGER-FAVIER.., 2004).

Il. Métabolisme du Cuivre

1. Besoins en cuivre

Le cuivre est apporté par I’alimentation. Un homme ingeére en moyenne 2.5 mg de
cuivre par jour, dont 30 & 70% est absorbé. Les recommandations d’apport journalier varient,
mais il existe un consensus autour de 1’apport nécessaire de 0.9 a 2.2mg chez 1’adulte
(FIETEN et al., 2011).

Les aliments les plus riches en cuivre sont le foie, les coquillages et crustacés, les noix
et le chocolat. Les produits laitiers et les végétaux contiennent des teneurs faibles en cuivre et
sa biodisponibilité est médiocre (GIBSON., 1994 ; MA., BETTS., 2000).

2. Absorption de cuivre

L’absorption du cuivre se fait au niveau du tube digestif, principalement dans le
duodénum. Il rentre dans les entérocytes par deux mécanismes :

- Grace a un transporteur saturable et ayant une haute affinité pour le cuivre : le«
human copper transporter 1» (hCtrl) (MOLLER et al., 2000). Ce transporteur permet
’absorption de Cu’ lorsque la concentration en cuivre dans les entérocytes est faible
(PORTNOY et al., 2001) . Il est présent dans toutes les cellules de 1’organisme (TAPIERO et
al., 2003).

- Via une diffusion passive a travers la bordure en brosse, qui est prédominante
lorsque la concentration en cuivre dans les entérocytes est forte (TAPIERO et al., 2003).

Un autre transporteur de métaux, le « Divalent Metal transporter 1 » (DMT1), aussi
connu sous le nom de « Natural Resistance Associated Macrophage Protein 2» (Nramp2) et
de « Divalent Cation Transporter 1 » (DCT1)), pourrait également jouer un réle dans
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I’absorption du cuivre de maniére non spécifique (ARREDONDO et al., 2003). Mais la voie
majoritaire la plus probable est certainement le transporteur CTR1 présent dans la membrane
de toutes les cellules de 1’organisme (KUO et al., 2001).

3. Transport de cuivre

3.1. Transport dans les entérocytes

Arrivé dans le secteur intracellulaire, le cuivre se fixe a des molécules chaperonnes :
Hah1l (également appelée « Antioxydant protein 1 » (Atox1)) (GARCIA et al., 2009)délivre le
cuivre aux transporteurs ATPase de type P (FATEMI., SARKAR., 2002), ATP7A
(TROCELLOA et al.,, 2010) qui est présente dans le trans-Golgi de tous les tissus a
I’exception du foie (GARCIA et al., 2009), qui assure le passage du cuivre dans 1’appareil de
Golgi en utilisant I’énergie d’hydrolyse de I’ATP (PUIG., THIELE., 2002).

Une fois dans la circulation, le cuivre li¢ a I’albumine ,I’histidine et a la transcupréine
(PENA et al., 1999) est transporté via la veine porte vers le foie, organe majeur de la

régulation de I’homéostasie du cuivre (DE BIE et al., 2007).
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Figure 03 : Métabolisme du cuivre dans les entérocytes (GUIRAUD et al., 2003).

3.2. Transport dans le foie

Il est internalisé dans les hépatocytes par le transporteur CTR1 (copper transporter
1).Dans I’hépatocyte, il est li¢ a la chaperonne cytosolique Atox 1 qui le transmet a la protéine
ATP7B, une ATPase membranaire qui permet son transport a travers la membrane du réseau
trans-Golgi et ainsi dans la voie sécrétoire de 1’hépatocyte ou il est incorporé dans la
céruloplasmine (HERNANDEZ et al., 2008) a raison de six atomes de cuivre au maximum

par protéine puis est distribué au niveau des tissus périphériques (HUSTER., LUTSENKO.,

10
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2007), elle contient plus de 90 % du cuivre plasmatique chez les vertébrés (GUIRAUD et al.,
2003). En cas d’augmentation importante du taux de cuivre dans I’hépatocyte (TROCELLOA
et al.,, 2010), ATP7B est impliqué dans I'exportation de cuivre au niveau du Golgi
(VASSILIEV et al., 2005) a partir des hépatocytes dans la bile (WILLIANNE et al., 2012).

| HEPATOCYTE |

" Complexe / Mitochondries, CuZnSOD, MT
SCy-albu 4 N
Cu-histidine | CTR1" /] Golgi ®
il g .

- D T T, T~ Q
Chaperonnes g qim
a cuivre* == e
Apo-céruloplasmine _ LATP7B |
Céruloplasmine | l = :v: <
Cu-albumine ¢ -'{ﬁ
Cu-histidine __ Céruloplasmine Cuivre biliaire
=~ FacteurV ATP7B 7 2
@ Facteur VilI /—— / GSH
Cellules des \;
différents tissus Canalicule biliaire

Figure 04 : Métabolisme du cuivre au niveau de I’hépatocyte (GUIRAUD et al.,
2003).

3.3. Transport dans le placenta

Le cuivre est transféré au foetus via le placenta et, secondairement, via I’ingestion de
liquide amniotique (TAPIERO H et al., 2003). Les formes libres ou liées a des acides aminés
sont probablement celles qui sont les mieux transmises (LOURO et al., 2001).

L’ATP7A et I’ATP7B jouent un réle primordial dans le transport du cuivre dans le
placenta (PROHASKA., 2008). Les deux transporteurs sont présents dans les
syncytiotrophoblastes du placenta et ont des roles différents (HARDMAN et al., 2004) :

-L’ATP7A, étant localisé au pdle basolatéral de la cellule, intervient dans le passage
du cuivre dans la circulation sanguine feetale.

-L’ATP7B, étant localisé au pole apical de la cellule, intervient dans I’exportation
ducuivre du placenta vers la mére pour protéger le feetus d’une éventuelle surcharge cuprique
(LUTSENKO et al., 2007).

Dans le troisieme tiers de gestation le taux d’insuline et d’cestrogénes augmente, ce qui
induit la redirection de I’ATP7B vers le trans-Golgi (TG) alors que I’ATP7A s’accumule en
plus grand nombreux p6le basolatéral de la cellule. Ainsi, le transport du cuivre de la mere au
feetus est beaucoup plus important (LA FONTAINE., MERCER., 2007). La concentration en

11
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céruloplasmine augmente en parallele, car les cestrogénes stimulent la synthése de
céruloplasmine. On suppose donc que 1’augmentation de céruloplasmine pendant la grossesse

est due au taux d’hormones élevé. Cela n’a cependant pas été prouvé (LOURO et al., 2001).

3.4. Transport de cuivre dans le plasma

Dans le sang le cuivre est présent dans les globules rouges (sous forme
d'érythrocupréine) et dans le plasma il est soit libre (< 5 %) ou fixé sur le serumalbumine(2
%) (VALDIGUIE., 2000) , soit surtout présent dans une a,-glycoprotéine, la céruloplasmine
(95 %) (TROCELLOA et al., 2010).

C'est une hétéroprotéine, contenant 6 a 8 atomes de cuivre selon les auteurs, pour un
poids moléculaire de 135 000 d soit 0,34 % de cuivre (VALDIGUIE., 2000).

La céruloplasmine posséde l'activité d'une oxydase ou le cuivre serait le coenzyme.
C'est une protéine de la réaction inflammatoire. Chez l'adulte les valeurs usuelles de
céruloplasmine sont de 0,2 a 0,5 g/l (VALDIGUIE., 2000).

4. Répartition de cuivre dans ’organisme

L’ensemble du corps humain ne contient que 80 a 150 mg de cuivre (environ 1,3 a 2,4
mmol) dont la répartition tissulaire est trés inégale. Les trois organes les plus riches en cuivre
sont le foie (dont la teneur varie avec 1’age, elle est trois fois plus élevée chez le nouveau-né
que chez I’adulte), le cerveau surtout dans les régions pigmentées (locus niger, coeruleus) et
le rein. Dans des conditions normales, le maintien de la teneur physiologique en cuivre de
I’organisme est assuré presque exclusivement par I’absorption gastro-intestinale et 1’excrétion
biliaire. Une quantité équivalente retourne dans le tractus gastro-intestinal par la bile (MA.,
BETTS., 2000).

5. Elimination

Le cuivre normalement ne s'accumule pas dans l'organisme. Les voies d'élimination
sont de valeur trés inégale :

- une part mineure (du fait de la faible part du cuivre diffusible) est éliminée par voie
urinaire : environ 20 (xg/j) (VALDIGUIE., 2000).

- une majeure partie est éliminée par les voies biliaires et par les feces : le cuivre fécal
représente plus de 98 % du cuivre alimentaire (DE BIE et al., 2007).

6. R6le métabolique

Le cuivre est concentré dans le tissus nerveux, le foie, le coeur, le rein, il est le

cofacteur de plusieurs enzymes du métabolisme intermédiaire, essentiellement des oxydases
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(FRENOT., VIERLING., 2001) et impliqués dans des réactions d'oxydoréduction ou dans le
métabolisme de I’oxygene.

Ce métal n'agit jamais comme ion libre, mais

- soit sous forme liée par valence a la partie protéique de métalloenzymes.

- soit sous forme de complexe non saturé pouvant se lier au substrat.

Les principales enzymes renfermant du cuivre sont la dopamine (S-hydroxylase,
catalysant la synthése de la noradrénaline (VALDIGUIE., 2000), la cytochrome C oxydase,
maillon des chaines respiratoires (KUMAR et al., 2007), la céruloplasmine (impliquée dans le
transport du cuivre et surtout dans une activité ferro-oxydasique maintenant le fer a I'état
ferrique) (HARRIS et al., 1998) et la superoxyde dismutase qui protege les cellules de I'effet
toxique des radicaux libres de I'oxygene (GAMBLING et al., 2011).

Le cuivre est indispensable a la synthése du collagéne, de 1’élastine (macromolécule
du tissu conjonctif) et de I’hémoglobine (par mobilisation du fer ferreux), il est nécessaire au
fonctionnement du systeme nerveux central et a I’intégrité de la myéline (80 pg/g de myéline)

(FRENOT., VIERLING., 2001).

7. Variations pathologiques
v Surcharges
L’excés comme la carence en cuivre est potentiellement deélétére, pouvant étre
responsable de Iésions cellulaires dans différents organes et en particulier dans le foie et le
cerveau (BESHGETOOR., HAMBIDGE., 1998).Cependant, 1'accumulation excessive d’ion
cuivre dans le corps est toxique, car il agit principalement par la formation de radicaux
hydroxyles hautement réactifs, ce qui conduit a des Iésions des membranes cellulaires, des
protéines, des mitochondries et de 'TADN (BESHGETOOR et al., 1998).
v Carences
Une carence en cuivre, acquise lors d’une malabsorption ou d’une carence d’apport,
ou liée a une maladie génétique (la maladie de Menkes) (TROCELLOA et al., 2010). Le
carences en cuivre peuvent survenir chez des individus dont 1’alimentation contient des
quantités élevées de zinc et de fer qui vont diminuer 1’absorption gastro-intestinale du cuivre
(PRASAD et al., 1978). Les sujets présentant un syndrome de malabsorption (maladie
coeliaque, mucoviscidose...) (WILLIAMS., 1983 ).
Les manifestations cliniques d’une carence en cuivre sont peu spécifiques ; il s’agit
principalement d’anémie, neutropénie et anomalies des os avec tendance aux fractures ; ces

derniéres étant surtout observées dans les carences du jeune enfant (DANKS., 1988).
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8. Cuivre et grossesse

Le cuivre est un élément essentiel dans tous les régimes alimentaires. 1l joue un role
important dans plusieurs processus biologique pendant la grossesse, particulierement sur la
croissance embryonnaire .Les concentrations plasmatiques de cuivre pendant la grossesse
peuvent doubler ou tripler en raison de la synthese accrue de céruloplasmine. La source de
cuivre supplémentaire semble étre le foie. Il semble que les cestrogeénes stimulent la libération

de cuivre a partir du foie (LONNERDAL., 1998).

8.1. Besoin en cuivre pendant la grossesse

La grossesse augmente les besoins du corps en cuivre, ¢’est pourquoi on recommande
un apport journalier plus important en cas de grossesse allant de 1,38 a 2,8 mg /jour
(IZQUIERDO ALVAREZ et al., 2007).

Les interactions avec d’autres nutriments dont, le fer et le zinc, peuvent avoir des
conséquences sur la disponibilité du cuivre pendant la grossesse (IZQUIERDO ALVAREZ et
al., 2007).

8.2. Grossesse et la déficience en cuivre

Une carence en cuivre peut affecter le grossesse normal. De plus. Alor que la cause
de la plupart de la malformation humaine est toujours inconnue. Des carences des nombreux
nutriments, dont le cuivre, peuvent en étre responsables (KEEN., 1998).

Pendant la grossesse le foetus dépend totalement de I’apport en cuivre maternel,
I’importance du cuivre pour le développement prénatal est bien établie. Des scientifiques
américains d’universit¢ de Mechigan Medical School ont établi que le cuivre et un gene
appelé Ctr 1(code de protéine nécessaire pour aider au transport du cuivre a I'intérieur des
cellules) sont essentiel pour le développement normal de I’embryon chez la souris. Des
chercheurs ont suggéré qu’il était probable que les embryons humaines ‘ou ils manquent ce
gene, qui est presque identique chez les souris et chez ’homme, sont avortés spontanément
pendant la grossesse (LEE., 2001).

Les carences en cuivre les plus fréquentes et les plus graves sont celles survenant chez
les prématurés, en particulier ceux qui ont un poids trés faible a la naissance. Le nouveau-né
est donc dépendant de ses réserves hépatiques. Or, le foie d’un prématuré est plus petit que
celui d’un enfant mature et contient, a poids égal, moins de cuivre car celui-Ci y est surtout
stocké durant les derniers mois de la gestation (SUTTON et al., 1985 ; WIDDOWSON et al.,
1974).

14



CHAPITRE I

Stress oxydatii‘



Chapitre 11 Stress Oxydatif

1. Stress oxydatif

1.1. Radicaux libres

Les radicaux libres sont des espéces chimiques (molécules, atomes ou ions) dont la
couche periphérique contient un électron non couplé (CAMARA et al., 2006), ce qui
augmente considérablement sa réactivité par nécessité de se combiner avec un autre électron
pour atteindre la stabilité selon un phénoméne d’oxydation (FINAUD et al., 2006). Les
radicaux libres sont produits dans l'organisme de maniere physiologique, ils peuvent
également étre générés dans des circonstances pathologiques (CAMARA et al., 2006).

Les radicaux libres peuvent étres formés par trois procédes :

1. Addition d’un électron libre a un non radical (NR + ¢ —R").

2. Perte d’un électron par un non radical (NR - e —R").

3. Scission homolytique d’une liaison covalente (A :B—A'+B") (CLARKSON.,
THOMPSON., 2000).

1.2. Especes réactives de I’oxygéne

Les espéces réactives de 1’oxygene (ERO) sont des radicaux libres (CHU et al., 2010)
issus de Dl’oxygéne moléculaire. Elles représentent la plus importante classe d’especes
réactives générées dans les organismes vivants a cause de I’importance du métabolisme
aérobie (VALKO et al., 2007). L’ERO peuvent étre produites dans n'importe quel type
cellulaire, et ce méme en conditions normales (RUTKOWSKI et al., 2007) tout comme
pathologique ou par exposition environnementale (ex : tabagisme, ozone, alimentation,
température corporelle...) (ALTAN., 2003).

Le stress oxydant est défini comme un déséquilibre entre les processus biochimiques
de production des ERO d’une part (SAYRE., 2005) et le niveau des systéemes de défense
antioxydants de la cellule d’autre part (BONNEFONT-ROUSSELOT., 2014).

2. Production des radicaux libres

Toute réaction biochimique faisant intervenir 1’oxygeéne moléculaire est susceptible
d’étre a 1’origine d’une production de radicaux libres (VIGNAIS et al., 2002) est susceptible
de libérer des ERO. C’est ainsi que la chaine respiratoire provoque une libération importante
d’ERO, mais dont I’intensité demeure controversée (ROBERT BAROUKI., 2006). D’autres
activités enzymatiques fournissent aussi des ERO, notamment les NADPH oxydases au cours
de I’inflammation (DE MOFFARTS et al., 2005) et les cytochromes P450 au cours de la

détoxication des xénobiotiques. Ainsi, la mitochondrie (MORROW., 2000) ,la membrane
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plasmique et le réticulum endoplasmique sont les siéges principaux de libération d’ERO
(BAROUKI., MOREL., 2001).

Les réductions mono-¢électroniques successives de 1’oxygéne donnent naissance a
différentes ERO : 1’anion superoxyde (O™, le peroxyde d’hydrogéne (H202) et le radical
hydroxyle (OH) (CARRIERE et al, 2006). Dans cette chimie particuliere, les métaux de
transition, comme le Fe2+ et le Cu2+(Fenton), agissent comme catalyseurs dans la formation
du radical hydroxyle (HALENG et al., 2007).
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Figure 05 : Origine des différents espéces réactives de 1’oxygene (FAVIER., 2003).

3. Réle physiologiques des radicaux libres

-H,0, a faible concentration il active la signalisation et pourrait étre impliqué dans des
réponses physiologiques comme le cycle de Krebs, la croissance, la dépolarisation
membranaire, la régulation du calcium (SAYRE et al., 2005).

-Le role des ERO est trés complexe car elles peuvent avoir un rdle physiologique ou
un effet toxique en fonction de leur concentration. Dans des conditions normales, elles sont
génerées en faible quantitt (HALENG et al., 2007) impliquées dans le maintien de
I’homéostasie cellulaire (prolifération cellulaire normale, métabolisme normal, état redox
normal pour I’expression de geénes) (DEFRAIGNE., PINCEMAIL., 2007) et jouent un role
dans la transduction du signale intracellulaire (SERTEYN et al., 2002) et de messagers
secondaires capables, notamment, de réguler le phénomeéne de 1’apoptose ou d’activer des
facteurs de transcription (HUET., DURANTEAU., 2008). Citons aussi le processus de
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fécondation, au cours duquel les spermatozoides sécrétent de grandes quantités d’ERO pour
percer la paroi membranaire de 1’ovule (HALENG et al., 2007).

-Les oxydants jouent donc un role important dans I’inactivation et la destruction des
micro-organismes (DE MOFFARTS et al., 2005) par la peroxydation et la déstabilisation des
membranes lipidiques, par 1’oxydation et I’inactivation de leurs protéines de structure, et enfin

par I’oxydation de leur matériel génétique (KOBAYASHI et al., 2001).

4. Lésions cellulaires associées aux radicaux libres

Dans leur recherche de stabilit¢ (CAMARA et al., 2006) , peuvent potentiellement
réagir avec chaque composant cellulaire et provoquer son oxydation (DE MOFFARTS et al.,
2005) avec comme conséquence la destruction de protéines, I’apparition de cassures au sein
de T’acide désoxyribonucléique (ADN) et I’altération de la membrane cellulaire via
I’induction de phénoménes de peroxydation lipidique (PINCEMAIL et al., 2005) pouvant
notamment conduire & un des processus inflammatoires (HULSMANS et al., 2012)
I’inactivation de diverses enzymes, la modification des structures protéiques, 1’oxydation des
sucres (DEFRAIGNE., PINCEMAIL., 2007).

Les ERO sont des facteurs importants pour le développement et I’angiogenese des
tumeurs (GERALD et al., 2005). Le production accrue d’ERO provoque des mutations
ponctuelles, des différenciations cellulaires ou encore des perturbations enzymatiques
(ROSEN., 2004) qui est au niveau mitochondrial pourrait par ailleurs étre a 1’origine de
mutations dans I’ADN mitochondrial, contribuant elles-mémes au processus de vieillissement
(BONNEFONT-ROUSSELOT., 2007).

Le stress oxydatif induit une immunodepression (ROBERT et al., 2009), participe aux
phénomenes dégénératifs s’il est localisé a un seul tissu, comme par exemple le cerveau, ou
les articulations, ou de vieillissement lorsque 1’ensemble des systémes sont progressivement
touchés (MELQOV., 2000) et pourrait altérer plusieurs réactions qui affectent le développement
embryonnaire (DENNERY ., 2007).

L’oxydation des lipides ou peroxydation lipidique, correspond & la détérioration
oxydative de doubles liaisons d’acides gras insaturés (VELASCO et al., 2004), qu’ils sont
particuliérement vulnérables du fait de leurs multiples doubles liaisons (SPITELLER., 2006).
IIs peuvent étre peroxydés de forme enzymatique ou non enzymatique (autoxydation par RL
ou métaux bivalents, photo-oxydation par singulet d’oxygéne). L’évaluation des produits

finaux de la peroxydation lipidique se fait par 1’analyse des produits secondaires comme le
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malondialdéhyde (MDA) qui est utilisées comme marqueurs de la peroxydation lipidique
(DEEPA et al, 2008; LAMPRECHT et al., 2009).

5. Systémes antioxydants
Autour de cette ambiguité entre danger et nécessité de 1’oxygene et des radicaux
libres, la nature a développé de puissants systemes de défenses antioxydantes permettant de

contréler et de maitriser le plus précisement possible ce métabolisme (LEVERVE., 2009).

5.1. Antioxydants endogénes

5.1.1.Antioxydants endogénes enzymatiques

Des enzymes comme les superoxyde dismutase (SOD) (PINCEMAIL et al., 2003), les
catalases (CAT) (ROBERT et al., 2009), les glutathions peroxydases (Gpx) (BAUDIN.,
2006), font partie du systeme de défense contre les ERO (SAYRE et al., 2005).

La SOD transforme l'anion superoxyde en peroxyde d'hydrogéne qui est éliminé par la
glutathion peroxydase ou la catalase (VALERY et al., 2007), par une réaction de dismutation
(02" + 0" + 2H" — 05 + H,0,) (VAN RAAMSDONK., SIEGFRIED., 2012).

La catalase (CAT)présente dans les peroxysomes (MONIQUE et al.,, 2003)

hépatiques, mais aussi dans les hematies et les mitochondries de cellules cardiaques
(PUTNAM et al., 2000) est une enzyme dépendante du Fe, qui entre en compétition avec la
Gpx pour I’'H,0, (FINAUD et al., 2006). La catalase accélére la réaction de dismutation de
I'eau oxygénée en oxygene et en eau (PUTNAM et al., 2000) : H,0, + H,0, — 2 H,0 + O,
Tandis que la glutathion peroxydase (Gpx) est une enzyme antioxydante selénodépendante
(PINCEMAIL et al., 1999) du plasma, des fluides extracellulaires et du cytosol (MONIQUE
et al., 2003) accélére la réaction d'oxydation du glutathion par I'eau oxygénée :
H202 + 2 GSH — 2 H20 + GSSG (glutathion oxyd¢) (GARDES-ALBERT et al., 2003).
L’action des Gpx dépend aussi de la disponibilit¢é en GSH, GR et en NADPH, ce qui
démontre bien que le systeme antioxydant endogene agit en interdépendance (ELOSUA et al.,
2003).

Il existe de nombreuses autres enzymes antioxydantes comme les peroxyredoxines,
I'hneme oxygénase, la glutathion transférase, les thioredoxine réductases ou les thioredoxine
peroxydases (FAVIER., 2003).

5.1.2. Glutathion réduit (GSH)
Le GSH est formé a base d’un tripeptide (Glu-Cys-Gly ou acide glutamique-
cystéineglycocole) (DOURIS et al., 2009), Il est le thiol (-SH) majoritaire au niveau
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intracellulaire (HALENG et al., 2007) il joue un important réle de protection des tissus et des
protéines transporteuses d’ions redox actifs comme 1’hémoglobine, la transferrine, la ferritine,
I’albumine. Le GSH est capable de régénérer les vitamines E et C oxydées (HARGREAVES
et al., 2002) et peut ainsi lier certains métaux genérateurs de stress oxydant en créant des
liaisons thiol-métal (SUN et al., 2005). Il existe sous deux forme, une forme réduit GSH, et
une forme oxydée GSSG. La régénération de la fonction thiol GSH a partir de la forme
oxydee se fait grace a l'activité de la glutathion réductase (GR) (DENNERY., 2007). Les
formes réduites et oxydées de glutathion (GSH et GSSG) agir de concert avec d'autres
composés redox-actif (par exemple, NADPH) de réglementer et de maintenir le statut redox
cellulaire (JONES et al., 2011).

5.2. Antioxydants exogénes ou nutritionnels

Les antioxydants non enzymatiques existent sous la forme de les vitamines E
(ZABLOCKA., JANUSZ., 2008) A, C, acide folique (ROCHETTE., 2008), caroténoides
(ULLAH., KHAN., 2008), polyphenole (CORINO et al., 2007) (acide caféique et quercétine)
(MONIQUE et al., 2003) et les oligoélément sou les éléments-trace (sélénium, zinc ,cuivre,
manganese) constituent des cofacteurs nécessaires aux activités des enzymes antioxydantes
(BONNEFONT-ROUSSELOT., 2007).

Les tocophérols, les rétinoides (PINCEMAIL et al., 1999), I’ubiquinol (KINSKY',
1989), les flavonoides, la bilirubine ainsi que la mélatonine font partie des antioxydants
lipophiles, spécialisés dans la protection des lipides et dans I’interruption des réactions en
chaine lors de la peroxydation lipidique. D’autre part, en plus du glutathion, avec 1’acide
urique, la vitamine C, les dérivés thiol, les protéoglycans et I’acide hyaluronique font quant a
eux partie des antioxydants hydrophiles, capables de protéger de 1’oxydation tant les lipides,

les protides, que I’ADN (DE MOFFARTS et al., 2005).

6.Stress oxydant au cours de la grossesse

6.1.Stress et grossesse

Les phénomeénes radicalaires jouent un r6le important dans la reproduction, la nidation
de l'ceuf fécondé et le développement de l'embryon. Mais un déséquilibre entre leur
production, intense pendant la gestation, et leur élimination peut engendrer un stress oxydant
(AUROUSSEAU et al., 2004).

En revanche la supplémentation en fer durant la grossesse contribue a l'augmentation
du stress oxydatif chez les femmes enceintes qui en prennent, notamment une augmentation
du MDA plasmatique maternel et placentaire (DEVRIM et al., 2006).

19



Chapitre 11 Stress Oxydatif

Le stress oxydant est étroitement lié a la sévérité clinique des nausées et vomissements
gravidique et suggere que I'évaluation des marqueurs du statut oxydant/antioxydant total
serait efficace en tant que diagnostique supplémentaire des cette symptomatologie (VERIT et
al., 2007).

Le diabete gestationnel et la macrosomie feetale sont associés a une chute de la
régulation du statut antioxydant et que la macrosomie est associée a une altération du
métabolisme lipidique (ROBLES et al., 2001).

La prééclampsie et I'nypertension gravidique représentent une cause majeure de la
mortalité et de la morbidité maternelle, elle est aussi souvent a l'origine des accouchements
prématurés. Le stress oxydant est considéré comme l'un des facteurs inducteurs de cette
pathologie. L'augmentation du niveau de la peroxydation lipidique notamment du MDA chez
les patientes pré-éclamptiques est due au déclin de I'efficacité des défenses antioxydantes
(SOD, catalase, glutathion peroxydase et glutathion réductase) (PATIL et al., 2007,
PERKINS., 2006).

6.2.Stress oxydatif et développement feetal

La perturbation du statut vitaminique antioxydant maternel durant la grossesse peut
affecter le développement feetal (AHN et al., 2007).

Les especes oxygénées réactives (EOR) agissent entant que messagers primaires ou
secondaires aussi bien sur la croissance que sur la mort cellulaire. Plusieurs études ont pu
démontrer le role important et direct des EOR sur le développement car le statut redox agit sur
la régulation de certains facteurs de transcription qui influencent la signalisation cellulaire
pathologique due a une prolifération et une différenciation erronée évoluant vers l'apoptose.

Cependant, le stress oxydatif pourrait altérer plusieurs réactions qui affectent le
développement embryonnaire (DENNERY ., 2007).

Le stresse oxydatif peut méme exister pendant la vie intra-utérine chez le feetus
(MALTI et al., 2014). La grossesse, est donc aussi associée a une importante augmentation du
stresse oxydatif (SEN et al., 2014). De plus, le stresse oxydatif pourrait altérer plusieurs

réactions qui affectent le développement embryonnaire (FREEMAN., 2010).

6.3. Stress oxydatif et placenta

Le placenta, tissu riche en hormones, est une importante source d’agents prooxydants,
mais aussi d’enzymes antioxydantes, il est cependant capable de maintenir la peroxydation
lipidique sous contr6le qui augmente pendant une grossesse normale (MYATT.,
2010 ;MUELLER et al., 2005). En outre , des perturbations dans le compartiment maternel
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peuvent affecter I’é¢tat de méthylation de géne placentaires et augmenter le stress oxydatif
placentaire, entrainant des changements dans la fonction placentaire (JANSSON., POWELL.,
2007).

6.4. Stress oxydatif et accouchement

Pendant I'accouchement, la femme est confrontée a un important stress oxydant, ou les
agents prooxydants proviennent du placenta (CINDROVA-DAVIES et al., 2007). Cependant,
la césarienne n'induit pas plus de stress oxydant qu'un accouchement par voie basse
(HRACSKO et al., 2007).

Le stress oxydant in utero peut étre un facteur déterminant de la mortalité et la
morbidité des nouveau-nés prématurés. La perturbation du statut redox maternel et placentaire
prédispose a un accouchement prématuré. On note aussi que l'avortement spontané est
multifactoriel, et parmi ses causes, le stress oxydant joue un rble durant la grossesse
(WEINBERGER et al., 2006).
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I. Matériels

1. Patientes et période d'étude

Notre travail a eté réalisé au niveau du service de laboratoire de I'établissement
spéecialisée de la meére et de I'enfant- d'EL-OUED, de laboratoire d’analyse médicales de
pharmacie FERHAT , de laboratoire de | ’institue de I’agronomie de 1’Université de
MOHAMED KHIDHER Biskra ,et de laboratoire de faculté des sciences de la nature et de la
vie de I’Université de HAMMA LAKHDAR EL-OUED .

Dans cette ¢tude on utilis¢ 74 Femmes d’age (de 20 a 38 ans) ont été divisé en 4
groupe comme suite :
v" Groupe 1 (16 femmes) : femmes non enceintes « TO »
v" Groupe 2 (14 femmes) : femmes enceintes en premier trimestre de grossesse « T1 ».
v" Groupe 3 (19 femmes) : femmes enceintes en deuxiéme trimestre de grossesse « T2 ».
v' Groupe 4 (25 femmes) : femmes enceintes en troisieme trimestre de grossesse « T3 ».

Dans notre étude L’échantillonnage a été réalisée durant la période depuis Novembre

2014 jusqu’a la fin Février 2015.

2. Population d*étude
Notre étude a éteé réalisee sur des femmes habitent dans la région d’El oued (Mih
ouensa, El oued, Bayadha, Robbah, Hassani Abdelkrim, Reguiba, Magrane, Taghzout,

Debila, Hassi khalifa,)selon des critéres spécifiques d’acceptation des femmes.

2.1. Critere d'inclusion
Les patientes inclus dans la présente étude sont le femmes qui répondent aux
caractéristiques suivantes :
v Confirmation du diagnostic de grossesse.
v' Les femmes enceintes habitent dans la région d’oued souf.
v’ Facilitation du contact permettant un suivi rigoureux de 1’expérimentation.
v

Femmes témoins en bonne santé, ne présentant aucune pathologie.

2.2. Critére d'exclusion

Les femmes exclus dans la présente étude sont :

- Les femmes enceintes ont le diabéte de gestation et I’hypertension artérielle .
- Les femmes enceintes ont une infection d’origine diverse.

-Les femmes enceintes ont une anime sevre.

-Les femmes enceintes souffrant d’une pathologie en dehors de la grossesse.
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3. Materiels de laboratoire

Centrifugeuse horizontale de type SIGMA.

Balance électronique

Des microperfuseurs a ailettes (papillon sous cutané).
Micropipette (de 1000ul et de 10 pl).

Balance magnétique de type 690/5.

Bain-marie de type MEMMERT.

YV V V VYV V V

4. Réactifs

EDTA, Tris, Ethanol, Méthanol, Acide salicylique, butylhydroxytoluéne (DTNB),
peroxyde d'hydrogéne (H,0,), Acide phosphorique(H;PO,), acide trichloroacétique (TCA),
glutahion réduit (GSH), sulfate de cuivre (Cu SOy), acide ascorbique, Acide thiobarbiturique
(TBA), Butylhydroxytoluéne (BHT), acide chlorhydrique (HCI), acide nitrique (HNOs,

Le kit de réactif de Glucose, le kit de réactif de I'Acide urique, le kit de réactif de Fer
sérique, le kit de réactif de Bilirubine directe et totale, le kit de réactif de Protéine totale

sérique sont, le kit de réactif de I'némoglobine sont de marque SPINREACT.

Il. Méthodes

1. Mise au point d’un questionnaire

Tous les patientes ont répondu a un questionnaire (Annexe) incluant :

-Les données sociales : age, nombre des enfants et la région d’habitat .

-Les données cliniques : période de grossesse, I’existence d’avortement, accouchement

cesarienne et traitement medicamenteux prescrit pendant la grossesse.

2. Méthode de prélevements sanguins

Le prélevement du sang a été réalisé le matin a jen. Au niveau de la veine du pli

du coude.

Le sang est recueilli dans des tubes a anticoagulants (EDTA) et héparinés.

e Le tube héparine est centrifugé a 3000 tours par minutes pendant dix minutes.

Par la suite, le plasma est récupéré pour le dosage des parameétres biochimiques :
glucose, fer, cuivre, protéines et des parametres de stress oxydatif : acide urique, bilirubine
directe, MDA, GSH et pouvoir antioxydant « ORAC ».

e Letube a (EDTA) a été utilisé pour le dosage des paramétres hématologiques et de

stress érythrocytaire .
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3. Méthode du dosage des parametres biochimiques
Les paramétres biochimiques sont mesurées quantitativement par la méthode baseé sur le

Spectrophotométrie a transmission moléculaire sur le sérum des patients.

Figure 06: Spectrophotométrie a transmission moléculaire de type UV- VIS -1240
(photo original 2015).
3.1. Méthode de dosage de la glycémie
3.1.1. Principe
Détermination enzymatique du glucose selon les réactions suivantes (ANN., 1969):

Glucose oxydase

Glucose +O,+H,0 » Acide gluconique+H,0,
Peroxydase
2H,0,+ Phénol+4-Ampirone Quinone +4H,0
3.1.2. Réactifs
Réactif 1 Tris pH=7.4m 92mmol/l
Tampon Phénol 0,3 m mol/l
Glucose oxydase 15000 U/ L
Réactif 2
Péroxydase 1000 U/L
Enzymes . L
Amino-4-antipyrine2,6 m mol/L
Glucose CAL Patron primaire de détection du glucose 100 mg/dl
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3.1.3. Mode opératoire

Reactif de travail Blanc Standard Echantillon
Réactif iml iml iml
Standard -- 10 ul -
Echantillon -- -- 10 pl

1-Mélanger et incuber 10minutes & 37°C ou 20 min & 15-25 °C.
2- lire les concentration des échantillons et standard a 505nm .

3-La coloration est stable 30 minutes.

3.2. Méthode de dosage des Protéines totales sériques

3.2.1. Principe

Les ions cuivriques, dans un milieu alcalin, interagissent avec les liaisons peptidiques
des protéines formant un complexe bleu violet ou l'intensité de la couleur est proportionnelle a
la quantité des protéines plasmatiques (TIETZ., 1995)

3.2.2. Réactifs

Tartrate au sodium- 15 mmol/L

potassium
100 mmol/L

lodure de sodium
Réactif de Biuret 5 mmol/L
lodure de potassium

5 mmol/L

Sulfate de cuivre

Sulfate de I'en cuivre (ii)
Etalon Protéines totals 7 g/dl

3.2.3.Mode opératoires

Réactif de travalil Blanc Standard Echantillon
Réactif 1.0ml 1.0ml 1.0ml
Standard -- 25 ul -
Echantillon -- 25 ul

1. Mélanger et incuber 5 minute & 37°C ou 10 min & la température ambiante.
2. Lire la concentration des échantillons et standard, contre le blanc a 540nm.
3. La couleur est stable pendant ou moins 30 minutes.
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3.3. Méthode de dosage de Fer sérique

3.3.1. Principe

Le fer se dissocie du complexe sérique fer-transferrine en milieu acide faible .le fer

libre est réduit en un ion ferreux au contact de I'acide ascorbique.les ions ferreux en présence

de FerroZine forment un complexe coloré (ITANO., 1934).

Transferrine (Fe’),+ e

Acide ascorbique

» 2Fe™ + Transferrine

FerroZine
Fe™ » complexe coloré
3.3.2. Réactifs
R1 Tampon Aceétate pH 4.9 100mmol/L
R2 Réducteur Acide ascorbique 99.7%
R3Couler FerroZine 40mmol/L
IRON CAL Patron primaire de détection de fer 100 pg/dL
3.3.3. Mode opératoire
- Blanc
Réactif .
_ Blanc RT Standard Echantillon
de travail Echantillon
RT 1.0ml 1.0ml 1.0mi 1.0ml
R3(gouttes) 1 1 -- 1
Eau distillée 200 pl -- -- -
standard - 200 pl -- -
Echantillon -- -- 200 pl 200 pl

1-Mélanger et incuber 5 min 437°C ou 10 min & température ambiante.

2-Lire la concentration du standard et I'échantillon en comparaison avec blanc du

réactif a 562nm .

3-La couleur reste stable pendant moins 30 minutes.
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3.4. Méthode de dosage de Cuivre sérique

3.4.1. Principe

Les nutriments Cu est dosé par spectrophotométrie d’absorption atomique sur
I’extrait obtenu par minéralisation des échantillons ou sur le sérum direct. Le principe consiste
a aspirer les échantillons sous forme liquide dans une flamme (BUTRIMOVITZ., PURDY.,
1977).

Figure 07: Spectrophotométre d’absorption atomique de type AA 6200 (photo
original 2015).

3.4. 2. Préparation des solutions étalons
» Solution mére de cuivre (Cu)

Dans une fiole jaugée de 200 ml contenant environ 50 ml d’eau bi-déminéralisée, on a
dissout 0.57g de sulfate de cuivre, on a ajuste au volume, homogénéise, et conservé dans un
flacon brun a I’abri de la lumieére, au réfrigérateur.

» Solution fille diélément

Dans une fiole jaugée de 100 ml contenant environ 50 ml d’cau bi-déminéralisée, on
aversébml de la solution mére de cuivre. On a ajuste au volume, homogénéisé. Donc, on a
obtenue une solution fille a0.1g/1. cette solution reste stable pendant 3 mois, conservée a I’abri
de la lumiére, au réfrigérateur.

» Solution étalon diélément

Dans des fioles jaugées de 10 ml contenant environ 5 ml d’eau bi-déminéralisée on a
ajouté 1.5 ml d’HNOj;.Puis un volume détermine de la solution fille : 0.01-0.05-0.1-0.15-0.2-
0.25-0.3-et 0.35 ml. On ajusté au volume et homogénéisé.
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-Lire les densités optiques et la concentration de cuivre par une comparaison avec

gamme d’étalon (courbe d’étalonnage) préalablement réalisée dans les mémes conditions.

Figure 08: Courbe d'étalonnage utilisée (CuSO4 5H20 pg/ml) pour le dosage
de cuivre.
4. Méthode de dosage des parametres hématologiques
Les parameétres hématologiques (hémoglobine, hématocrite) sont déterminés par la

méthode de Coulter en utilisant 1’autoanalyseur spécifique de I’FNS.

Figure 09: Autoanalyseur pour FNS de type Mythic 18 (photo original 2015).
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5. Méthode de dosage des parameétres de stress oxydatif

5.1. Méthode de préparation de I’homogénat érythrocytaire

Le tube de sang a EDTA centrifugé a 3000 tours par minutes pendant dix minutes.
Puis, 1 ml de culot est lysés par addition 2 ml d'eau distillée glacée, aprés mélanger et
incuber 10 minutes au réfrigérateur , centrifugé a 4000 tours par minutes pendant dix minutes,
apres ce centrifugation les débris cellulaires sont ¢liminés, et ’homogénat érythrocytaire est

ensuite récupéré afin de doser des paramétre de stress oxydatif .

Sang

Prélevé sur tube EDTA (5 ml)
Centrifugation a 3000 trs/min pendant 10 min

I ]
Plasma Culot

1 ml culot |
2 ml d'eau distillée glacée

Meélange et incubation 10 min au réfrigérateur
Centrifugation 4 4000 trs/min pendant 10 min

I |
Elimination du culot Récupération du surnageant

Lysat érythrocytairc|

Figure 10 : Préparation de ’homogénat érythrocytaire.

5.2. Méthode de dosage du Malondialdéhyde (MDA)

5.2.1. Principe

Les composés carbonylés a l’instar du malondialdéhyde réagissent avec I’acide
thiobarbiturique (TBA) pour donner des chromophores de couleur rose absorbant a 532 nm.
(YAGI., 1976).

5.2.2. Réactif

375 mg de TBA, 20g de TCA, 0.01g de BHT, 25 ml de HCL 1 N et 50 ml d’eau
distillée ont été introduit dans un bécher. La solution obtenue a été chauffée a 40°C dans un
bain Marie jusqu’a dissolution compléte du TBA, puis transférée dans une fiole de 100ml et le

volume complété a I’eau distillé jusqu’au de jauge.
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5.2.3. Mode opératoire

Pipeter dans les tubes a essai en verre et a vis, 100ul d’échantillon, 400 pl de réactif
TBA et fermer hermétiquement. Chauffer le mélange au bain Marie a 100°C pendant 15
minutes. Puis refroidir dans un bain d’eau froide pendant 30 minutes en laissant les tubes
ouverts pour permettre 1’évacuation des gaz formés lors de la réaction. Centrifuger a 3000
tours/minutes pendant 5 minutes et lire 1’absorbance du surnageant & 532 nm a I’aide d’un
spectrophotometre.

La concentration de TBARS a été déterminée en utilisant le coefficient d’extinction

moléculaire du MDA (8= 1.53 10° M™".Cm™). Les résultats ont été exprimés en umol/I.

5.3. Méthode de dosage de glutathion réduit (GSH)

5.3.1. Principe

Le dosage de la concentration de glutathion réduit par la mesure de la densité optique
résulte de la formation de I’acide 2-nitro-5 mercocapturique a partir de la réduction de l'acide
dithio-bis2-nitrobenzoique ce qu’on appel réactif de d'Ellman avec les groupements SH
existent dans le GSH (WEAK., CORY., 1988)

e A 800 uL d’homogénat érythrocytaire ou sérum sont ajoutés 200 uL de l'acide
salicylique (0.25%). Mélanger avec 1’agitateur et laisser 15 minute dans le réfrigérateur puis
centrifuger a 1000 t/min pendant 5 minutes. 500 pL de surnageant sont ensuite mélangés avec
1000 pL de tampon tris (tris 0.4 mol, NaCl 0.02 mol pH=8,9) et 25uL de DTNB (0,01 mol.L-

1). Apres Smind’incubation, la lecture de I’absorbance s’effectue a A= 412 mn.

5.3.2. Calcule
D.O x 1x 1.525

(GSH)(nM /mg de HB) =

13133x 0.8 x 0.5 xmg de Hémoglobine

13133: constante d'absorption des groupes SH a 412 nm.
DO: la lecture d'absorbance par le spectrophotometre.
1.525ml: volume total de mélange.
0.5ml: volume de solution surnagente.
1: volume de mélange de protéine.
0.8ml: volume de solution homogene sans protéine existe dans 1ml.
(GSH): concentration de glutathion.
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5.4. Détermination du pouvoir antioxydant ORAC

5.4.1. principe

Le pouvoir antioxydant total du plasma, c'est a dire sa capacité a absorber les radicaux
oxygenes libres (ORAC : Oxygen Radical Absorbance Capacity) est estimé par la capacité
des hématies a réesister a I'hémolyse induite par les radicaux libres in vitro en présence du
plasma . Cette méthode est basée sur le suivi en fonction du temps de I'nhémolyse des globules
rouges induite par un générateur de radicaux libres. (BLACHE., PROST., 1992).

5.4.2. Traitement des globules rouges
e Centrifuger le sang du donneur a 2000 t/min pendant 10 min et éliminer le plasma.
e Laver délicatement 1 volume du culot avec 2 volumes d’eau physiologique (sans

lyser les GR), puis centrifuger a nouveau a 2000t/min pendant 5 min.

5.4.3. Mode opératoire
» Tube blanc
e On ajouter 1 ml de GR : 20 pl de CuSO4(2mM), 20 ul d’H,0, (30%) et 2 ml
d’eau physiologique , puis remuer délicatement.
e Incuber 5 min a T° ambiante, centrifuger pendant 5 min a 2000t/min.
e Lire la DO a 450 nm du surnageant puis le remettre dans le tube et remuer
délicatement.
e Répéter cette opération toutes les 10 min pendant 2 h.
» Tube étalon
e On ajouter & 1ml de GR : 20 pl de CuSO4(2mM),20 ul d’H,0, (30%) et 2 ml
d’eau physiologique , et 20 pl de vitamine C (400 uM) puis remuer délicatement.
e Incuber 5 min a T° ambiante, centrifuger pendant 5 min a 2000t/min.
e Lire la DO a 450 nm du surnageant puis le remettre dans le tube et remuer
délicatement.
e Répéter cette opération toutes les 10 min pendant 2 h.
> Tube test
e On ajouter a Iml de GR : 20 pl de CuSO4(2mM),20 pl d’H,0, (30%) et 2 ml
d’eau physiologique , et 20 pl sérum (400 puM) puis remuer délicatement.
e Incuber 5 min a T° ambiante, centrifuger pendant 5 min a 2000t/min.
e Lire la DO a 450 nm du surnageant puis le remettre dans le tube et remuer

délicatement.
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e Répéter cette opération toutes les 10 min pendant 1 h( t0, t10, t20, t30, t40, t50,
t60, et faire la moyenne de ces derniéres :
e XIDO =X(t0,t10, t20, t30, t40, t50, t60)/7
e Pour calculer le pouvoir antioxydant total en utilisant deux méthodes.
5.4.4. Calcule
1- Méthode 01 :

> (DO blanc - DO échantillon) At

ORAC (Ul) =

> (DO blanc - DO étalon) At

2- Méthode 02 :

L’ORAC de chaque échantillon est calculé en mesurant la surface nette de protection
sous courbe cinétique de I'némolyse. Ainsi :
ORAC = S blanc - S échantillon / S blanc — S antioxydant
Ou S : aire sous la courbe cinétique de I’hémolyse

Antioxydant : vitamine C (2 uM)

0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 1
0,4 -
0,3
0,2 -
0,1 -

DO

vitamine C

~
-~

Temps (heures)

Figure 11 : La courbe cinétique de I’hémolyse.
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5.5. Méthode de dosage de I'acide urique

5.5.1. Principe

L'acide urique est oxydé par l'uricase a l'allantoine et de peroxyde d'hydrogéne
(2H,0,), ce dernier en présence de peroxydase (POD) 4-aminophenazone (4-AP) et le 2-4
dichlorophéno-sulfonates (DCPS) forme un composé rose (FOSSATI., 1980)

Uricase
L'acide urique +2H,0+0, » allantoine+ CO,+2H,0,
POD
2H,0,+4-AP+DCPS > Quinone imine +4H,0
5.5.2. Réactifs
Phosphate pH 7.4 50 mmol/L
R 1 tompon _ )
2-4 dichlorophénol-sulfonate (DCPS) 4 mmol/L
Uricase 60 U/L
Peroxydase (POD) 660 U/L
R 2 Enzymes
Ascorbate Oxydase 200 U/L
4 - Aminophenazone (4-AP) 1 mmol/L
Etalon D'acide urique 6 m/dl
5.5.3. Mode opératoire
Réactif de travail Blanc Etalon Echantillon
RT 1.0ml 1.0ml 1.0ml
Etalon - 25l --
Echantillon -- -- 25 ul

1. Mélanger et incuber 5 minute a 37°C ou 10 a 15-25°C.
2. Lire la concentration des échantillons de standards, contre le blanc a 520nm.

3-La couleur est stable pendant au moins 30 minutes.
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5.6. Méthode de dosage de bilirubine

5.6.1. Principe

La bilirubine est converti en couleur jaune d' azobilirubine acide sulfanique et mesurée
par photométrie. des deux fractions présente dans le serum, ilirubine-glucuromide bilirubine
libre et faiblement lié a l'albumine, seuls les anciens réagit directement en solution aqueuse
(bilirubine directe), Tandis que la bilirubine libre nécessite solubilisation avec du
diméthylsulfoxyde (DMSO) a réagir (bilirubine indirecte) .Dans le dosage de la bilirubine
indirecte est également déterminée, les résultats correspondent & la bilirubine totale.
L'intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration de bilirubine dans
I'échantillon (KPLAN.,1984).

5.6.2. Réactifs

Acide sulfanilique 30 mmol/l
R 1 (D)
Acide chlorhydrique (HCL) 150 mmol/I
Acide sulfanilique 30 mmol/Il
R2(T
M Acide chlorhydrique (HCL) 50mmol/l
Diméthylsulfoxyde 7mmol/I
R3
Nitrite de sodium 29 mmol/I

5.6.3. Mode opératoire

Réactif de travail Blanc B Total
R1(D) - ~
R2(T) 1.5ml 1.5ml
R3 - 50 pl
Echantillon/calibrateur 100 pl 100 pl

1-Mélanger et incuber 5 min & 15-25°C.

2-Lire la concentration & 555nm
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I11. Méthode d'analyse statistique

L'évaluation statistique est effectuée par le test T de student. Les résultats sont donnés
sous forme de moyennes et écart-types (ES) .

Alors, on utilise des logiciels MINITAB et EXCEL qui nous aident pour faire les
tests.

Les moyennes sont considérées comme significativement différentes lorsque P<0,05.
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Chapitre 11

Résultats et Discussions

|. Résultats

1. Effet de la grossesse sur les parametres biochimiques chez les femmes

Tableau 02: la concentration de glucose (g/l), des protéines totales (g/l), de fer (mg/l)

et du cuivre (ug/ml) dans le sérum des femmes enceintes et des femmes témoins.

Groupes
. TO T1 T2 T3
Parametre
Moy + ES Moy + ES Moy + ES Moy + ES
Ns Ns Ns
Glycémie (g/1) 0,86 + 0,01 0.89+0,03 0,78+ 0,03 0,83 0,04
= = Ns
Protéine (g/1) 70,95+ 2.06 79.99+2 52 79,21+ 2,32 70,29 + 2,00
Ns Ns Eaa
Fer (mg/l) 1.09+ 0,13 1.22+ 0,15 1,15+ 0,12 0,80+ 0,11
Cuivre(ug/ml) 1,88+ 0,22 2,42+ 0,26 3,36+ 0,48 3,40+ 0,27

Comparaison avec le groupe témoin (T0): P < 0.05; P < 0.01; P < 0.001 ; “°P > 0.05.

NS
NS

TO T1 T2 T3

Figure 12 : Concentration sérique du glucose chez les femmes enceintes pendant les
trois trimestre de grossesse et les femmes témoins. Comparaison avec le groupe témoin (TO) :
NS P > 0.05.
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Figure 13 : Concentration des protéines totales sériques chez les femmes enceintes
pendant les trois trimestres de grossesse et les femmes témoins. Comparaison avec le groupe
témoin (T0): “P < 0.01; ™ P > 0.05.

NS
NS
I I *
0 T T
TO T1

T2 T3
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N
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Figure 14 : Concentration de fer sérique chez les femmes enceintes pendant les trois
trimestres de grossesse et les femmes témoins. Comparaison avec le groupe témoin (T0): "P<
0.05 ; NP > 0.05.
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Figure 15 : Concentration de cuivre sérique chez les femmes enceintes pendant les
trois trimestres de grossesse et les femmes témoins. Comparaison avec le groupe témoin (TO):
“P<0.01; 7P <0.001; P < 0.05; “°P > 0.05.

> Les résultats obtenus présentés dans le tableau (02) et la figure (12) montrent
qu’il n’ya aucune variation significative (P > 0.05) de la glycémie chez les femmes pendant
les 03 trimestres de grossesse (T1 ,T2, T3) par rapport aux femmes témoins.

> Notre résultats (Tableau 02 et figure 13 ) montrent aussi que la concentration
de la protéine sérique est augmentée de facon hautement significative (P < 0.01) chez les
femmes pendant les deux premier trimestres de grossesse (T1, T2) et ne présente aucune
variation significatif dans le dernier trimestre (T3) par rapport aux femmes témoins.

> Par ailleurs nos résultats (Tableau 02 et figure14) illustrent que le fer sérique
n’a aucune variation significative pendant les deux premiére trimestre (T1,T2) mais une
chute de fer sérique (p < 0.05) pendant le troisieme trimestres (T3) de grossesse chez les
femmes par rapport aux femmes témoins.

> D’autre part les résultats de cuprémie présentés dans le tableau (02) et la
figure (15) montrent qu’il y a augmentation significative (P < 0.01) chez les femmes pendant
le premier trimestres de grossesse (T1 ) par contre on a signalé une augmentation hautement
significative (P < 0.01) et tres hautement significative (P < 0.001) chez les femmes en
deuxiéme (T2) et en troisieme trimestres (T3) de grossesse respectivement par rapport aux

femmes témoins.
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2. Effet de la grossesse sur les parametres hématologique chez les femmes
Tableau 03: Concentration d’hémoglobine (g/dl) et d’Hématocrite (%) dans le sang

des femmes enceintes et des femmes témoins.

Groupes

Parameétre TO T1 T2 T3

Moy+ES Moy+ES Moy+ES Moy+ES

Hémoglobine(g/dl) | 12.86£0,19 | 1211+ 0,23 | 11,44 0,38 | 9,86+0,25

Hématocrite (%) | 36,26+ 0,71 | 35,88+0,80"° | 34,47+1,33™ | 28,31+0,62

Comparaison avec le groupe témoin (T0): P < 0.05; P < 0.01; "~ P < 0.001 ; "°P > 0.05.

16 -
5 14 - *
\b./n *%*
_E 12 - I *hk
S
=0 10 -
(=]
£
= 8
°
X 6
T
l_

4

2

0 : ; r

TO T1 T2 T3

Figure 16 : Taux d’hémoglobine chez les femmes enceintes pendant les trois
trimestres de grossesse et les femmes témoins. Comparaison avec le groupe témoin (T0): "P<
0.05;"P <0.01; ""P < 0.001.
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Figure 17 : Pourcentage de I’hématocrite chez les femmes enceintes pendant les trois
trimestres de grossesse et les femmes témoins. Comparaison avec le groupe témoin (T0): = P
<0.001; NP > 0.05.

> Le Tableau (03) et la figure (16) indiquent que le taux d’hémoglobine est
diminuée de facon significative (P < 0.05) hautement significative (P < 0.01) trés hautement
significative (P < 0.001) chez les femmes pendant les trimestres de grossesse (T1,T2, T3)
successivement par rapport aux témoins.

> Selon nos résultats illustrés dans le Tableau (03) et la figure (17), on note que
le pourcentage d’hématocrite est diminuée chez les femmes pendant les trois trimestres de
grossesse (T1,T2, T3) de fagon non significative (P > 0.05) dans les 2 premiers et de facon

tres hautement significative dans le derniere trimestre (P < 0.001) par rapport aux témoins.
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3. Effet de la grossesse sur les parametres de stress chez les femmes

3.1. Effet de la grossesse sur les parameétres de stress oxydatif sérique chez les
femmes

Tableau 04 : La concentration du glutathion réduit (mmol/ml), des Malondialdéhyde
(umol/ml) et de pouvoir antioxydant « ORAC » (UI) ,d’acide urique (ug/l) et de Bilirubine
totale (pg/l)dans le serum des femmes enceintes et des femmes témoins.

Groupes
Paramétre TO T1 T2 T3
Moy + ES Moy + ES Moy + ES Moy + ES

GSH(mmol/ml) 0.26£0,03 | 0.19+0,018 | 0,22£0,02 | 0,29+ 0,02

MDA (umol/ml) 1.82+0,21 | 1.69+0,15" | 1,57+0,10" | 1,93+ 0,11

ORAC(UI) 1.26+0,18 111+ 0,15 | 1,33£0,10™ | 1,13+0,08°

A.urique(ug/l) 36.62+ 3,84 | 36.10+3,60"° | 36,98+ 2,92"° | 28,09 +2,21
BT (ug/l) 7.33+ 0,29 | 6.45+0,3" | 540+ 051 |10,31+2,04"
Comparaison avec le groupe témoin (T0): P <0.05; P <0.01;" P <0.001; “>P > 0.05.
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Figure 18 : Concentration du glutathion réduit sérique GSH chez les femmes
enceintes pendant les trois trimestres de grossesse et les femmes témoins. Comparaison avec
le groupe témoin (T0): P < 0.01; NP > 0.05.
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Figure 19 : Concentration de Malondialdéhyde « MDA » sérique chez les femmes
enceintes pendant les trois trimestres de grossesse et les femmes témoins. Comparaison avec
le groupe témoin (T0): "P < 0.05; NP > 0.05.
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Figure 20 : Mesure de pouvoirs antioxydant « ORAC » chez les femmes enceintes
pendant les trois trimestres de grossesse et les femmes témoins. Comparaison avec le groupe
témoin (TO): P < 0.05; “°P > 0.05.
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Figure 21 : Concentration d’acide urique chez les femmes enceintes pendant les trois
trimestres de grossesse et les femmes témoins. Comparaison avec le groupe témoin (T0): ~ P
<0.001 ; N3P > 0.05,
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Figure 22 : Concentration de Bilirubine totale chez les femmes enceintes pendant les
trois trimestres de grossesse et les femmes témoins. Comparaison avec le groupe témoin (T0):
“P <0.01; “P > 0.05.

> Les résultats obtenus présentés dans le tableau (04) et la figure (18) montrent

qu'il y a une diminution hautement significative (P < 0.01 ) de concentration de glutathion
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réduit sérique chez les femmes pendant les deux premiers trimestre (T1,T2),tendit que pas
une variation significative (P > 0.05) pendant le troisieme trimestre de grossesse par rapport
aux femmes témoins.

> Les résultats de la peroxydation lipidiques illustrés dans le Tableau(04) et la
figure(19) montrent qu'il n'y a pas une variation significative (P > 0.05) de la concentration
de Malondialdéhyde sérique chez les femmes pendant les deux premiers trimestres de
grossesse (T1,T2), par contre il y a une augmentations significative (P <0.05) pendant le
derniér trimestre de grossesse par rapport aux femmes témoins.

> Notre résultats concernant le pouvoir antioxydant totale du sérum des femmes
enceintes présentés dans le Tableau (04) et la figure(20) montre qu’il ne fais une variation
significative (P > 0.05) au cours de premier et deuxiéme trimestre de grossesse par contre ce
pouvoir est significativement diminué (P < 0.05) pendant le troisiéme trimestre de grossesse
chez les femmes.

> Nos résultats de 1'uricémie présentés dans le tableau (04) et la figure (21)
montrent qu’il n’ya aucune variation significative(P > 0.05) de la concentration d’acide urique
pendant les 02 premier trimestres de grossesse(T1 ,T2, ) mais a partir du troisieme trimestre
on a signalé une diminution trés hautement significative (P < 0.001) par rapport aux témoins.

> En fin concernant le taux de la bilirubine totale On a obtenus d'aprés nos
résultats (Tableau 04 et figure 22) une diminution de fagcon hautement significative (P < 0.01)
pendant le deuxiéme trimestres de grossesse (T2) chez les femmes par contre on n’observe
aucune variation significatif de la bilirubine chez les femmes enceintes au cours du premier et

le troisieme trimestre de grossesse (T1,T3) par rapport aux femmes témoins.

3.2. Effet de la grossesse sur les parametres de stress oxydatif érythrocytaires
chez les femmes

Tableau 05: La concentration de Glutathion réduit (umol/mg HB), des
Malondialdéhyde (nmol/mg HB) dans I’homogénat érythrocytaire des femmes enceintes et

des femmes témoins.

Groupes

Paramétre TO T1 T2 T3
Moy + ES | Moy + ES Moy + ES Moy + ES
MDA(nmol/mg HB) | 12.55+1,46 | 13.89+1,29"° | 16,88 £2,14 | 26,372,66 |

—
* *x

GSH(umol/mg HB) | 2.11%0,19 | 1.42¢0,11 | 1,51+ 0,14 | 1,81£0,09 |

Comparaison avec le groupe témoin (T0): P < 0.05; P <0.01; P <0.001; ° P > 0.05.
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Figure 23 : Concentration de Malondialdéhyde « MDA » érythrocytaire chez les

femmes enceintes pendant les trois trimestres de grossesse et les femmes témoins.

Comparaison avec le groupe témoin (T0): "P< 0.05; ~"P < 0.001 ;NP > 0.05.
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Figure 24 : Concentration de GSH érythrocytaire chez les femmes enceintes pendant

les trois trimestres de grossesse et les femmes témoins. Comparaison avec le groupe témoin

(TO): P <0.01; ""P<0.001 ; VP > 0.05.

> La concentration de Malondialdéhyde érythrocytaire est augmentée de fagon

significative (P > 0.05) et hautement significative ( P < 0.001 )au cours de 2°™ et 3°™

trimestres de grossesse respectivement et pas de variation significative chez les femmes
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enceinte pendant le 1% trimestre de grossesse par rapport au femmes témoins (Tableau 05 et
figure 23).

> Les résultats obtenus présentés dans le tableau (05) et la figure (24) montrent
quil y a une diminution tres hautement significative de concentration de glutathion
érythrocytaire chez les femmes pendant les deux premiers trimestres de grossesse (T1,T2), et
une diminution trés hautement significative (P < 0.001) pendant le troisieme trimestre par

rapport aux femmes témoins.

4. Effet d’une supplémentation de fer chez les femmes enceintes
4.1. Caractérisation de population d'étude supplémentation de fer
la population étudié de 58 femmes enceintes divisé en deux groupes dans chaque

trimestre de grossesse comme suite :

18 -
16 -
14
12 -
10 - E F sans fer

J ® F avec fer

o N S [op] 00
I

T1 T2 T3

Figure 25 : Répartition de population d’étude supplémentés et non supplémentées de

fer pendant leurs grossesse durant les trois trimestres de grossesse.
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4.2. Effet d’une supplémentation de fer sur la concentration de fer sérique
Tableau 06: Concentration de fer sérique (mg/l) chez les femmes enceintes
supplémentées et non supplémentées de fer.

Groupes
Parametre Trimestre Femmes sans fer Femmes avec fer
Moy + ES Moy £ ES
T1 1.24 +0.24 1,21 £0.20™
Fer sérique (mg/l) T2 1.20 +0.22 3.96 + 1.48"°
T3 0.52 +0.05 657111

Comparaison avec le groupe des femmes non supplémentées (T0): *** p < 0.001 ; > P > 0.05.
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Figure 26 : Concentration de fer sérique chez les femmes enceintes supplémentées
de fer pendant les trois trimestres de grossesse. Comparaison avec le groupe des femmes non
supplémentées de fer (T0): ™ P > 0.05. *** p < 0.001

> Les résultats obtenus présentés dans le tableau (06) et la figure (26) montrent
qu'il n’y a aucune variation significative (P > 0.05) de la concentration de fer sérique pendant
le premier trimestre (T1) et le deuxieme trimestre de grossesse (T2), et une augmentation tres
hautement significative (P < 0.001) pendant le troisieme trimestre de grossesse chez les
femmes enceintes supplémentées de fer par rapport aux femmes enceintes non

supplémenteées.
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4.3. Effet d'une supplémentation de fer sur les parameétres de stress oxydatif
sériques chez les femmes enceintes

Tableau 07 : La concentration des glutathions réduits (mmol/ml), des
Malondialdéhyde (umol/ml) et de pouvoir antioxydant « ORAC » (Oxygen radical
absorbance capacity) (Ul) dans le séerum chez les femmes enceintes supplémentées et non

supplémentées de fer.

Groupes
Parameétre Trimestre Femmes sans fer Femmes avec fer
Moy + ES Moy + ES

T1 1,81 0.24 1,56+ 0.48 "
MDA (pumol/ml) T2 1,46 +0.14 1,69 +0.39 "
T3 1.58+0.18 2,04+ 0.50
T1 0,20 +0.01 0,14+ 0.02"
GSH (mmol/ml) T2 0,19 +0.02 0,56 £0.16 "
T3 0,26 + 0.04 0,52+0.17"°

T1 143 0.225 0,7£0.17
ORAC (UI) T2 1,14 £0.163 1,35+£0.16
T3 1,07 £0.202 1,59 +0.26

Comparaison avec le groupe des femmes non supplémentées (T0): P <0.001; P <0.01;
NSp > 0.05.
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Figure 27 : Concentration de Malondialdéhyde « MDA » sérique chez les femmes

enceintes supplémentées de fer pendant les trois trimestres de grossesse . Comparaison avec

le groupe des femmes non supplémenté de fer (T0): = P < 0.001;"° P > 0.05.
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Figure 28 : Concentration de GSH sérique chez les femmes enceintes supplémentées

de fer pendant les trois trimestres de grossesse . Comparaison avec le groupe des femmes non

supplémentées de fer (T0); VP > 0.05.
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Figure 29 : Mesure de pouvoir antioxydant « ORAC » chez les femmes enceintes
supplémentées de fer pendant les trois trimestres de grossesse . Comparaison avec le groupe
des femmes non supplémentées de fer (T0): ~P< 0.01; “°P > 0.05.

> Notre résultats (Tableau 07 et figure 27) de comparaison entre des femmes
supplémentéss de fer avec les femmes non supplémentées montrent qu'il n’y a aucune
variation significative (P > 0.05)de la concentration de Malondialdéhyde sérique pendant le
premier trimestre (T1) et le deuxiéme trimestre de grossesse (T2), et une augmentation tres
hautement significative (P < 0.001) pendant le troisiéme trimestre de grossesse.

> Les résultats obtenus présentés dans le tableau (07) et la figure (28) montrent
qu'il n’y a aucune variation significative (P > 0.05) de la concentration de glutathion réduit
sérique chez les femmes enceintes supplémentées de fer par rapport aux femmes enceintes
non supplémentées pendant les trois trimestres de grossesse.

> D'aprés nos résultats aussi (Tableau 07 et figure 29 ) on note que le pouvoir
antioxydant « ORAC » est diminuée de facon hautement significative(P < 0.01) chez les
femmes supplémentées de fer pendant le premier trimestre (T1) et pas de variation
significative (P > 0.05) pendant les deux derniers trimestres de grossesse (T2, T3), par rapport

aux femmes non supplémentées de fer .
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4.4. Effet d’une supplémentation de fer sur les paramétres de stress oxydatif
érythrocytaires chez les femmes enceintes

Tableau 08 : Concentration de Glutathions réduit (umol/mg HB), des

Malondialdéhyde (nmol/mg HB) dans I’homogénat érythrocytaire chez les femmes enceintes

supplémentées et non supplémentées de fer.

Groupes
Paramétre Trimestre Femmes sans fer Femmes avec fer
Moy = ES Moy + ES
T1 15.59 + 1.59 12,19 +£5.14 "
MDA (nmol/mg HB) T2 13.99 + 1.60 20,84 +12.35"°
T3 2431 +2.88 27,07 +15.51°
T1 1,49 £0.143 1,34 043"
GSH (umol/mg HB) T2 1,42 +0.134 1,63 +£0.76"°
T3 1,86 + 0.207 1,74 043

Comparaison avec le groupe des femmes non supplémentées (T0): P < 0.001; "> P > 0.05.

35 -

30 -

25 A

20 -

H F sans Fer
H F avec Fer

10 -

Concentration de MDA
érythrocytaire (nmol/mg HB)

Figure 30 : Concentration de Malondialdéhyde « MDA » érythrocytaire chez les
femmes enceintes supplémenté de fer pendant les trois trimestres de grossesse . Comparaison

avec le groupe des femmes non supplémentées de fer (T0): P < 0.05;"°P > 0.05.
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Figure 31 : Concentration de GSH érythrocytaire chez les femmes enceintes
supplémentées de fer pendant les trois trimestres de grossesse . Comparaison avec le groupe

des femmes non supplémentées de fer (TO); P < 0.001 ; VP > 0.05.

> Notres résultats (Tableau 08 et figure 30) indiquent qu'il n’y a aucune variation
significative de Concentration Malondialdéhyde érythrocytaire chez les femmes
supplémentées de fer pendant les premier (T1) et le deuxiéme trimestre de grossesse (T2), et
une augmentation de facon significative (P < 0.05) pendant le troisiéme trimestre par rapport
aux femmes non supplémentées.

> Les résultats obtenus présentés dans le tableau (08) et la figure (31) montrent
qu'il n’y a aucune variation significative (P > 0.05) de concentration de glutathion réduit
érythrocytaire chez les femmes supplémentées de fer pendant les deux premiers trimestre
(T1.T2) , et une diminution tres hautement significative (P < 0.001) pendant le troisieme

trimestre par rapport aux femmes non supplémentées .
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11. Discussion

La grossesse est un état physiologique chez les femmes qui s’accompagne des
modifications physiologiques et organiques dés la fécondation jusqu'a I'accouchement.

L’objectif de notre travail est de contribuer a l'amélioration de la qualité de la
surveillance de la grossesse contre les altérations métaboliques et le stress oxydant chez les
femmes enceintes dans la région d’El oued.

D'apreés les résultats de notre étude, on ne constate aucune variation significative de la
glycémie pendant les trois trimestres de grossesse. Cela est di aux critéres d’exclusion de la
population étudiée qui ne montres aucunes maladies métaboliques chroniques dont le diabeéte.

Nous avons constaté aussi des taux bas de fer sérique pendant le 3*™ trimestre de
grossesse témoignant d’une carence martiale. Notre résultats est en accord avec 1’étude de
MALEK-MELLOULLI et al (2013) qui été montré une diminution significative du fer sérique
du 1% au 3°™ trimestre de la grossesse ,grace a une étude réalisé sur 86 femmes regroupée en ;
56 femmes enceintes et 30 femmes non enceintes. On peut expliqué ces résultats comme
suite: Le fer joue un role capital dans 1’organisme, comme élément un constitutif de
1’hémoglobine et de la myoglobine, et dans de nombreuses réactions enzymatiques et
métaboliques (HARVEY ., 2011). La diminution observée de la concentration de fer sérique
due a I’¢élévation de besoins au cours de la grossesse. Environ 1000 mg de fer est nécessaire
pour couvrir les besoins de la femme enceinte (BUTTE., KING., 2005) a cause de I’élévation
de la masse érythrocytaire, croissance fcetale, fonctionnement placentaire et les pertes
métaboliques et physiologiques (MILMAN., 2006). Les besoins en fer augmentent au fur et a
mesure de cette situation passant d’environ de 1mg par jour au premier trimestre & 8mg par
jour au troisiéme trimestre (BOTHWELL., 2000). Malgré I’augmentation de I’absorption de
fer en fin de grossesse, les apports alimentaires ne sont habituellement pas suffisants pour
compenser ces pertes , puisque le transfert actif du fer de la mére vers le feetus se poursuit,
méme en cas de la carence maternelle (THERESA et al., 2000). La multiparité est un autre
facteur provoque des déplétions successives des réserves en fer , sans reconstitution
intermédiaire satisfaisante (DIALLO et al., 1999).

Concernant les analyses hematologiques les résultats obtenus montrent que le taux
d’hémoglobine est diminué progressivement pendant les trois trimestres de grossesse. Notre
résultats est en accord avec la recherche de (BEUCHER et al., 2011). Cette résultat peut étre
corrélée a L’hémodilution progressive (le volume plasmatique augmente plus rapidement que
la masse érythrocytaire) (AYOUBI et al., 2012) qui est une modification physiologique chez

toutes les femmes enceintes pour compenser les besoins li€s au feetus et a son environnement
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(ATUL et al., 2003). Au troisieme trimestres de grossesse, en revanche on observe une baisse
des valeurs sur ’hémogramme (hémoglobine et hématocrite) qui est expliqué probablement
par la phénoméne d’hémodilution (MILMAN et al., 2007), on peut expliquer aussi ces
résultats par la carence en fer qui traduit généralement par une anémie gravidique ferriprive
(MILMAN., 2008).

Dans notre étude on a trouvé une diminution de la concentration de bilirubine totale.
Nos résultats sont désaccords avec les resultats de nombreux travaux (CARLTON., SINHA.,
1970; ANANTH et al., 1986) réalisés sur 1’évolution des taux de la bilirubine selon 1’age
gestationnel. Ces derniers travaux montrent une élévation graduelle de la concentration de la
bilirubine durant la grossesse (GILLAIN et al., 2008). La diminution observé de la
concentration de la bilirubine peut étre expliquer par 1’élévation de la peroxydation lipidique
chez la femme enceinte car la bilirubine est capable de piéger les ROO" et I’oxygéne singulet.
Ainsi, elle protege 1’albumine et les acides gras liés a I’albumine des attaques radicalaires
(HALENG et al., 2007). Sa augmentation au 3°™ trimestre est le résultat de la baisse de la
concentration de 1’hémoglobine au cours du troisieme trimestre de la grossesse par ce que la
bilirubine est un métabolite final du catabolisme oxydatif de I'néeme (TRIVIN., 1998) et
résulte essentiellement du catabolisme de 1’hémoglobine par les cellules réticuloendothéliales
(HALENG et al., 2007).

Dans notre travail les résultats obtenus montrent une augmentation de protéines
sérique au cours de 1% et 2°™ trimestre de la grossesse. Les protéines sériques maintiennent
la pression osmotique plasmatique. Les principales causes d’une hyperprotidémie observé
dans notre résultat peut étre due a la déshydratation intracellulaire et une augmentations du
volume extracellulaire (QUINLAN et al., 1994), et peut aussi revenir a la vasopressine qui a
un réle antidiurétique essentiel qui permet au corps de contrdler 1’expansion de son volume
extracellulaire et son osmolarité plasmatique, et permet en restriction hydrique de stimuler la
réabsorption rénale d’eau avant de stimuler la prise de boisson par la soif (BLANCHARD.,
2004). Au cours de la grossesse, le seuil de sécrétion de la vasopressine diminue puisque le
placenta exprime sur sa face maternelle une enzyme, I’ocytocinase, responsable d’une
augmentation de la clairance métabolique de I’ocytocine et de la vasopressine, la régulation
physiologique de I’osmolalité plasmatique est donc simplement décalée vers les valeurs
basses (DAVISON et al., 1988) et donc a une réabsorption d'eau moins importante et & un
débit urinaire plus ¢élevé. Ce «reset de 1’osmostaty explique qu’au cours des deux premier
trimestres de la grossesse, 1’osmolalité plasmatique diminue (NICOLET-BAROUSSE et al.,
2002) et la concentration plasmatique en protéine augmente.
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Concernant la concentration de cuivre sérique nos résultats montrent une élévation de
cet élément pendant les deux derniers trimestres de grossesse. Plusieurs études est en accord
avec nous parmi lesquelles; SHEILA (1981) qui a observé des niveaux élevés de la
concentration de cuivre sérique du deuxieme et troisieme trimestre de grossesse, alors que
certaines études ont rapportés atteindre des niveaux élevée dans le 9°™ mois de la grossesse
(SHEILA et al., 1981). Ceci peut étre attribué a des niveaux accrus d'cestrogéne qui contribue
a la synthese et la libération de la céruloplasmine (LUNET et al., 2008) qui assure 90% de
son transport plasmatique (AFONSO et al., 2007) et aussi a 1'augmentation de 1’absorption de
cuivre au niveau intestinale (LINDER et al., 1998 ; MC ARDLE.,1995) .Durant la
grossesse, la cuprémie augmente (AYOUBI et al., 2012) associe a I’augmentation des besoins
en cuivre du feetus qui est pourvue par une répression de 1’expression d’ATP7B et sa
relocalisation dans le réseau trans-golgien d’une part, et une stimulation d’ATP7A par
I’insuline et les cestrogénes d’autre part (HARDMAN et al., 2004). 1l est bien établi que 75%
du taux de cuivre est transféré a travers le placenta de la mére au feetus dans les 10 a 12
derniéres semaines de grossesse (KELLEHER., LONNERDAL., 2003).

Dans notre travail les résultats de 1’analyse du stress oxydatif montrent une
augmentation remarquable de MDA sérique et érythrocytaire chez les femmes enceinte par
rapport aux femmes témoin. Notre étude est en accord avec de nombreuses études comparé
aux femmes enceintes et non enceintes en bonne santé (DJORDJEVIC et al., 2004; NAKAI
et al., 2000); ont été trouve des concentrations plus elevées des marqueurs de la peroxydations
lipidiques (MDA\) chez les femmes enceintes principalement durant le troisieme trimestre de
grossesse. De plus 1I’étude de ARIKAN (2001) qui a été réalisé chez 40 femmes regroupée
en; 20 femmes enceintes et 20 femmes non enceintes en bonne santé, ils trouvent des
concentrations significativement élevée de Malondialdéhyde sérique et érythrocytaire au
cours de troisiéme trimestre de grossesse. Le Malondialdéhyde (MDA) est un aldéhyde forme
lors de coupure d’acide gras polyinsaturé a partir de composé non lipidique lors qu'ils sont
exposés a l'action de radicaux hydroxyle en présence des métaux (MIWA et al., 2000) .1I
représente un indicateurs le plus fréquemment utilisés de la peroxydation lipidique
(NIELSENA et al., 1997) et un marqueur sensible au stress oxydant (TERRIER-LENGLET
et al., 2011). Donc I’explication de 1’élévation de I'MDA est basé sur les produits de
peroxydation lipidiques produite dans le placenta durant la grossesse pourrait passe dans le
sang maternelle et agir en tant que agents déclenchant des dommages dans d'autres tissus
(SAINZ et al., 2000) parce que ; le placenta humain produit des peroxydes lipidiques qui

sont sécrétée principalement du c6té maternel du placenta restent dans la circulation maternel
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quelque temps (WALSH ET WANG., 1993a) et des marqueurs de peroxydation lipidique
accrue sont observes pendant la grossesse normale (ERISIRI et al., 2009). En outre, la
concentration des marqueurs de peroxydation lipidique est baisse de sang maternel aprés le
placenta a livré pendant I’accouchement (SAINZ et al., 2000). On peut expliqué aussi
I’augmentation de I’MDA sérique et érythrocytaire par 1’élévation de cuivre sérique qui est
un métal de transition, il joue un rdle important dans le déclenchement des réactions de
production d’EOA (réactions de Fenton) (DELATTRE et al., 2005). Lorsqu’il est en exces, il
devient un agent pro-oxydant influengant I’oxydation des lipides (FRENOT., VIERLING.,
2001). La carence en glutathion réduit observé dans nos résultats entrainent une diminution de
propriété de glutathion peroxydases catalysant la réduction des hydroperoxydes « H,0,,
ROOH » (produits de I'oxydation des acides gras polyinsaturé) par le glutathion (FLOHE.,
1989; ROTRUCK et al, 1973),cela conduit a I’augmentation de dégradation
d’hydroperoxyde en Malondialdéhyde (MDA) et 4-hydroxynonénal (4-HNE) principalement
(MARNETT., 1999). L’hydroperoxyde peuvent se décomposer en radicaux libres
extrémement oxydants tels que OH ou RO en présence de complexes de métaux réducteurs
non liés aux protéines (Fe™,Cu") (RICHARD et al., 1997). D’autre part, lors d’une hypoxie,
la diminution d’oxygeéne au niveau du dernier complexe mitochondrial (Complexe IV-
cytochrome oxydase) impliquerait une diminution de I’activit¢ de ce complexe et une
production accrue d’ERO au niveau du complexe 111 mitochondrial avec une élévation brutale
de la quantité d’anion superoxyde (O2—) qui s’échappe de la mitochondrie (CHANDEL et al.,
1998; DURANTEAU et al., 1998). Cette diminution de 1’activité de la cytochrome oxydase
s’accompagne d’une diminution du métabolisme cellulaire (DUPICA et al., 2010). Et cela
peut expliquer 1’élévation de concentration de I’MDA sérique et érythrocytaire aux cour de la
troisieme trimestres de grossesse.

Dans notre résultat on a signalé une diminution de concentration sérique et
érythrocytaire de glutathion réduit (GSH). Notre résulta est en accord avec I’étude WALSH et
WANG (1993b) qui ont rapporté une carence de I’activité de glutathion peroxydase (GPx)
pendant la grossesse grace a la diminution de concentration de son cofacteur le glutathion
pour convertir la peroxydation lipidiques. Le NADPH est nécessaire au maintien d’un état
redox normal de rapport GSSG/GSH (JONES et al., 2011) qui est considérée comme indicatif
de stress oxydatif (CHANDRA., 2011). Donc la concentration intracellulaire de GSH diminue
probablement due a I’augmentation de la demande cellulaire en NADPH. On outre 1’¢lévation
de MDA associé a 1’augmentation des source des radicaux libre important dont la NADPH

oxydase qui est un complexe enzymatique membranaire dans la paroi vasculaire catalyse la

56


http://www.jle.com/en/recherche/recherche.phtml?dans=auteur&texte=M.J.+Richard
http://fr.wikipedia.org/wiki/Complexe_enzymatique

Chapitre 11 Résultat et Discussion

réaction d’oxydation du NADPH par le dioxygéne (O,), ce qui produit du NADP®, du H" et
de I'02° (YANG et al., 2012) il y’a aussi I’activation de systéme thiorédoxine NADP-
dépendant, ou elles sont associees au NADPH et & une enzyme dénommée NADP-
thiorédoxine réductase (ZAHID et al., 2008). L’activation de ces enzymes s'accompagne peut
étre par une baisse des ressources en NADPH au détriment d'autres réactions qui nécessitent
également ce cofacteur, parmi lequel la glutathion réductase (OLIVIER et al., 2004). Car la
quantité de NADPH disponible pour régénérer le GSSG en GSH est largement diminuée
réduisant considérablement le systeme de défense antioxydant non enzymatique (GSH)
(DINCER et al, 2002; MADDUX et al., 2001).

Dans cette étude, on a signalé un taux bas d'acide urique sérique chez les femmes
pendant le troisiéme trimestre de grossesse par rapport aux femmes non enceintes. Nos
résultats sont en désaccord avec 1’étude de HILL (1978) qui montre que 1’altérations de la
clairance rénale de l'acide urique est le responsable de la diminution prononcée de l'uricémie
au cours des 20 premieres semaines de gestation. Les résultats obtenu dans notre étude peut
étre lie le plus souvent a I'état de stress oxydatif confirmé par I'élévation de 'MDA sérique et
érythrocytaire. L’acide urique est le produit de la dégradation final des purines (VOET.,
VOET., 2004), il provient par deux voies : endogénes et exogénes. A pH physiologique, la
majorité¢ d’acide urique ionisé sous forme d’urate, un piégeur puissant de radicaux (OHe,
ROOe, NOOQOe...) (MORTIMER., YOUNG., 1978) et d’ERO. Donc I’acide urique joue un
role d’un antioxydant naturel important et sa diminution peut aggraver le stress oxydatif a
cause de la demande accrues de ce piégeur. D’autre part, la diminution d’acide urique peut
étre lié & ’augmentation du volume plasmatique et sa clairance rénal ¢levé (USHAR.,
NOZER., 1998).

Dans notre travail, la capacité de plasma a absorber les radicaux oxygeénes libres
(ORAC) diminue pendant le 3*™ trimestre de grossesse chez les femmes enceintes comparés
aux femmes témoins. Le pouvoir antioxydant total ORAC (Oxygen Radical Absorbance
Capacity) est utilisé sous des diverses formes pour mesurer 1’efficacité antioxydant globale
d’un milieu. Il reflet I’action de plusieurs antioxydants dont sa composition varie en fonction
du marqueur utilise (WATSON et al., 2005). Ces résultats peut étre expliquer par la
diminution de la protection antioxydant, notamment la diminution des taux maternels en acide
urique et les teneurs érythrocytaires et sérique en GSH. On note que I'ORAC possede une
synergie avec plusieurs antioxydants comme l'albumine, l'acide urique, la ferritine, les oligo-

éléments, les vitamines et les enzymes antioxydants.
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Nos résultats montrent que les femmes enceinte sont associées a des perturbations du
statut oxydant/ antioxydant. Elles présentent des teneurs élevées en le marqueurs de
peroxydation lipidique sérique et érythrocytaire (MDA) associée a une réduction de la défense
antioxydant (ORAC), Acide urique et GSH sérique et érythrocytaire dans le troisiéme
trimestre de grossesse « T3 ». Nos résultat sont en accord avec les travaux de recherche
publiés de (AHN et al., 2007; PERKINS et al., 2006) qui montrent une diminution de la
capacité de défense anti oxydatif chez les femmes enceintes surtout au 3°™ trimestre de
grossesse.

Selon DEBIER (2007), la grossesse est souvent associée a un stress oxydatif qui réduit
les vitamines antioxydantes et entraine parfois des accouchements prématurés.

Les résultats obtenus montre que un supplément de fer notamment en troisieéme
trimestre de grossesse chez les femmes provoque 1’¢lévation de la peroxydation lipidique
sérique et érythrocytaire on peut expliquer ces résultats comme suite : Le fer peut étre toxique
si son niveau et / ou la distribution ne sont pas correctement régulé. La toxicité ferreuse est
développée par la production des ROS qui sont formés pendant le métabolisme cellulaire
normale (LUSHCHAK., 2011). Le H,O, est généré a partir de transformation de 1’anion
superoxyde par voie enzymatique (superoxyde dismutase) et non enzymatique. Les deux
molécules (O,"~ et H,0, ) se trouvent dans les espaces extracellulaires et dans le sang. H,0,
est un composé non chargé de faible masse moléculaire capable de traverser librement les
membranes biologiques et diffusant a distance considérable a partir de son site de production.
Ces molécules sont réduit par son interagissent avec des métaux de transition comme le fer,
qui conduisent & la production des radicaux fortement réactive. La réaction la plus importante
de H,O, avec Fe (Il) libre ou mal ligandé est la réaction de Fenton, générant des ions
hydroxyles hautement réactifs. En outre, l'acide ascorbique possede de nombreuses
interactions connues avec des ions métalliques. L’acide ascorbique peut remplacer O," ™ a
I'intérieur de la cellule pour réduire le Fe (111) en Fe (I1), ce qui facilite la réaction de Fenton.
Fe (I1) en faisant réagir avec des acides gras insaturé en présence d'H,O, peuvent initier la
peroxydation des lipides dans les membranes biologiques et les lipoprotéines produisant le
HO' conduisant des dysfonction cellulaire (DE LA ROSA et al., 2008). Cependant, toute
petite quantité de «Fer libre» suite a des niveaux élevés en fer supplémenté ou par des
mécanismes spécifiques qui fonctionnent pendant la carence ou dysrégulation de
I'hnoméostasie du fer, peut augmenter le risque que le fer induit le stress oxydatif
(KAPRALOQV et al., 2009).
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Conclusion

La femme enceinte est exposée a des risques importants de complications qui
peuvent affecter sa santé et celle de son nouveau-né. Nos résultats montrent que les femmes
enceintes présentent des altération métaboliques caractérisée par une variation des marqueurs
biochimique et hématologique comme la diminution du taux d’hémoglobine, d’hématocrite et
de fer sérique associé a une élévation de la bilirubine totale et de cuivre sérique. Ces
altérations métaboliques durant la grossesse sont associées le plus souvent au développement
d’une anémie ferriprive. Par ailleurs, on a observé dans notre travail un déséquilibre de la
balance oxydante/antioxydante chez les femmes enceintes. Celui-ci est marqué par des
variations du systeme de défense antioxydant caractérisé par une diminution de la
concentration de 1’acide urique sérique, GSH sérique, GSH érythrocytaire et le pouvoir
antioxydant totale ORAC). Notre travail révele aussi des élévations des marqueurs de
I’oxydation des biomolécules (MDA sérique et MDA érythrocytaire) en relation avec
I’augmentation de cuivre sérique associé a la grossesse. Ces altérations sont dues au fait que
la grossesse est un cas physiologique caractérise par une fragilité de défense vis-a-vis des
agents prooxydants ce qui provoque une perturbation de statut oxydant/antioxydant. Ces
perturbations peuvent étre responsables, pendant la grossesse, d'importantes complications
materno-feetales (Pré-éclampsie, Fausse couche, avortement, diabéte gestationnel....), et
justifient lI'intérét d'une surveillance particuliére.

D’autre part notre résultats montre clairement le role d’un supplément de fer en
troisiéme trimestre de grossesse sur le développement de la peroxydation lipidique ce qui
favorise la progression du stress oxydatif ceci attire 1’attention sur la supplémentation
systématique de fer sans contréle des besoins réelle de la femme enceinte en différentes
période de grossesse. A la lumiére de ce travail, une surveillance stricte, délicate et périodique
est essentielle chez les femmes enceintes en absence ou en présence de complications. La
diététique est un facteur limitant de ’apparition des altérations métaboliques et de stress
oxydatif chez les femmes pendant les trois trimestres de grossesse.

Enfin, la grossesse est une période favorisée pour 1’éducation nutritionnelle. Il y'a
maintenant suffisamment de preuves pour conclure que des interventions pour corriger les
altérations métaboliques et le stress oxydatif ont des effets biologiques positifs. Il est utile
aussi de rechercher des effets sur la santé des femmes enceintes. Enlever ou éviter des sources
ajoutées de radicaux libres (ex : fumer, ou mauvais controle alimentaire, 1’obésité¢) auront

probablement plus de chances de réussir que des tentatives pour corriger le stress oxydatif.

59



Conclusion

Une prise en charge du statut antioxydant au cours de la grossesse est nécessaire pour
I'évaluation favorable de ce cas physiologique. Toutefois des nouvelles études sont
nécessaires pour contrbler la physiologie des systémes biologiques et le mécanisme
d’adaptation de ’organisme a la grossesse pour bien comprendre les mécanismes de réduire
les complications associe au développement de stress oxydatif chez les femmes au cours de

différentes périodes de grossesse.
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Annexe

Annexe 01

Fiche questionnaire

Concernant les femmes témoins et les femmes enceintes de notre étude

1.Femme :
2.Age : C]
3.Trimestre de grossesse : 1¥¢2¢mme3 émme (]
4.Maladies associés a la grossesse :Oui :]

4.1.Si oui les quelles ? ]
5.Avortement : Oui )

Si oui

5.1. Quelle est le nombres d’avortement: C]

5.2. Quelle est le type d’avortement : Naturelle [ ]
6.Avortement dans la famille : Oui :]
7.0pération dans I’accouchement : Oui :]
8.Nombre des enfants :

9 .Notion de consanguinité : Oui
10.Région d’habitat :

11.Age de puberté :

12.Période de mariage :

13. Boire de thé : Oui

e

14. Traitement par des herboristes : Oui

) )
Non :]

Non ()

Provoqué [ )
Non )
Non(__]

Non (]

Non ()
Non ()
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Annexe

Annexe 02

mTO
Tl
mT2

T3

Figure 32 : Répartition des populations d’étude des femmes enceintes et des témoins.

Annexe 03

mT3
mT2
T1

Figure 33 : Répartition de I’4ge des femmes enceintes pendant les trois trimestre de

grossesse.

79



Annexe

Annexe 04
B n<2
0 n>2
Figure 34 : Répartition du nombre de bébé des femmes enceintes .
Annexe 05

® Oui

= Non

Figure 35 :Pourcentage de 1’état d’avortement chez les femmes enceintes pendant le premier

trimestre de grossesse.
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Annexe

Annexe 06

m Oui

= Non

Figure 36 :Pourcentage de 1’état d’avortement chez les femmes enceintes pendant le

deuxiéme trimestre de grossesse.

Annexe 07

® Oui

= Non

Figure 37:Pourcentage de 1’état d’avortement chez les femmes enceintes pendant le troisieme

trimestre de grossesse.
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Résumé

Le but de notre travail est de contribuer & l'amélioration de la qualité de la
surveillance de la grossesse contre les altérations métaboliques et le stress oxydant chez les
femmes enceintes dans la région d’El oued. Notre étude a été réalisée sur 74 femmes ayant
une moyenne d’ages de 20 a 38 ans inclus des femmes non enceintes (témoins) et des
femmes enceinte en différentes trimestre de grossesse. Les résultats de notre étude montrent
une grave altération métabolique caractérisée par une normo glycémie et une variation de la
concentration des protéines, de fer et de cuivre sérique chez les femmes enceintes notamment
pendant le troisieme trimestre de grossesse par rapport aux femmes non enceintes. Par
ailleurs notre résultat montre aussi une diminution progressive du taux d’hémoglobine et
d’hématocrite a la longue de période de grossesse chez les femmes enceintes en comparaison
avec les témoins. en effet 1’augmentation de la peroxydation lipidique et la diminution
significative de GSH, acide urique et pouvoir antioxydant totale ORAC au niveau de sérum
et erythrocytes des femmes enceinte notamment pendant le troisiéme trimestre de grossesse
montre clairement 1’évolution de ’état de stress oxydatif associ¢ a la grossesse chez les
femmes enceintes d’une part et le role d’un supplément systématique de fer sur le
développement de cet état chez les femmes enceintes d’autre part. En conclusion, la présente
étude suggere que la grossesse est un état physiologique caractérisé par une perturbation
métabolique et un stress oxydant contribue a 1’initiation et la progression des complications
associées a la grossesse. Toutefois, un supplément contrélé en fer et un régime équilibré
riche en antioxydants pourrait corriger I’anémie et le stress oxydatif et améliorer la qualité de
la vie d’une femme pendant la grossesse pour assurer un bonne santé de la meére et un bien

développement feetal.

Mots clés : Grossesse, fer, cuivre, stress oxydatif.

gailall
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