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INTRODUCTION GENERALE

INTRODUCTION GENERALE

Le diabéte gestationnel est une des complications les plus fréquentes de la grossesse. Il
apparait généralement au seuil du troisiéme trimestre, au moment ou les facteurs diabétogéenes
d’origine placentaire exercent leur plein effet. Il se caractérise par un état exagéré
d’insulinorésistance avec un déficit du mécanisme d’adaptation pancréatique et une
insulinosécrétion insuffisante. Le diabete gestationnel est un véritable probléme de santé
publique du fait des risques encourus par la mére et sa progéniture. Il s’accompagne de
plusieurs complications périnatales et obstétricales en relation avec la séveérité de
I’hyperglycémie maternelle. Les complications materno-feetales s’observent a court et a long
terme et justifient une prise en charge optimale multidisciplinaire.

La prévalence du diabéte gestationnel est trés variable selon les populations étudiées. Il
affecte 2 a 6 % des femmes enceintes en France mais pratiqguement le double aux Etats-Unis
d’Amérique. Les études épidémiologiques récentes vont dans le sens d’une augmentation de
la prévalence depuis une vingtaine d’années. Cette constate progression est corrélée en partie
a I’épidémie galopante du diabéte type 2 et a I’obésité dans la population générale, mais aussi
a D’abaissement de nouveaux criteres de diagnostic déterminés en fonction du risque de
morbidité materno-feetale.

Face a I’augmentation du taux de diabéte gestationnel, 1’identification de facteurs aggravant le
risque d’insulinorésistance est un sujet d’actualité pour une meilleure prise en charge de la
grossesse. Les relations entre fer et insulinorésistance suggerent que le fer pourrait étre un
facteur de risque supplémentaire.

En effet, les relations entre surcharge en fer et insulinorésistance, clairement admises dans
I’hémochromatose, pourraient également é&tre impliquées dans 1’étiopathogénie de
I’insulinorésistance et du diabete type 2. Si, jusqu’a une époque encore récente, la
supplémentation martiale était devenue quasi systématique chez les femmes enceintes pour
prévenir une carence martiale, au cours de cette derniere décennie s’est développée une
controverse sur I’intérét des supplémentations systématiques en fer, non seulement sur une
éventuelle incidence sur la survenue de dysgravidie mais aussi en raison d’un lien possible

entre un statut en fer élevé et le risque de diabete et de diabete gestationnel.
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INTRODUCTION GENERALE

Le fer en exces peut étre pro-oxydant, et participer a la géneration de radicaux libres pouvant
altérer les cellules B-pancréatiques et le métabolisme glucidique. La facilité avec laquelle le
fer est oxydé et réduit de fagon réversible, bien qu’indispensable pour ses fonctions
métaboliques, est a la base de I’implication du fer dans la physiopathologie des surcharges en
fer, parmi lesquelles le diabéte. Le role du stress oxydant dans la physiopathologie du diabete
gestationnel est évoqué. Les études recensées montrent une élévation des marqueurs oxydatifs
avec une diminution des défenses antioxydantes. L’équilibre redox est rompu en raison de la
surproduction des radicaux libres associé¢ a 1’hyperglycémie et/ou d’un déficit d’adaptation
des systéemes de défenses antioxydantes.

La surcharge en fer est 1'une des causes de stress oxydant bien admise dans
I’hémochromatose. Or récemment plusieurs études observationnelles dans la population
générale font état d’une augmentation du risque d’insulinorésistance en cas de statut en fer
élevé. Le fer pourrait aussi étre impliqué dans 1’augmentation du stress oxydant associé au
diabéte gestationnel en cas de supplémentation martiale. Cependant, des études associant les
paramétres du stress oxydant lors du diabéte gestationnel avec la supplémentation ou le statut

en fer de la femme enceinte ne sont pas documentées.

Notre travail de these a eu comme objectif de décrire la relation entre statut en fer / stress
oxydant et diabete gestationnel a partir d’une étude clinique observationnelle monocentrique
chez des femmes enceintes Libanaises. L’originalité de notre étude a été de nous intéresser a
I’impact du statut en fer sur le risque de diabete gestationnel indépendamment de toute
supplémentation. De plus aucune étude de prévalence du diabéte gestationnel n’étant
disponible au Liban, cette étude pourrait étre utile pour évaluer ce risque aupres des praticiens
pour une meilleure surveillance des femmes enceintes.

Notre premiere partie dressera un état de la question sur la problématique du diabéte
gestationnel dont la prévalence est en constante progression au cours de ces dernieres années
et ses conséquences materno-feetales, ainsi que sur les bénéfices mais également sur les
limites de la supplémentation en fer au cours de la grossesse, en raison des propriétés
prooxydantes du fer, en plus de son implication récente dans le risque de survenue de diabete
gestationnel.

Dans une deuxiéme partie, nous décrirons le schéma de ’étude clinique chez les femmes

libanaises enceintes dont 1’objectif était d’évaluer les conséquences d’un statut en fer élevé
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INTRODUCTION GENERALE

sur le risque de stress oxydant et de diabete gestationnel et les conséquences materno-fotales

au cours de la grossesse. Cette étude a été menée selon un protocole approuvé par la

Commission Universitaire d'Ethique Médicale et de Bioéthique de 1I’Université Libanaise.

Aprés une présentation du matériel et des méthodes pour le dosage des parameétres

biologiques et des marqueurs du stress oxydant nous détaillerons les résultats de 1’étude en

présentant:

o La relation entre statut en fer au cours de la grossesse et le diabéte gestationnel.

. L’association entre les parameétres du stress oxydant et le statut en fer lors du diabéte
gestationnel.

o La prévalence du diabéte gestationnel chez la population étudiée selon les différentes
recommandations de dépistage.

Nous avons réalisé parallelement une étude expérimentale dans le but de mettre en place un

modeéle de diabéte gestationnel qui nous permettra d’étudier les mécanismes moléculaires et

épigénétiques de I’'impact d’un statut en fer élevé sur les dommages oxydatifs aux niveaux des

organes des feetus ainsi que des complications périnatales et éventuellement du risque de

pathologies a 1’age adulte. Les résultats préliminaires de cette étude seront présentés dans une

troisiéme partie de ce manuscrit.

Enfin, les résultats obtenus seront discutés, en soulignant I’intérét et décrivant les limites,

ainsi que les perspectives de ce travail.
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ETAT DE LA QUESTION

|. DIABETE GESTATIONNEL

I.1. Historique

En 1961, O’Sullivan fut le premier a adopter le terme «Diabéte gestationnel» (DG), le
substituant ainsi au terme de «diabete métagestationnel» proposé par Hoet en 1954, pour
désigner I’apparition de risques obstétricaux liés au diabéte au cours de la grossesse. En 1964,
O’Sullivan et Mahan définissaient des criteres pour le diagnostic de DG dont le but était
d’évaluer le risque ultérieur de diabéte type 2 (DT2) et non pas de complications périnatales.
Ces criteres sont restés des valeurs standards durant plusieurs décennies. Dans les années
soixante-dix, plusieurs auteurs s’intéressérent a nouveau la pathophysiologie du DG (Phelps
et al., 1975) et ont menés des études de population dans le but d’établir les critéres
biologiques de dépistage d’un DG et de déterminer les risques de morbidité materno-foetale et
néonatale. Ces études ont conduit a des positions tres divergentes, certains défendant 1’intérét
d’un contrdle strict de la glycémie pendant la grossesse. Pour eux, toute hyperglycémie étant
potentiellement dangereuse elle doit étre détectée et «agressivement» traitée. Une
hyperglycémie, méme asymptomatique pendant la grossesse est associée a une morbidité
importante de la meére ainsi que pour le nouveau né. Alors que d’autres considéraient
insuffisantes les preuves de ce risque de morbidité, et jugeaient inutile toute détection
systématique et traitement agressif de DG, car, pour eux, seul un sous groupe de femmes
enceintes et leurs nouveau-nés étaient sujets a ces risques. Une solution logique de ce
dilemme aurait été de développer des méthodes pour stratifier les patientes avec DG en
fonction des risques a court et a long terme, de maniére a envisager un traitement de la
population a haut risque (Buchanan et Kjos, 1999). Plus tard, les études sur de plus grandes
cohortes ACHOIS (Australian Carbohydrate Intolerance Study in Pregnant Women)
(Crowther et al.,, 2005) et NICHD (National Institute of Child Health and Human
Development) (Landon et al., 2009), ont prouvé le bénéfice d’une prise en charge d’un DG,
méme dans ses formes modérees, en permettant de diminuer de facon significative les
complications périnatales. Parallelement, 1’étude HAPO (Hyperglycemia and Adverse
Pregnancy Outcome) montrait I’existence d’un continuum entre les valeurs glycémiques,

jusqu’alors considérées comme normales, et les risques périnataux (Metzger et al., 2008).
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1.2. Définition et genéralités

L’Organisation mondiale de la santé (OMS) (Alberti et Zimmet, 1998) a défini le DG par un
trouble de la tolérance glucidique, conduisant a une hyperglycémie, de sévérité variable,
débutant ou diagnostiqué pour la premiere fois pendant la grossesse, quels que soient le
traitement et 1’évolution dans le post-partum. Cette définition englobait en fait deux entités
différentes qu’il convient de distinguer:

- Un diabéte patent, le plus souvent DT2, préexistant a la grossesse et découvert seulement a
I'occasion de celle-ci, et qui persistera aprés l'accouchement. Il peut-étre dépisté chez les
femmes a risque lors de la premiére visite prénatale.

- Une anomalie de la tolérance glucidique reellement apparue en cours de grossesse,
généralement en deuxieme partie, et disparaissant, au moins temporairement, en post-partum.
La prévalence de DG varie de 1 a 14% selon les populations et les critéres de dépistage
retenus (Young et al., 2007). Elle serait de 2 a 6% en France (CNGOF, 2010), de 4-14% aux
Etats-Unis (Jovanovic et Pettitt, 2001). Une augmentation progressive du DG est décelée en
cours de la derniére décennie, reflétant 1’élévation de I’incidence de DT2 et de 1’obésité chez
la population de fond.

Le DG est associé a des conséquences maternelles, feetales et néonatales a court et a long

terme. Les principales complications du DG sont représentées dans le tableau 1 suivant:

Tableau 1 : Complications du diabéte gestationnel (D’aprés Whitelaw et Gayle, 2010)

Complications Enfant Meére
Périnatales e Macrosomie : poids de naissance e 1 nombre de césarienne
4Kg ou 4.5Kg ou >90° percentile e Hypertension gravidique et
pour I’age gestationnel. pré-éclampsie
Dystocie de 1’épaule e Accouchement prématuré

e Hypoglycémie néonatale
Cordon C-peptide >90° percentile
(marqueur de I’hyperinsulinisme)

e Hyperbilirubinémie néonatale
Mortalité périnatale

e Admission aux soins intensifs

néonatals
A long terme e Intolérance au glucose (DT2) e DT2
e Obésité e DG lors des grossesses
o Déficit intellectuel suivantes
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Les principaux facteurs de risque du DG sont:

- Le surpoids (Indice de masse corporelle IMC >25 Kg/m?) ou obésité (IMC>30 Kg/m?)

- L’age maternel >30-35 ans

- L’origine ethnique a prévalence de diabete elevée (Sud-Asiatique, Moyen Orient, Caraibes,
Africo-Ameéricain, Hispanique)

- Les antéceédents familiaux au premier degré de DT2

- Les antécédents obstétricaux de DG ou de macrosomie

- Le syndrome d’ovaires polykystiques (Singh et Rastogi, 2008), (Murphy, 2010).

Par contre, les caractéristiques suivantes ne semblent pas étre des facteurs de risque
indépendants de DG:

- Le niveau socio-économique

- La multiparité

- Les grossesses multiples

- Une prise gestationnelle de poids exagérée (CNGOF, 2010).

Aucune donnée sur le risque ou I’absence de risque d’une supplémentation martiale ou d’un
statut en fer ¢élevé n’est a ce jour reconnue comme un facteur de risque par les sociétés

savantes.

1.3. Dépistage du diabete gestationnel

La stratégie de dépistage et les critéres diagnostiques du DG font 1’objet d’incessantes
controverses. Le dépistage de DG repose sur des tests de charge orale en glucose:
hyperglycémie provoquée par voie orale (HGPO) entre 24 et 28 semaines d’aménorrhée (SA),
date a laquelle la tolérance au glucose se détériore au cours de la grossesse. La méthode
diagnostique classique, remontant a pres de 50 ans, se réalise en 2 temps:

- En premier lieu le test d’O’Sullivan ou «glucose challenge test» (GCT) par dosage de la
glycémie une heure aprés ingestion de 50 g de glucose hydraté.

- En deuxieme lieu, seules les femmes dépistées positives (glycémie supérieure a 130-140
mg/dL ou 7.2-7.8 mmol/L) subissent un test diagnostique d’HGPO avec une charge de 100 g
de glucose et un dosage de la glycémie apres 3 heures permet de confirmer ou non le

diagnostic de DG.
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Les stratégies en un temps sont basées sur la réalisation d’une HGPO a 75 g de glucose avec
mesure des glycémies a 0, 1 et 2 h. Le GCT, semble en théorie, une méthode adéquate pour
imiter la glycémie postprandiale, mais cependant il présente un taux non négligeable de faux
négatifs et il est plus susceptible d’étre positif dans 1’aprés midi (Moses et Cheung, 2009),
(Van Leeuwan et al., 2012). Une étude réalisée en France a montré que le dépistage du DG en
2 temps n’est pas pertinent, préférant un dépistage en une étape simple en utilisant une seule
HGPO a 759 de glucose (Chevalier et al., 2011).

Les bénéfices du dépistage et du diagnostic de DG doivent s’évaluer sur la réduction des
risques materno-feetaux au cours de la grossesse et de 1’accouchement et sur la réduction des
risques a long terme pour la mére et I’enfant (HAS, 2005a). Le dépistage du DG peut-étre
systématique ou ciblé. Le dépistage ciblé consiste a stratifier les femmes enceintes selon les
facteurs de risque. Selon le College national des gynécologues et obstétriciens francais
(CNGOF, 2010), il n’y a pas d’arguments suffisants pour recommander un dépistage
systématique, sauf en présence d’au moins un des critéres suivants: dge maternel >35 ans,
IMC >25 kg/m? antécédents de diabéte chez les apparentés au 1% degré, antécédents
personnels de DG ou d’enfant macrosome. En revanche, 1’American diabetes association
(ADA, 2013) et ’American congress of obstetricians and gynecologists (ACOG, 2013)
recommandent un dépistage systématique de DG chez toutes les femmes enceintes.

De méme il n’y a pas d’uniformité sur les valeurs seuils des critéres diagnostiques du DG. Les
différentes recommandations pour les critéres diagnostiques du DG sont représentées dans le
tableau 2 ci-apres. Et en 2010, un consensus international sur les modalités de dépistage et les
critéres diagnostiques a été proposé par un groupe d’experts «International Association of
Diabetes and Pregnancy Study Groups» (IADPSG, 2010).

Les recommandations de ’TADPSG proposent un changement a la fois dans la stratégie de
diagnostic et dans les valeurs seuils des glycémies qui ont abaissées (Figure 1), en raison des
risques périnataux associés. Les conséquences logiques de cet abaissement des valeurs seuils
sont une augmentation de la prévalence du DG. Cette prévalence pourrait atteindre 17% au
plan international. Une étude réalisée en France, depuis cette nouvelle proposition, (Wery et
al., 2014) et portant sur 200 participantes a mis en évidence une nette augmentation du taux
de DG évaluée a 14% avec ’utilisation de ces nouveaux critéres (prévalence estimée de 2 a

6% avec les anciens criteres. CNGOF, 2010).
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Tableau 2 : Recommandations internationales des criteres diagnostiques du diabete gestationnel

NICE CNGOF IADPSG ADA ACOG CDA OMS
2008 2010 2010 2013 2013 2013 2013
Dépistage ciblé ciblé systématique  systématique systématique systématique systématique
Méthode Préférée Alternative
1/2 temps 1temps 1 temps 1 temps 1 temps 2 temps 2 temps 1 temps 1 temps
Diagnostic 759 759 759 HGPO 759 HGPO 509 CGT : 509 CGT : 759 HGPO 759 HGPO
HGPO HGPO >140mg/dL >200 —DG
! >140—
100g HGPO 759 HGPO
Seuils mg/dL
A jedn 126 92 92 92 95 95 92 92-125
1h - 180 180 180 180 190 180 180
2h 140 153 153 153 155 162 153 153-199
3h - - - - 140 - - -
Valeurs 1valeur 1 valeur 1 valeur 1 valeur 2 valeurs 1 valeur 1 valeur 1 valeur
requises anormale anormale anormale anormale anormales anormale anormale anormale

NICE: National institute for health and clinical Excellence (NICE, 2008); CNGOF: College national des gynécologues et obstétriciens francais (CNGOF, 2010);
IADPSG: International association of diabetes and pregnancy study groups (IADPSG, 2010); ACOG: American college of obstetricians and gynecologists
(ACOG, 2013) ; ADA: American diabetes association (ADA, 2013); CDA: Canadian diabetes association (CDA, 2013); OMS: Organisation mondiale de la
santé (WHO, 2013);

Pour la premiere fois en 2013, ’'OMS (WHO, 2013) a caractérisé une hyperglycémie
diagnostiquée pendant la grossesse en diabéte mellitus au cours de la grossesse et en DG.
Dans I’intérét de recommandations standards universelles pour le diagnostic du DG, ’OMS a
adopté les valeurs seuils proposés par 'IADPSG et a précisé les valeurs limites pour le
dépistage d’un diabéte mellitus au cours de la grossesse (WHO, 2013). Désormais, toute
glycémie dépassant 125mg/dL a jedn ou 199 mg/dL a 2h post HGPO, quelque soit le moment
au cours de la grossesse ne doit plus étre considérée comme un DG, mais comme un diabéte

mellitus.

[Lére visite prénatale : dosage de la GAJ ou HbA1C|

GAJ <92 mg/dL 92 <GAJ <126 mg/dL GAJ >126 mg/dL
ou HbAlc >6.5%

} | |

HGPOa75¢g A considérer comme Diabéte préexistant
24-28 SA diabéte gestationnel l
Valeurs seuils (Tableau 2) Prise en charge précoce Prise en charge spécifique

GAJ: glycémie & jeln; HbAlc: hémoglobine glyquée,; SA: semaines d’aménorrhée;

Figure 1 : Stratégie de dépistage du DG proposée par PTADPSG (D’aprés Legardeur et al., 2011).
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1.4. Physiopathologie du diabete gestationnel

Au cours de la grossesse, 2 peériodes successives de glycorégulation sont observées.
L’insulinémie et ’insulinosensibilité augmentent jusqu’a la 24 semaine d’aménorrhée, phase
d’anabolisme pour le développement feetal, avec une tendance hypoglycémique surtout la nuit
et au réveil. A partir de troisieme trimestre, la grossesse normale s’accompagne d’une
inulinorésistance (IR) qui progresse régulierement, se rapprochant des niveaux observés dans
le DT2. Cette IR est un phénoméne physiologique permettant 1’épargne du glucose disponible
par le feetus. Elle est réversible et compensée par un hyperinsulinisme réactionnel. Dans le

DG, il semble exister une exagération de cette IR et/ou des anomalies de 1’insulinosécrétion.

L’IR résulte a la fois d’une augmentation de I'adiposité maternelle et de 1effet
désensibilisateur a I’insuline des hormones placentaires, a savoir, 1’hormone lactogéne
placentaire, la progestérone, le cortisol, I’hormone de croissance et la prolactine. Les cellules
B-pancréatiques augmentent normalement leur sécrétion d'insuline pour compenser I’IR de la
grossesse. Si la fonction pancréatique est déficiente, 1’insulinosécrétion est alors insuffisante,
en particulier en période postprandiale, conduisant a un DG, reflétant un dysfonctionnement
sous-jacent des cellules béta. Parmi les causes de DG, 10% seulement sont attribuées a un
dysfonctionnement auto-immun avec des auto-anticorps anti-ilots de Langerhans ou anti-
antigenes des cellules béta et une évolution vers un diabete de type 1. Dans un petit nombre
de cas le DG est d’origine génétique de type monogénique avec des mutations au niveau des
cellules béta, caractérisant un diabéte préexistant mais révélé et diagnostiqué pour la premiere
fois au cours de la grossesse (Buchanan et al., 2007). Les mécanismes impliqués dans le DG
sont exactement les mémes que ceux impliqués dans le DT2. Il pourrait s’agir de la méme
entité pathologique, I’une vue a un stade précoce de I’évolution, I’autre vue plus tardivement

(Vambergue et al., 2002).

Plusieurs médiateurs biochimiques de I’'IR associée a 1’obésité sont aussi identifiés chez des
femmes ayant un DG (Buchanan et al., 2007). Ces médiateurs incluent des élévations des taux
de leptine, des cytokines tel le TNF-a (tumoral necrosis factor), de CRP (Protéine C-réactive)
et de diminution des taux d’adiponectine (Harlev et Wiznitzer, 2010) (Miehle et al., 2012).
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Si le diabete n’est lié qu’a la grossesse, il apparait classiquement en deuxiéme partie de
grossesse et n’entraine donc pas de risque de malformations feetales car la glycémie était
normale au moment de I’organogenése. En revanche, les risques de complications feetales et

néonatales, liés a I’hyperinsulinisme réactionnel du feetus, sont identiques (Young et al.,

2007).

Il. FER ET GROSSESSE

Il est clairement établit que les besoins en fer sont significativement augmentés durant la
grossesse, et ce malgré 1’épargne du a 1’absence des pertes lors de la menstruation. Selon
I'OMS, la prévalence de femmes enceintes anémiques dans le monde est de 41.8% dont la
majorité (75-80%) ayant une anémie ferriprive (McLean et al, 2007), (WHO, 2008). Les
autres causes d’anémies seraient la carence en folate et en vitamine B12, les
hémoglobinopathies ou une anémie hémolytique (Milman, 2008). L’anémie gravidique étant

3°M trimestres

définie par ’OMS comme une hémoglobinémie inférieure a 11 g/dL aux 1% et
et a 10,5 g/dL au 2°™ trimestre. Cette anémie ferriprive est généralement accompagnée par
une déplétion de réserves en fer, pouvant étre indiquée par un taux de ferritine sérique
effondré <12 pg/L (WHO, 2001), (Pena-Rosas et Viteri, 2009). La prévalence de 1’anémie par
carence martiale au cours de la grossesse varie en fonction de la réalisation ou non d’une
supplémentation systématique. Jusqu'a une époque récente la supplémentation en fer était
devenue systématique pour combler les besoins en fer et prévenir les complications
maternelles et périnatales de 1’anémie. Mais au cours de cette derniére décennie, une
controverse s’est développée sur I'intérét des supplémentations systématiques en fer, en

raison notamment du risque associé a un exces de cet élément, dont on sait qu’il participe a la

génération de radicaux libres (Favier et Hiniger-Favier, 2004).

I1.1. Les besoins en fer au cours de la grossesse

Les besoins en fer augmentent progressivement au cours de la grossesse au fur et a mesure du
développement feeto-placentaire et de I’augmentation de la masse érythrocytaire. Durant le
premier trimestre les besoins diminuent 1égerement (0.8 mg/j chez une femme de =55 Kg) dus

a I’arrét des pertes menstruelles et du fait que I’augmentation de la masse globulaire ne débute
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qu’a la fin du premier trimestre. Au cours du deuxiéme trimestre et jusqu’a la fin de la
grossesse les besoins augmentent considérablement, soit 4-6 mg/j, et peuvent méme atteindre
7.5 mg/j les 6-8 derniéres semaines (Figure 2), (Bothwell, 2000). Au total, le codt en fer de la
grossesse s’¢leéve a environ 1 g. Cette quantité est nécessaire pour couvrir les besoins de la
grossesse liés a I’¢élévation de la masse érythrocytaire (500 mg), a la croissance feetale (300
mg), au fonctionnement placentaire (90 mg) et aux pertes métaboliques physiologiques (250
mQ).

Il existe des mécanismes d’adaptation physiologique permettant de faire face aux besoins
accrus en fer: la mobilisation des réserves martiales de 1’organisme et 1’augmentation des
capacités d’absorption intestinales (Beucher et al., 2011). Les capacités d’absorption
intestinale du fer sont augmentées a partir de 20 SA, passant de 10 a 40% en fin de grossesse,
et sont modulées par 1’état des réserves martiales (Milman, 2006), (Beucher et al., 2011). En
supposant que les réserves maternelles soient constantes, L’absorption du fer doit donc
augmenter de 0.8 mg/j pendant les premieres semaines a 10-12 mg/j pendant les derniéres
semaines de la gestation (Ayoubi et al., 2012). L’absorption demeure élevée les premiers

mois suivant I’accouchement pour permettre de reconstituer les réserves en fer.

Menstruation Menstruation

+ 1

Iron requirement (mg/d)
= NW BB OO
|

Nc:-r:gravidl First Second Third IPDstpartum

T
Trimester

Figure 2 : Estimation des besoins journaliers en fer au cours de la grossesse chez une femme de
55 Kg (D’aprés Bothwell, 2000).

Les réserves en fer de I’organisme maternel sont rapidement mobilisées par I’accroissement
de la masse érythrocytaire, ce qui entraine un effondrement physiologique de la ferritine
plasmatique dés la fin du deuxiéme trimestre. Chez une femme non-enceinte, 1 pg/L de

ferritine plasmatique correspond a 7-8 mg du fer mobilisable. Ainsi, une ferritinémie >70
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ug/L marque une réserve >500 mg en fer, et peut balancer les pertes en fer. Dans ce cas, les
besoins de la grossesse et 1’accouchement sont satisfaits sans nécessité de recours a une
supplémentation, et sans risque d’anémie ferriprive (Milman, 2008). Une ferritinémie autour
de 40 ug/L correspond a 200-300 mg de réserves en fer tandis qu’une ferritinémie < 30 pg/L
(réserves en fer <200 mg) indique I’absence ou la faiblesse des réserves en fer. On soulignera
que ces valeurs doivent étre considérées avant ou au début de grossesse pour pouvoir juger de
I’intérét d’une supplémentation et ne devrait pas étre un critére de jugement si elles étaient
établies au cours du 3°™ trimestre car une partie du fer a déja été utilisée a cette période.

Toutefois des études sont nécessaires pour appuyer cette hypothese.

I1.2. Complications maternelles et périnatales d’une anémie par
carence martiale

Chez la mere, on note, selon la sévérité de I’anémie une fatigabilité avec une diminution des
performances physiques et une moindre résistance aux infections, une paleur cutanéo-
muqueuse, une dyspnée d’effort, une hypotension au repos, une tachycardie réactionnelle
avec majoration des risques d’une hémorragie obstétricale et méme de mort maternelle en
période périnatale. L’anémie ferriprive diagnostiquée en début de grossesse est associée a un
risque accru d’accouchement prématuré (<37 SA) (Scholl et Reily, 2000) et de petit poids de
naissance (<2500 g) (Scholl, 2005). Les données d’une méta-analyse récente concluent & une
association significative entre anémie prénatale et le risque de petit poids de naissance, de
prématurité et de mortinatalité et a une réduction de risque de petit poids de naissance avec la
supplémentation en fer (Haider et al., 2013).

Pour le nouveau-né, la carence en fer lors de la vie intra-utérine puis au début de la période
postnatale, peut avoir un effet négatif sur I'intelligence ainsi que sur le développement cognitif
et comportemental: le fer est un élément essentiel pour la neurogenése et la différentiation de
certaines régions cérébrales (Beard, 2008), (Milman, 2011). La période post-natale semble
étre plus préjudiciable car les études de supplémentation martiale montrent une correction des
scores cognitifs chez les enfants ayant bénéficié d’une supplémentation martiale a la

naissance mais pas lorsque la supplémentation est tardive (Lozoff et al., 2000).
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I1.3. Mesures diététiques pour la prévention de I’anémie par
carence martiale
L’Agence frangaise de sécurité sanitaire de I’alimentation (AFSSA) recommande un apport
par I’alimentation de 30 mg/j de fer au 3°™ trimestre de la grossesse (Martin, 2001). L’ Apport
nutritionnel recommandé (ANR) a été fixé a 27 mg de fer par jour pendant la grossesse par les
organisations de santé canadienne et américaine (NIH, 2007), (Canada Santé, 2009). Ils sont
essentiellement assurés par I’apport de viande et le poisson dont le fer héminique posseéde le
meilleur coefficient d’absorption intestinal (25% contre seulement moins de 5% pour le fer
non heéminique des végétaux). Une alimentation saine, variée et équilibrée (>2000
Kilocalories par jour) est encouragée afin de permettre des apports en fer suffisants pour
couvrir les besoins de la grossesse. Le guide pratique «La santé vient en mangeant» est
recommandé par La Haute autorité de santé (HAS) pour aider les femmes enceintes dans leur
régime alimentaire (HAS, 2005b). Cependant, I’apport en fer proposé de 27 a 30 mg par jour

semble difficile a atteindre sans avoir recours a une supplémentation.

I1.4. Prévention de I’anémie par carence martiale

Une disparité existe entre les recommandations de différentes organisations de santé de divers
pays occidentaux. En 1989, I’OMS a recommand¢ une supplémentation universelle avec 60
mg de fer deux fois par jour au cours de la deuxieme moitié de la grossesse (De Maeyer,
1989). En revanche plusieurs sociétés savantes considérent qu’une supplémentation ciblée
doit étre préférée a une supplémentation systématique. En 1993, I’U.S Preventive Services
Task Force, conclut que les données sont insuffisantes pour recommander ou déconseiller
I’administration d’une supplémentation en fer durant la grossesse (USPSTF, 1993). Le
CNGOF en 1997, conclut qu’en dehors de toute anémie, il n’y a aucune justification a une
supplémentation systématique en fer des femmes enceintes du fait qu’il n’a jamais été
démontré que la supplémentation en fer améliorait la santé du foetus et du nouveau-né. En
1998, 1’'US Centers for Disease Control and Prevention, proposait une supplémentation de
30mg/j pour chaque femme enceinte et une dose de 120 mg/j en cas d’anémie ferriprive
(CDC, 1998). L’OMS, 1998, a ajusté la dose recommandée a 60mg/j pour 6 mois ou 120mg/j
si la durée n’est pas suffisante (Stoltzfus et Dreyfus, 1998). En 2005, la HAS, préconise qu’il
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est inutile de proposer de fagcon systématique une supplémentation en fer aux femmes
enceintes car elle ne profite ni a la mére ni au feetus. Le traitement martial doit étre réservé
aux patientes présentant des anémies ferriprives averées par un diagnostic biologique et aux
patientes a risque de carence martiale. Au Canada un supplément contenant 16 a 20 mg de fer
est préconisé tout au long de la grossesse (Santé Canada, 2009). Au Danemark, Milman et
coll. (Milman et al., 2005) proposent une dose prophylactique de 40 mg/j a partir de 18 SA,
car selon eux une dose de 20 mg/j s’avérait non suffisante et que les doses de 60 a 80 mg/j
n’apportaient aucun bénéfice. Toutefois leurs critéres de jugement s’appuyaient uniquement
sur la différence des taux de ferritine sérique a 32 et 39 SA entre le groupe supplémenté a 20
mg/j et les 3 autres groupes supplémentés a 40, 60 et 80 mg/j, alors que par ailleurs aucune
différence significative n’était observée pour les paramétres suivants: hémoglobine (Hb)
maternelle, poids et longueur de naissance, score d’Apgar et pH sanguin du cordon, qui

auraient permis de justifier d’une telle attitude.

11.4.1. Supplémentation systématique versus supplementation individuelle

En absence de consensus universel, la supplémentation en fer durant la grossesse, pourrait étre
générale dans les pays en voie de développement ou un grand nombre de femmes sont
anémiques au début de grossesse, ou individuelle dans les pays industrialisés et riches ou la
plupart de femmes commencent leur grossesse avec des réserves en fer suffisantes (Milman,
2012). En fait, la supplémentation systématique améliore le statut en fer maternel au cours de
la grossesse et en post-partum et semble protéger la mére et le bébé contre 1’anémie ferriprive
que ce soit dans les pays développés ou dans les pays en voie de développement. Cependant
plusieurs études controlées d’une supplémentation systématique réalisées dans des pays
industrialisés n’ont pas permis de démontrer une réduction des complications obstétricales et
néonatales (Feightner, 1994). Une méta-analyse de la Cochrance Database (Pena-Rosas et
Viteri, 2009) a évalué I’impact d’une supplémentation en fer, quotidienne ou hebdomadaire, a
partir de 49 essais randomisés, et en déduit une amélioration des taux moyens d’Hb avant et
apres 1’accouchement et la prévention d’anémie et d’anémie ferriprive a terme, sans mettre en
évidence la réduction des complications maternelles et néonatales (petit poids de naissance,
retard de croissance, prématurité et hémorragies post-partum). En revanche, une prophylaxie

systématique pourrait avoir un impact positif sur la croissance fcetale et les complications
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maternelles dans les pays sous développés a haute prévalence d’anémie (Rioux et al., 2007).
Une autre méta-analyse incluant 48 essais randomisés et 44 études de cohorte conclut & un
bénéfice de la supplémentation en fer aprés une amélioration des concentrations moyennes
d’Hb et de la réduction des taux des anémies chez la meére a terme, ainsi qu’une diminution du
risque de petit poids de naissance mais sans effet sur la prématurité (Haider et al., 2013). Une
étude conclut a un effet bénéfique d’une supplémentation en fer (45 mg/j) dans la prévention
de I’anémie en retenant comme critére de jugement uniquement l’augmentation des
parametres biologiques des femmes supplémentées lors de 1’accouchement (De Benazé et al.,
1989) sans estimation d’un bénéfice risque clinique. L’analyse de cette étude avec les
nouvelles données de la littérature amene a reconsidérer les résultats de cette étude. En effet
dans cette étude, d’une part les taux d’Hb a I’inclusion étaient dans les valeurs normales de la
grossesse selon les critéres de ’OMS (>11 g/dL), de plus apres la supplémentation martiale,
le groupe supplémenté en fer présentait des taux d’Hb qui pourraient exposer a un risque plus
élevé de complications néonatales. En effet, selon une revue systématique des taux éleveés
>13-13.5 g/dL durant la seconde moitié de la grossesse seraient préjudiciables pour le
nouveau-né en augmentant le risque de petit poids de naissance, alors qu’inversement les
risques les plus faibles furent observés pour des taux d’Hb de 9.5-10.5 g/dL tout au long de la
grossesse (Pena-Rosas et Viteri, 2009).

Dans une étude ouverte australienne (200 femmes), les auteurs concluent a un bénéfice d’une
infusion de polymaltose de fer suivie d’une dose orale journaliere de 80 mg dans le traitement
d’une anémie modérée. Dans cette étude encore, les critéres de jugement ne considéraient que
I’augmentation des parameétres hématologiques (Hb et ferritine) lors de 1’accouchement, alors
qu’aucun bénéfice n’était observé pour I’Hb du cordon et le poids de naissance des nouveau-
nes.

Milman et al. (2006b, 2011), proposent pour les pays Européens une dose prophylactique
générale de 30 a 40 mg/j en fer et de 60 a 100 mg/j dans les pays en voie de développement,
ou une prophylaxie individuelle en fonction du taux de la ferritinémie lors de la premiére
visite prénatale

- Ferritine >70 pg/L): pas de supplémentation (cas de 15-20% des femmes des pays riches).

- 31<Ferritine <70 pg/L: une supplémentation de 30-40 mg/j.

- Ferritine <30 ug/L: une supplémentation de 60-80 mg/j.
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- Ferritine <15 pug/L:100 mg/j comme dose thérapeutique.

Cependant, le bénéfice pour une proposition d’une telle supplémentation en fer a été évalué en
ne retenant comme critéres de jugement que I’amélioration des parametres hématologiques de
la mere et la réduction de la prévalence des anémies, sans estimation des bénéfices ou risques

cliniques des complications maternelles et néonatales de I’anémie.

11.4.2. Risques de la supplémentation en fer

La supplémentation systématique, bien qu’apparemment de faible colit et sans risque, est
potentiellement associée a des effets indésirables non négligeables. Généralement les troubles
gastro-intestinaux sont d’autant plus fréquents que la dose de fer est plus élevée (>45 mg/j)
(Pena-Rosas et Viteri, 2009). Toutefois, une étude danoise ne trouvait pas de différence sur la
fréquence des effets digestifs avec une supplémentation allant de 20 a 80 mg/j (Milman et al.,
2006a). De plus, une supplémentation martiale non justifiée pourrait entrainer une
augmentation trop importante de la masse érythrocytaire ou une hémoconcentration (Hb >13
g/dL) et altérerait les échanges utéroplacentaires, conduisant a un risque plus élevé de petit
poids de naissance, de retard de croissance intra-utérine, de maladie hypertensive gravidique
et de prématurité. Désormais, du fait de ce risque et en raison d’éventuels effets déléteres liés
a la génération de radicaux libres en cas d’excés de fer (Favier et Hininger-Favier, 2004), la
supplémentation systématique (en dehors de toute anémie) est controversée (Beucher et al.,
2011). Le guide pratique frangais, établi par les Unions régionales des professionnels de santé
(URPS, 2011) pour la surveillance d’une grossesse a bas risque, considére qu’en dehors d’une
anémie par carence martiale, confirmée en début de grossesse par une Hb <11 g/dL, un apport
supplémentaire élevé en fer peut exposer au risque oxydant du fer et d’hypotrophie foetale
pour des taux d’Hb >14 g/dL. Du fait de ses propriétés pro-oxydantes, un risque tératogéne
du fer est également évoqué (Weinberg, 2010), et par principe de précaution la
supplémentation en fer est a éviter durant la période d’embryogenése et d’organogenese (8
premieres SA).

En conclusion, toute supplémentation en fer au début de la grossesse doit étre justifiée par le
test du statut martial (Hb et Ferritine). Une ferritinémie >70 pg/L au début de la grossesse
correspond a des réserves martiales suffisantes pour qu’une grossesse puisse se dérouler sans

avoir recours a une supplémentation. Lorsque la ferritinémie est <70 pg/L et I’Hb est normale,
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une supplémentation en fer sélective et adaptée, avec un apport en fer moderé (20-30mg)
pourrait prévenir les complications maternelles et néonatales d’une anémie ou d’une
surcharge en fer. En présence d’une anémie l’intérét d’une supplémentation est bien

évidemment justifié a la dose de 60 mg.

I1l. STRESS OXYDANT, FER ET GROSSESSE
I11.1. Stress oxydant (SO)

Le terme de SO a été évoqué pour la premiere fois en 1981 par H. Sies pour définir un état de
déséquilibre entre la production d’espéces réactives de 1’oxygeéne (ERO) et les défenses
antioxydantes de 1’organisme en faveur des premiers. En biologie, I’oxygene est a I’origine de
la formation de radicalaires libres, qui caractérisent des molécules capables d’exister avec un
électron non apparié, ce qui les rend fortement réactives avec leur environnement. Aux cotés
des radicaux libres il existe également des oxydants non radicalaires comme le peroxyde
d’hydrogéne (H,0,) ayant une configuration électronique stable, mais qui peuvent facilement
réagir avec les radicaux libres pour donner de nouvelles espéces réactives. Ces deux classes
d’oxydants sont regroupées sous la catégorie des ERO et des espéces réactives de 1’azote
(ERN). Aprés avoir été considéré comme toujours délétéres, les radicaux libres au cours de
ces derniéres années au profit de nouvelles études apparaissent comme des molécules qui a
faibles concentrations sont nécessaires a des fonctions essentielles de I’organisme comme les
défenses immunitaires, la signalisation cellulaire, 1’expression génique, le maintien de
I’homéostasie redox et les voies de transduction signalétique impliquées dans la croissance, la
différentiation et la mort cellulaire (Al-Gubory et al., 2010). En revanche a forte
concentration, les radicaux libres endommagent les lipides membranaires, les protéines et
I’acide désoxyribonucléique (ADN). Pour faire face a cette production permanente
d’ERO/ERN, les organismes vivants ont développé un systéme de défense antioxydant qui
permet de controler cette production et d’éviter la survenue d’un SO. Il existe 2 types de
systtme de défenses antioxydants: le systeme enzymatique et le non-enzymatique. Les
antioxydants enzymatiques, les plus connus sont la superoxyde dismutase (SOD) capable de
dismuter I’anion superoxyde O2°" en H,0,, la métabolisation de H,O, en H,O est ensuite

réalisée par catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPx). La glutathion reductase
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(GRase) permet la régénération du glutathion GSH, un antioxydant endogene, aprés avoir
servi de substrat & la GPx et oxydé en GSSG. Le glutathion est également un piégeur de
radicaux libres, il appartient a la classe des antioxydants non-enzymatiques, dans laquelle
figurent également d’autres piégeurs de radicaux libres de sources exogénes comme la
vitamine C, la vitamine E, les caroténoides, les polyphénols, ainsi que les oligoéléments tels
que le cuivre, le zinc, le sélénium et le manganése.

D’autres molécules endogénes comme 1’ubiquinone, la bilirubine et 1’acide urique sont
considérées comme des antioxydants. Les principales espéces réactives, leurs origines

potentielles et les voies de détoxification sont présentees dans la figure 3.

Nitric oxide Nitri id
synthase Itrr:.;:chl =

Y

Peroxynitrite
ONOO-
Mitochondrial electron

transport chain

X

Hydroxyl ion

OH*
Endoplasmic
reticulum
MADPH oxidase Superoxide ., Hydrogenperoxide ____, Water
0,* H,O, H,O
SRELD Vits Cand E thioredoxin
Superoxide dismutase Catalase

Xanthine oxidase

Glutathione peroxidase

NADPH : nicotinamide adenine dinucleotide phosphate.
Figure 3: Les principales espéces réactives, leurs origines potentielles et les voies de
détoxification (D’aprés Burton et Jauniaux, 2011)

I11.2. Evaluation d’un stress oxydant

L’évaluation du SO du fait de la trés forte réactivité des radicaux et donc de leur durée de vie
trés faibles ne peut se faire par la mesure de leur concentration. Cependant en raison de leurs
réactions avec des cibles biologiques, il est possible de quantifier les dommages causés par
ces radicaux au niveau de cibles cellulaires (voir tableau 3). La lipoperoxydation ou oxydation
lipidique peut étre évaluée par le dosage des produits de dégradation générés par des attaques

radicalaires. La mesure du malondialdéhyde (MDA) ou des substances réagissant avec 1’acide
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thiobarbituriques (TBARS) ou des isoprostanes (IP) dérivés de 1’auto-oxydation radicalaire
des prostaglandines sont les marqueurs d’oxydation lipidiques les plus utilisés. L’oxydation
des protéines est évaluée par la mesure des groupements thiols (-SH) ou des groupements
carbonyles (C=0). Les dommages de I’ADN peuvent étre estimés par le test des comets qui
mesurent les coupures oxydatives de I’ADN ou par la mesure des bases oxydées comme la 8-
hydroxy-2’-déoxyguanosine (8-OH dG). Enfin la mesure des antioxydants, les activités

enzymatiques ou le pouvoir antioxydant total complétent I’étude de 1’évaluation du SO.

Tableau 3: Dosages évaluant les dommages causés par un stress oxydant au niveau de cibles
cellulaires

Cibles cellulaires Dosages

Marqueurs de lipoperoxydation MDA ; TBARS; IP;

Marqueurs d’oxydation des protéines Groupements non oxydés: thiols (-SH) ;
Groupements oxydés: carbonyles (C=0) ;

Marqueurs de dommages a I’ADN Coupures a I’ADN par le test des comets ;
8-0H DG;
Mesure des capacités antioxydantes Pouvoir antioxydant total (FRAP);

Activités enzymatiques (SOD, GPx, CAT, GRase...)
GSH; Vitamines E et C; Caroténoides; polyphénols
Oligo-éléments: Cu, Zn, Se, Mn.

I11.3. Stress oxydant et grossesse

Le SO se manifeste a I’interface foeto-maternelle des le début de la grossesse. Il joue a la fois
un réle dans le développement normal du placenta ainsi que dans la physiopathologie des
complications. En début de la grossesse et jusqu'a ce que la circulation utéroplacentaire soit
mise en place (12 SA), le développement du placenta se fait en environnement pauvre en
oxygene, ce qui préviendrait ’embryon d’une éventuelle attaque des espéces réactives et de
leurs effets tératogenes (Burton et Jauniaux, 2011). L’initiation de la circulation
utéroplacentaire se fait en premier lieu dans les couches périphériques du placenta,
s’accompagnant d’une augmentation de la tension en oxygene et parallelement de la
génération des ERO a la périphérie placentaire. Les défenses antioxydantes n’étant pas bien
prononcées a ce stade, les villosités périphériques dégénerent sous I’action des ERO
favorisant 1’ouverture d’arteres spiralées, la forme discoide du placenta et la formation des

membranes feetales (Burton et Jauniaux, 2011). La circulation utéroplacentaire débutant plus
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tardivement dans la zone centrale du placenta est associée a une surexpression des enzymes
antioxydantes (SOD, CAT et GPx) dans les tissus placentaires (Myatt et Cui, 2004).

Au cours de la grossesse, le placenta, tres riche en mitochondries, pourvoit aux besoins
énergétiques nécessaires a la croissance du feetus. Cette demande ¢levée d’énergie est assurée
par la glycolyse aérobie, qui s’accompagne d’un besoin accru en oxygene et d’une production
inévitable de radicaux libres par la mitochondrie. La grossesse est un état de SO exagéré
résultant de I’augmentation de 1’activit¢ mitochondriale et par conséquent, la production
placentaire des ERO. La magnitude de SO pour le restant de la grossesse dépend de

I’efficacité des défenses antioxydantes a contrebalancer les effets des ERO produits.

I11.4. Fer, stress oxydant et grossesse

Avec la maturation du placenta, la charge mitochondriale augmente, et avec elle la production
de radicaux libres, entrainant une libération du fer a partir des clusters de sulfure de fer. Le
métabolisme du fer au cours de la grossesse est adapté aux besoins du feetus. Ainsi, le
placenta, riche en récepteurs de la transferrine, permet la captation du fer depuis 1’espace
maternel, puis son transfert et son relargage vers ’espace feetal (Casanueva et Vieteri, 2003).
Le fer, abondant dans le placenta, jouerait un role important dans la production des radicaux
libres placentaires. Le fer libre, lorsqu’il est en exces, est potentiellement dangereux en raison
de sa capacité a générer des espéeces oxydantes trés réactives comme le radical hydroxyle
(OH") via la réaction de Fenton.
H,0, + Fe?* — Fe**+ OH + OH’ (Réaction de Fenton)

Tout exces en fer, local ou général, favorise les dommages oxydatifs, pouvant conduire a des

altérations fonctionnelles, a une génotoxicité et/ou mort cellulaire (Puntarolo, 2005).

111.4.1. Supplémentation en fer et stress oxydant chez la femme enceinte

Le traitement martial exposerait a des effets oxydatifs additifs potentiels pouvant favoriser la
survenue des maladies gravidiques. Les études recensées dans la littérature et estimant
I’augmentation du SO en relation avec la supplémentation en fer chez la femme enceinte
figurent dans le tableau 4. En I’absence de supplémentation martiale, une corrélation positive
entre le statut en fer des femmes au 9°™ mois de grossesse et un marqueur de

lipoperoxydation a également été dérite (Hininger et al., 2004). D’autres études ont rapporté
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une augmentation de la lipoperoxydation lors d’une supplémentation en fer, et cette
augmentation est encore plus élevée si elle est associée a de la vitamine C, alors
qu’inversement 1’association de fer / vitamine E (Nair, 2001) ou fer / flavonoides diminue le
risque du SO (Jagetia et al., 2004).

Tableau 4: Estimation du stress oxydant chez des femmes enceintes en relation avec la
suplémentation en fer

Références  Fer mg/jour Statuten  Nombre marqueurs Résultats
Fer des n des duSO (différence significative)
Durée patientes  patientes estimés +Fe vs—Fe
Lachili et 100 (fumarate) Non — n=27+ Fe Zn, Cu, Se, TBARS 1 (umol/L)
al, 2001 +500mg vit C anémique n=27-Fe SOD, GPx, 3.62+0.56 vs 3.01+0.37 (p<0.005)
Vit E, Vit A, VitE| (umo/L)
3° trimestre TBARS 30.51+6.00 vs 32.73+5.44 (p<0.05)
Rehema et 36mg (aspartate) Borderline n=13 + Fe CD, CAT, GSSG 1 (ug/mL)
al., 2004 anémie n=6 -Fe TAA, PC, 152.4+41.1vs 105.3+24.8 (p<0.05)
4 Semaines GSH, GSSG
Devrim et 100mg (ferreux) Non- n=12+Fe MDA, XO, MDA (nmol/mL)
al., 2006 indiqué n=15-Fe AOP, SOD, 2.00+£0.32 vs 1.55+0.27 (p<0.05)
2° et 3° trimestre CAT, GPx GPx |(IU/mL)
0.49+0.03 vs 0.58+0.04 (p<0.05)
Viterietal., DJ:60mg (ferreux) Non- nl=43 TBARS TBARS? (mmol/L)
2012 DH: 120mg (ferreux) anémique n2=41 28 SA:
0.080+0.02 (n11) vs 0.064+0.022 (n2)
20 SA-28 SA
nl:DJ;n2:DH 36 SA :
28 SA-36 SA 0.045+0.026 (n1) vs 0.101+0.010 (n2)
nl:DH;n2:DJ

SOD : Superoxyde dismutase ; GPx: Glutathion peroxydase; TBARS : substances réactives avec [’acide thiobarbiturique;
CD: Diénes conjuguées; CAT: Catalase; TAA: Activité antioxydante totale ; PC : Protéines carbonylées ; GSH : Glutathion ;
GSSG : Glutathion oxydée ; MDA : Malondialdéhyde ; XO : Xanthine oxydase ; +Fe : grpoupe supplementé en fer; -Fe:
groupe non supplementé ; DJ : Dose journaliere ; DH : Dose hebdomadaire.

IV.FER ET DIABETE

Une surcharge en fer systémique pourrait conduire a des anomalies du métabolisme du
glucose. Cette hypothése repose sur la relation décrite entre risque élevé de diabéte et
surcharge en fer lors des hémochromatoses héréditaires. Le role du fer dans la pathogenese du
diabéte est suggéré d’une part par I’augmentation de 1’incidence du DT2 dans les pathologies
de surcharge en fer. Des études prospectives suggerent que la ferritinémie est corrélée a
I’inflammation (Williams et al., 2002), au degré de d’IR et au risque du DT2 (Jiang et al.,
2004), (Wrede et al., 2006), (Forouhi et al., 2007), (Jehn et al., 2007), (Vari et al., 2007), (Liu
et al., 2009), (Montonen et al., 2012). D’autres études prospectives suggerent qu’un apport

alimentaire riche en fer héminique augmente le risque de DT2 (Song et al., 2004), (Rajpathak
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et al.,2006), (Zhao et al., 2012). Inversement, et de fagon intéressante, 1’induction d’un déficit
en fer conduisant a une réduction de 50% de la concentration en ferritine chez des sujets
intolérants au glucose, ou le don de sang chez des sujets DT2, améliorent la sensibilité a
I’insuline (Fernandez-Real et al., 2002), (Facchini et saylor, 2002). Enfin I’amélioration de la
glycémie suite a la réduction de charge en fer aprés saignée ou traitement chélateur du fer
(Swaminathan et al., 2007) sont en faveur d’un lien étroit entre surcharge en fer et intolérance

au glucose.

IV.1. Mécanismes du DT2 associé a la surcharge en fer

Plusieurs mécanismes potentiels du diabete associés a la surcharge en fer (Rajpathak et al.,
2009), parmi lesquels les propriétés pro-oxydantes du fer et la génération du SO, qui
endommageraient les cellules béta-pancréatiques aboutissant a un déficit de la sécrétion de
I’insuline. Par ailleurs, les surcharges en fer entrainent un accroissement des radicaux libres
qui induisent une augmentation de I’oxydation des acides gras libres, menant a I’IR (Figure
4). L’IR pourrait également activer un certain nombre de cytokines pro-inflammatoires, ainsi
que la transcription macrophagique du géne de la ferritine; les macrophages favoriseraient
alors le transfert de la ferritine au niveau des hépatocytes (Fernandez-Real et al., 2002). La
surcharge en fer pourrait aussi perturber 1’extraction hépatique de 1’insuline et conduire a un
hyperinsulinisme entrainant une désensibilisation des récepteurs et in fine a une diminution
de la captation du glucose par les adipocytes et les muscles et donc une IR (Fernandez-Real et
al., 2002).

Toutefois la relation entre radicaux libres et IR est devenue plus complexe puisqu’une théorie
récente suggere qu’un faible niveau de radicaux libres améliorerait 1’insulinosensibilité, alors
qu’un niveau élevé induisant un SO est étroitement 1ié¢ a I’hyperglycémie (Goldstein et al.,
2005), ce qui suggere une régulation redox «paradoxe» de I’insuline.

Enfin, le fer pourrait également agir indirectement en entrant en compétition avec des
constituants (polyphénols, chrome) connus pour leurs propriétés insulino-sensibilisatrices. En
effet, fer et chrome 111 utilisent la méme protéine de transport, la transferrine, pour atteindre
leur cible cellulaire. Un exces en fer pourrait alors entrer en compétition au niveau des sites de
fixation (Ani, 1992), (Anderson, 2003). Le zinc pourrait aussi entrer en compétition avec le

fer au niveau de son absorption intestinale (Milman et al., 2006a). Or le zinc joue, au sein du
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pancréas, un role décisif dans la synthése, le stockage et la sécrétion d’insuline (Chimienti et

al., 2004).
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Rajpathak et al., 2009).

IV.2. Statut en fer et risque de diabéte gestationnel

Lao et Tam, dés 1997, ont été les premiers a rapporter une association entre le taux de
ferritine et une intolérance gestationnelle au glucose (Lao et Tam, 1997). Une relation entre
taux d’Hb >13 g/dL en premiére visite prénatale et DG chez des femmes chinoises est
rapportée (odds ratio 1.73 [95% CI 1.08-2.78]) (Lao et al., 2002). Dans une autre étude
réalisée en Turquie, les taux de ferritine >19.7 ug/L et/ou d’Hb >12.2 g/dL au 1* trimestre de
grossesse etaient des facteurs de risque de DG (Tarim et al., 2004). Dans 1’étude Camden, le
risque de DG était également doublé pour des taux de ferritine >131 pmol/L (~58 pg/L) en
début de la grossesse selon (odds ratio ajusté, 2.02 [95% CI 1.04-3.92] p<0.05) (Chen et al.,
2006); Cependant, cette association devient non significative apres ajustement du poids
prénatal maternel signifiant que 1’association est, au moins en partie, médiée par le poids et la
masse grasse, alors que la relation est moins évidente pour I’Hb élevée et DG. Inversement,
les femmes présentant une anémie ferriprive auraient aussi moins de risque de développer un
DG (Lo et Ho, 2004).
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Au cours du 3°™ trimestre de grossesse également, des taux de ferritine élevés (valeurs
médianes : 47,4 versus 22,5 pmol/L) ont été associés a un risque plus élevé de DG (Lao et al.,
2001). Les taux d’Hb et de ferritine étaient significativement plus élevés dans le groupe DG
dans une étude cas-contrble (13.39+1.1 versus 11.75+14 g/dL; p<0.001 et (73.34+31.73
versus 41.55+28.3 ng/mL; p<0.001 respectivement). Pour les auteurs de cette étude une
condition préalable de 1’association entre taux d’Hb et DG serait la présence des réserves
martiales en quantité au moins suffisante si non excessive (Afkhami-Ardekani et Rashidi,
2009).

L’ensemble de ces résultats suggere donc que 1’état des réserves martiales pourrait devenir un

marqueur de risque de DG.

IVV.3. Supplémentation en fer et diabéte gestationnel

Les relations décrites précédemment entre un statut en fer ou Hb élevé et le risque de DG
suggerent qu’une supplémentation martiale systématique pourrait contribuer a une
augmentation du risque de DG. Une étude chez des utilisatrices de complément alimentaire
apportant du fer, ou la prévalence de DG était de 70,8 % versus 44,4 % pour les non-
consommatrices est en faveur de cette hypothése (Bo et al., 2009). L’apport nutritionnel en fer
durant la période pré-conceptionnelle pourrait également influencer 1’incidence du DG. Ainsi
Qiu et al. (2011) montre une association significative entre fer héminique et risque de DG,
alors que I’association n’est pas significative pour I’alimentation riche en fer non héminique.
Ce risque peut doubler chez les femmes ayant un régime alimentaire riche en fer héminique,
avant et au début de la grossesse, par rapport a celles ayant un régime alimentaire faible en fer
héminique (Bowers et al., 2011). Toutefois, toutes les études ne concluent pas a un tel risque
et une supplémentation en fer pourrait méme apporter un bénéfice dans le déroulement de la
grossesse, comme le montre une étude chez 1165 participantes, dont 565 avaient été
supplémentées par 60 mg de fer élémentaire par jour pendant, au minimum, 12 semaines,
entre la 16e et la 28e semaine SA (Chan et al., 2011). Toutefois notons que dans cette étude la
supplémentation martiale avait été proposée a des femmes présentant a 1’inclusion une Hb
basse qui pourrait, en partie expliquer le bénéfice d’une telle attitude qui est justifiée en cas

d’anémie. En effet, une étude prospective récente (Helin et al., 2012) confirme que des
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apports élevés en fer (héminiques et non héminiques) en debut de grossesse augmentent le

risque de DG, et plus particulierement chez les femmes non anémiques.

V. STRESS OXYDANT ET DIABETE GESTATIONNEL

La grossesse est un état physiologique accompagné d’un état de SO marqué. Les grossesses
pathologiques, y compris le DG, sont associées a un niveau élevé du SO par rapport a celui
dépiste au cours des grossesses normales, en raison a la fois de surproduction des radicaux
libres et/ou d’un défaut dans les défenses antioxydantes. L hyperglycémie a travers plusieurs
mécanismes métaboliques va majorer la production des radicaux libres de 1’oxygene

(Casanueva et Vieteri, 2003).

V.1. Métabolisme du glucose et production des radicaux libres

L’hyperglycémie induit un SO a I’origine des dommages cellulaires par plusieurs voies
métaboliques comme I’activation de la voie des polyols, la formation des protéines glyquées,
I’auto-oxydation du glucose, I’activation de la Protéine Kinase C et la production de radicaux

libres par la mitochondrie (Figure 5) (Lappas et al., 2011)

V.1.1. L’activation de la voie des polyols

En situation d’hyperglycémie, I’hexokinase qui permet la phosphorylation du glucose et son
utilisation dans les voies de la glycolyse et des pentoses phosphates est saturée. En
conséquence, le glucose est transformé en sorbitol puis en fructose, respectivement sous
I’action de I’aldose réductase et de sorbitol déshydrogénase. La principale conséquence de
I’activation de cette voie due a une hyperglycémie est la modification du statut redox
intracellulaire résultant de la baisse des coenzymes réduits. Les taux cellulaires de
nicotinamide adénine dinucleotide phosphate réduit (NADPH) baissent, entrainant la
diminution de P’activit¢é des enzymes de la défense antioxydante comme la glutathion
réductase, I’ascorbate réductase et I’oxyde nitrique synthase, nécessaires a la régénération du
glutathion, de la vitamine C et de 1’oxyde nitrique respectivement avec pour conséquence une

diminution des capacités antioxydantes.
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Figure 5: Les voies métaboliques impliquées par la génération du stress oxydant dans
I’hyperglycémie (D’apres Lappas et al., 2011)

V.1.2. La glycation des proteines

Une des conséquences essentielles de ’hyperglycémie est la glycosylation non enzymatique
ou glycation des protéines. Le glucose réagit facilement avec les groupements amines libres
des protéines pour former des «produits d’Amadori» qui présentent la particularité de
posséder un groupement cétol. Cette fonction cétol peut, en présence de métaux de transition
(situés au niveau de résidus lysine et histidine), céder un électron a 1’oxygeéne moléculaire,
conduisant a la formation d’anions O;°". Les produits d’Amadori sont relativement instables et

se dégradent en produits avancés de la glycation (AGE) (Advanced Glycation End Product).

V.1.3. L auto-oxydation du glucose

En présence de fer, le glucose s’oxyde, entrainant la génération d’ERO, mais aussi la
production de la forme aldéhyde du glucose, le glyoxal. Cette molécule se fixe rapidement sur
les protéines dans lesquelles apparait un résidu carboxyméthyllysine. Ce groupement capte

facilement le cuivre, ce qui provoque le déclenchement de reactions de type Fenton avec

Page | 27




ETAT DE LA QUESTION

production de radicaux hydroxyles hautement réactifs capables d’altérer les protéines avant

méme la fixation du glucose sur celles-ci.

V.2. Diabéte gestationnel et stress oxydant: évidences épidémiologiques

Plusieurs études ont rapporté une association entre DG et un SO, évalué par une diminution
du statut antioxydant ou de I’activité des enzymes antioxydantes et/ou l’¢lévation des
marqueurs d’oxydation des lipides, des protéines et de dommage de I’ADN au cours du 3eme
trimestre de grossesse ou au moment de I’accouchement. Les études recensées dans la
littérature et estimant les paramétres du SO chez les femmes enceintes ayant un DG sont
présentées dans le tableau 5.

Qiu et ses collégues, en 2011, ont rapporté une augmentation des taux de 8-OHdG (marqueur
de dommages a I’ADN) dans les urines des femmes enceintes qui ont développé
ultérieurement un DG. Le SO pourrait donc étre un ¢lément précoce dans le processus de I’IR

et le développement du DG.
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Tableau 5: Estimation du stress oxydant chez des femmes enceintes ayant un diabete

gestationnel

Références  Nombre n de Site de marqueurs du Résultats (différence significative)
participantes prélévement SO estimés GDM vs contréle
Chaudhari n=20 GDM Sang maternel MDA-TBARS, MDA (nmol/mL) 1
etal., n=20 contréle CAT, SOD 3.33+0.64 vs 2.71+0.36 (p<0.001)
2003 26-39 SA SOD (Ulg Hb) |
372.77+38.11 vs 407.83+38.21 (p<0.001)
Santra n=30 Sang maternel MDA-TBARS, MDA (nmol/mL) | chaque mois
etal., 2003 n=30 [ 4 semaines VitE 1% :1.48+0.57 vs 2.88+1.14 (p<0.001)
28™: 1 51+0.56 vs 2.79+0.75 (p<0.001)
3°™: 1.43+0.30 vs 2.70+0.48 (p<0.001)
Vit E (ung/mL) 1 chaque mois
19 :12.75+2.97 vs 9.86+2.83 (p<0.01)
2°™: 13.44+3.259 vs 9.46+2.19 (p<0.01)
3°™: 14.75+2.208 vs 9.70+2.16 (p<0.001)
Coughlan n=24 GDM Placenta 8-1P, SOD, PC, 8-1P ( pg/mg protein) 1
etal., 2004  n=25 contrdle (tissue) GPx 1720£721 vs 738+177 (p<0.001)
section césarienne PC (nmol/mg protein) 7
0.148+0.153 vs 0.062+0.011 (p<0.004)
SOD (U/mg protein) 1
1.774+0.23 vs 1.58+0.11 (p<0.04)
Lappas n=8GDM Maternel : sous 8-1P 8-1P 1 (p<0.05)
etal., 2004  n=6 contrdle cutané, muscle
section césarienne  Squelettique
Peuchant n=16 GDM Sang maternel SOD, GPx, MDA libre (mmol/L) t
et al, 2004 n=16 controle (plasma, Vit E, Vit A, 0.67+0.06 vs 0.44+0.04 (p<0.05)
26-32 SA erythrocytes) MDA MDA libre (nmol/g Hb) 1
9.48+0.39 vs 7.84+0.49 (p<0.05)
GPx (U/gHb) |
70.0+3.2 vs 81.9+4.2 (p<0.01).
Sobki n= 46 GDM Sang maternel Vit E, MDA Vit E (umol/L) cordon |
etal., 2004  n=40 contrble Sang du cordon GDM-D/GDM:-1 vs contréle :
GDM-D : digte 15.40+2.19/ 14.90+1.75 vs 22.28+1.38 (p<0.05)
. ; Vit E (umol/L) maternel |
GDM- :insuline GDM-D vs contrle
2.77+0.39 vs 1.78+0.14
Toescu n=12 GDM Sang maternel TAA, TAA (umol/L) |
etal. 2004 n= 17 contrdle [trimestre 294.2+19.5 vs 319.9 £12.6 (corrected TAC
: p<0.001)
Biri n=13 GDM Sang maternel MDA, XO, AOP | plasma maternel (p<0.05)
etal., 2006 n= 13 controle Sang du cordon AOP, SOD, AOP | placentaire (p<0.05)
38- 40 SA Placenta tissue CAT, GPx MDA 1 plflsma maternel (p<0.05)
: S MDA 1 placentaire (p<0.005)
section césarienne MDA 1 plasma du cordon (p<0.005)
XO 1 plasma maternel (p<0.05)
XO 1 plasma maternel (p<0.05)
XO 1 placentaire (p<0.005)
GPx 1 plasma du cordon (p<0.01)
SOD 1 plasma du cordon (p<0.05)
CAT | plasma maternel (p<0.01)
CAT | placentaire (p<0.005)
CAT | plasma du cordon (p<0.005)
Grissa n=59 GDM Sang maternel Vit A, VitE, TBARSs 1 plasma maternel et néonatal (p<
etal., 2007  n=60 contrdle Sang du bébeé Vit C, SOD, 0.001)
a la naissance TBARS, SAC SAC | plasma maternel et néonatal (p<0.001)

3eme trimestre
Nouveau-nés
macrosomiques

SOD | plasma maternel et néonatal (p<0.001)
Vit E | plasma maternel et néonatal (p< 0.001)
Vit C 1 plasma maternel (p<0.001)
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Kharb,
2007

Surapaneni
2007

Dey
et al., 2008

Kharb,
2008

Madazli
et al., 2008

Surapaneni
et Vishnu-
Priya,
2008

Karacay
etal., 2010

Suhail
etal., 2010

Gelisgen
etal., 2011

n=25 GDM
n=25 controle
32-39 SA

n=20 GDM
n=20 contrdle
28-36 SA

n=18 GDM
n=18 contrdle
34-39 SA

n= 25 GDM
n= 25 contrble
32-37SA

n=22 GD|M
n=22 contrdle
Accouchement

n=20 GDM
n=20 contrdle
28-36 SA

n=27 GDM
n= 27 contrble
24-36 SA

n=23 GDM
n=23 controle
33-37 SA

n=23 GDM
n= 22 contrdle
24-28 SA

Sang maternel

Sang maternel

Sang maternel
Sang du cordon

Sang maternel

Sang maternel
Sang du cordon

Sang maternel

Sang maternel

Sang maternel

Sang maternel

Vit C,
Acide Urique

GSH, MDA,
GST

Vit C,Vit E,
GSH, SOD,
GST,TBARS,
thiol

TRAP :
Acide Urique,
Vit C, Vit E,
MDA, Thiol

MDA

Vit C\Vit E,
SOD,CAT,
GPx

TAA, MDA,
AOPP

MDA, Vit C,
VitE, Vit A,

AOPP, POOH, PC

Vit C (mg%) |

0.801+0.118 vs 1.077+0.392 (p<0.05)
Acide urigque (mg%) 1

5.23+0.33 vs 3.73+0.14 (p<0.05)

MDA (nmol/g Hb) 1

21.02+4.7 vs 10.29+2.71 (p<0.001)
GSH (mg/g Hg) |

9.6+6.1 vs 16.8+5.9 p<0.0005
GST (umol/dL) |

3.1+1.3 vs 10.3+2.3 (p<0.0001)

GSH (mg/g Hb) maternel 1

23.57+2.60 vs 17.27+1.12 (p<0.01)

SOD (U/g Hb) maternel |

1005.21+115.95 vs 2267.84+363.64 (p<0.01)
GST (IU/L) maternel

3.19+0.37 vs 1.18+0.18 (p<0.01)

Thiol (uM/L) maternel 1

206.62+29.32 vs 86.02+19.95 (p<0.01)
Thiol (uM/L) cordon 1

262.59+54.04 vs 70.29+11.46 (p<0.05)

Acide urique (umol/L) 1

308.57+19.47 vs 295.0+14.75 (p<0.001)
Vit C (umol/L) |

45.69+5.58 vs 62.18+12.27 (p<0.001)
Vit E (umol/L) |

21.21+1.38 vs 23.62+0.97 (p<0.05)
MDA (umol/L) 1

1.54+0.26 vs 1.68+0.12 (p<0.001)
TRAP (umol/L) |

590.16+59.36 vs 611.67+83.08 (p<0.05)

MDA (nmol/mL) maternel 1
5.8+0.6 vs 3.2+0.4 (p<0.001)
MDA (nmol/mL) cordon 1
3.4+0.4 vs 2.1+0.28 (p<0.001)

Vit C (mg/dL) |

4.75+0.29 vs 6.1740.18 (p<0.001)

Vit E (umole/L) |

7.87+0.18 vs 9.23+0.23 (p<0.001)

SOD (U/g Hb) 1

419.82+18.11 vs 392.66+18.22 (p,0.001)
CAT (U/g Hb) |

10.75+0.20 vs 11.58+0.34 (p<0.001)
GPx (U/g Hb) 1

73.34+2.66 vs 68.6621.76 (p<0.001)

TAA | *

1.13(0.31) vs1.60 (0.28) (p<0.001)
MDA (nmol/mL) 1

7.8 (2.3) vs 6.5 (1.9) (p=0.001)
AOPP (umol/L) 1

0.30 (0.25) vs 0.11 (0.07) (p<0.001)

MDA ( nmol/g Hb) t

7.85+0.92 vs 6.90£0.82 (p=0.001)

Vit C (umol/L) |

25.05+7.63 vs 31.54+11.07 (0.025)

Vit E (umol/L) |

13.21+2.64 vs 17.74+2.16 (p<0.001)

Vit A (ug/L) |

221.50+26.44 vs 249.53+49.00 (p=0.012)

AOPP (nmol/mL)t

53.82+22.75 vs 43.77+15.77 (p=0.004)
POOH (nmol/mg protein) 1

1.48+0.37 vs 0.86+0.24 (p<0.001)
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Qiu n=55 GDM Urine maternel 8-OHdG 8-OHdG (ng/mg creatinine) 1

etal., 2011  n=43 controle 7.98+4.12 vs 6.3+2.49 (p=0.02)
<20 SA

Lopez- n=53 GDM Sang maternel LPO, CAT, LPO (umol/mg) 1

Tinoco n=25 controle SOD, GPx, 3.14+1.55 vs 2.06+1.004 (p=0.001)

etal, 2° ou 3° trimestre GSH, GST CAT (nmol/min/mL) |

2013 2.52+1.3 vs 3.23+1.41 (p=0.03)

SOD (U/mL) |

0.08+0.01 vs 0.11+0.04 (p-0.0003)
GPx (nmol/min/mL) |

0.025+0.006 vs 0.03+0.006 (p=0.012)

SOD : Superoxyde dismutase ; GPx : Glutathion peroxydase ; TBARS : Substances réactives avec l’acide thiobarbiturique; CD : Dienes
conjugués ; CAT : Catalase ; TAA : Activité antioxydante totale ; PC : protéines carbonylées ; GSH : Glutathion ; GSSG : Glutathion
oxydé ; MDA : Malondialdéhyde ; XO : Xanthine oxydase ; AOP : Potential antioxydant;TRAP : Potentiel antioxydant -piégeur des
radicaux total; AOPP : Produits avancés de ['oxydation des protéines; POOH : Protéines hydroperoxydés; 8-OHdG: 8-
hydroxydésoxyguanosine; 8-IP: 8-isoprostanes; SAC : Capacité antioxydante sérique; Hb : Hémoglobine ; LPO: Lipoperoxydes; GST:
Glutathione transferase;

*les données sont présentées par la médiane (rang interquartil)

VI. CONCLUSION

Malgré la présence de nombreuses études épidémiologiques ayant exploré la relation entre
statut martial élevé et DG, il n’existe pas jusqu'a présent des seuils en ferritine a partir
desquels le risque de DG pourrait étre plus élevé. En effet, ces études ont associé divers
parametres du statut martial (Hb, ferritine, fer sérique, transferrine, régime alimentaire riche
en fer hémique et non héminique, supplémentation) et le risque de DG chez les femmes
enceintes. Certaines études ont rapporté un SO plus marqué chez des femmes enceintes
supplémentées en fer, et d’autre part, les résultats de plusieurs études ont montré que les
marqueurs d’oxydation sont augmentés en cas de DG par rapport aux grossesses normales.

En s’appuyant sur les données de la littérature présentées dans cette premiére partie, nous
proposons d’étudier I’hypotheése qu’un statut martial élevé (ou méme normal mais non
anémique) est responsable de la génération du SO, qui contribuera a son tour a la majoration
de I’IR et a I’apparition du DG.

Enfin la part de I’'inflammation interférant avec une ferritine élevée et la relation entre DG et
inflammation a été peu étudiée dans les études sur le DG, or la relation entre inflammation,
SO et IR est étroite sans que les mécanismes ne soient toujours pas clairement établis.

Nous avons menée une étude clinique observationnelle visant a étudier la relation entre statut
en fer, les parametres du SO et le risque de DG chez des femmes enceintes libanaises non

anémiques et tenté d’évaluer la part de I’inflammation dans les effets observés.
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Enfin, nous avons également mené en paralléle une étude expérimentale dans le but de

proposer un modele expérimental de I’impact du statut en fer sur le DG.

VII. PRESENTATION DES PUBLICATIONS AETB

Préalablement a la mise en place de 1’étude clinique nous avons évalué notre hypothése de
recherche sur ’association d’un statut élevé en fer sur le risque de DG, en réalisant une
analyse bibliographique sur 1’état de la question afin de nous assurer de sa validité. Cette
étude bibliographique a confirmé que le sujet n’avait été que peu exploré et a fait I’objet de

deux revues :

e Publication A: S. Zein, S. Rachidi, I. Hininger-Favier. Fer, Stress oxydant et diabéte
gestationnel. Médecine des Maladies Métaboliques 2013, 7 (2): 144-148. (Annexe 1)

e Publication B : S. Zein, S. Rachidi, I. Hininger-Favier. Is oxidative stress induced by
iron status associated with gestational diabetes mellitus? Journal of Trace Elements in

Medecine and Biology 2014; 28: 65-69). (Annexe II).

Nous avons donc réalisé une étude clinique pour estimer I’impact d’un statut en fer élevé

indépendamment d’une supplémentation martiale sur I’hyperglycémie gestationnelle.
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VI1Il. ETUDE CLINIQUE

Cette etude a été réalisée en collaboration entre le laboratoire de recherche clinique et
épidémiologique - Faculté de Pharmacie de 1’Université libanaise (UL) - et le Laboratoire de
bioénergétique fondamentale et appliquée (LBFA)/ INSERM 1055 - Université Joseph

Fourrier, Grenoble. Le protocole de I’étude est présenté en Annexe IV.

VI1I1.1. Objectifs
Obijectif principal

Déterminer si une ferritine élevée durant la gestation est un facteur de risque de SO et un

marqueur prédictif de DG.

Obijectifs secondaires

- Déterminer si un statut ferrique élevé et un SO élevé chez la mere sont associés a des
paramétres anthropométriques et un score d’ Apgar plus faibles que ceux de nouveau-nés des
meres avec un statut en fer et SO normaux.

- Déterminer la prévalence en DG chez la population étudiée puisqu’aucune étude n’est

disponible au Liban.

VII11.2. Critéres d’évaluation

Criteres d’évaluation principaux

- Marqueurs du statut en fer: Hb, Hématocrite (Ht); Ferritine.

- Marqueurs biochimiques: Glycémie a jen; HGPO a 75g; Insulinémie.

- Marqueur sérologique: CRP.

- Marqueurs du stress oxydant: Pouvoir antioxydant total; Dosage de peroxydation lipidique;
Dosage des groupements thiols (SH), marqueurs de 1’oxydation des protéines, Glutathion
réduit et oxydé (GSH/GSSG) ; Dommage de I’ADN par la technique des cometes; Activité
des enzymes antioxydantes.

Criteres d’évaluation secondaires

- Marqueurs biochimiques: Glycémie; HGPO a 75g.

- Paramétres anthropométriques et score d’ Apgar chez les nouveau-nés.
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VI1I11.3. Méthodologie de I’étude

VI111.3.1. Schéma de I’étude

Il s’agit d’une étude cohorte, prospective, observationnelle, et monocentrique destinée a
¢évaluer I’incidence du statut ferrique et du SO dans le DG (Figure 6). 104 patientes ont été
recrutées aux cliniques des gynécologues a 1I’hopital Bahman de Beyrouth. Les médecins
investigateurs proposaient aux patientes la participation a 1’étude lors de la premicre visite
prénatale. Une note informative destinée aux patientes (annexe 1V-B) leur a été adressée avec
information de la nature de la recherche, des objectifs, de la méthodologie, de la durée et des
bénéfices attendus. Les tests (ferritine, Hb, Ht, CRP et glucose) ont été reéalises et les patientes
¢ligibles ont consenté a poursuivre 1’étude et ont remplit le questionnaire (annexe 1V-C et IV-
D). Les échantillons de sang ont été prélevés par les techniciens du laboratoire d’analyses
médicales de 1’hopital au moment de I’inclusion puis, un nouveau prélévement a été réalisé
entre 24 a 28 SA, pour la détermination du statut en fer, CRP, HGPO, insuline ainsi que la
préparation des échantillons pour le dosage des parametres du SO. Les prélevements destinés
a la mesure du SO ont été immédiatement traités selon un protocole transmis par le LBFA
(annexe IV-A) pour la répartition et le stockage a -80°C a la plateforme de I’Ecole doctorale
de sciences et technologie (EDST) de I’'UL, puis envoyés dans de la carboglace au LBFA. A
I’accouchement, les données nécessaires a I’évaluation ont été recueillies a partir des dossiers

des patientes.

VI111.3.2. Critéres de sélection des patientes

Criteres d’inclusion

- Patiente ayant été informée et ne s’étant pas opposée a la recherche.

- Patiente non anémique avec Hb>11g/dL a la visite de déclaration de grossesse.

- Patiente se présentant a la premiére visite prénatale avant 12 SA.

Critéres de non-inclusion
- Patiente anémique avec Hb <11g/dL a la visite de déclaration de grossesse.
- Patiente soufrant d’une anémie pré-existante et traitée par suplémentation en fer.

- Patiente diabétique.
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- Patiente hypertendue.

- Patiente présentant une maladie inflammatoire chronique.
- Patiente présentant une dysthyroidie.

- Patiente supplémentée en dehors d’une supplémentation en vitamine B9 et vit B12 comme
recommandation pour prévenir le risque de malformation.

150 patientes éligibles

Refus de participer: 21 patientes

v

129 patientes recrutées
Tests sanguins au premier
trimestre: Ferritine, Hb, Ht,

Glycémie a jelin et CRP

s Avortement: 11 patientes
v Perdues de vue: 5 patientes
104 Participantes Retirement de 1’étude: 9 patientes

Tests sanguins entre 24 a 28 SA:
Ferritine, Hb, Ht, HGPO

93 patientes
Prélevement sanguin entre 24 & 28
SA: Marqueurs du SO

v
Accouchement

Nouveau-nés: Poids, taille, sex et
Score Agar

Figure 6: Schéma de I’étude clinique
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V1I1.4. Les analyses biologiques

Les dosages de la ferritine, NFS, glycémie, CRP et insulinémie, ainsi que les marqueurs
biologiques du stress oxydant ont été réalisés. Les détails des méthodes des analyses sont

présentes en annexe I11.

VI1I1.5. Les analyses statistiques

Les résultats ont été exprimés en moyenne * écart-type pour les variables continues, et en
pourcentage pour les variables catégorielles. Pour les variables quantitatives avec une
distribution normale et une homogénéité des variances, le test t de Student et I'analyse de la
variance ANOVA ont été utilisés pour comparer respectivement entre deux et plusieurs
groupes. Les variables catégorielles ont été comparées en utilisant le test de Chi2. Au cas ou
les valeurs attendues dans les cellules étaient <5, le test exact de Fisher a été utilisé. Une
corrélation a eté évaluée par le coefficient de corrélation de Spearman (Rho) pour les variables
non distribuées normalement.

Une régression logistique multivariée a été utilisée chaque fois que la variable dépendante
était dichotomique, et les variables indépendantes étaient celles montrant une association dans
I'analyse bidimensionnelle a la valeur de p<0,2. Dans la régression logistique, le test de
Hosmer et Lemeshow doit étre non significatif pour s'assurer de I'adéquation du modele. Dans
notre étude, une régression logistique a été réalisée pour étudier I'influence de la valeur élevée
de la ferritine (variable indépendante ou le groupe 1 (ferritine<13 pg/L) est celui de référence)
sur le risque de développement de DG (variable dépendante).

La régression linéaire multiple a été utilisée chaque fois que la variable dépendante était
continue apres avoir vérifié la normalité des résidus. Elle a été appliquée pour évaluer I'effet
de la ferritine sur les valeurs de glycémie a 2-h post HGPO.

Une analyse stratifiée suivant la valeur de la variable "ferritine" a été realisée pour verifier si
la ferritine est un facteur modifiant la relation entre IR et DG (ou les valeurs de glycémie a 2-h
post HGPO). De méme, une analyse stratifiée sur la variable "ferritine" a été réalisée pour
vérifier si la ferritine est un facteur de modification de la relation entre les marqueurs de
dommages oxydatifs et le DG (ou les valeurs de glycémie a 2-h post HGPO). Deux strates ont
été obtenues, l'une regroupait les patients ayant un taux de ferritine <13 pg/L, et l'autre
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regroupait ceux ayant un taux >38,5 ug/L (le premier et le dernier quartile des valeurs de la
ferritine).

La significativité statistique a été définie avec une valeur de p<0,05. Les analyses Statistiques
ont été réalisées a l'aide du Logiciel SPSS (Statistical Package for the sciences sociales),

version 17.

IX. RESULTATS

Les résultats de nos travaux sont 1’objet de publications publiées ou en cours de publications.
Nous avons publié deux revues générales sur I’état de la question sur les relations entre DG et
fer. La premiére, publiée dans la revue «Médecine des Maladies Métaboliques» (Publication
A présentée en annexe ) était destinée a evaluer le risque sur la base des études publiées et de
proposer des recommandations en termes de pratique médicale. La deuxieme publiée dans le
«Journal of Trace Elements in Medecine and Biology» a cherché a établir I’impact du fer en
tant que pro-oxydant dans 1’étiologie du DG (Publication B présentée en annexe II).

L’étude clinique fait I’objet de trois publications soumises que nous présenterons dans la suite
de ce document et d’une publication en cours de rédaction sur la partie expérimentale.

- Publication C: Etude de la prévalence du DG. Cette étude a eu pour but d’évaluer la
prévalence de DG dans une population de femmes libanaises apparemment saines selon les
nouveaux critéres de dépistage de DG et de présenter les caractéristiques de cette population
chez qui I’'impact du statut élevé en fer sur le DG sera évalué:

Evaluation of the gestational diabetes mellitus prevalence in Lebanon according to the
new diagnostic criteria”

Soumise a Journal of Research in Health Sciences.

- Publication D: Etude de I’impact d’un statut en fer élevé en début de la grossesse sur
le risque d’intolérance au glucose et de développement du DG chez des femmes non
anémiques et non supplémentées. Cette étude a eu pour but de déterminer si une ferritine
élevée en début de la grossesse serait un facteur prédictif de risque d’intolérance au glucose et
de DG:

Impact of increased iron stores in early pregnancy on gestational glucose intolerance

Soumise a Journal of Trace Elements in Medecine and Biology.
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- Publication E: Etude de I’impact d’un statut en fer élevé en début de la grossesse sur le
statut redox des femmes ayant un DG. Cette étude a eu pour but d’évaluer si un SO élevé, du
fait des réserves en fer élevées, serait un facteur prédictif de risque de DG:

Association between iron status, glucose impairment and increased oxidative stress
during pregnancy

Soumise a Diabetes Research and Clinical Practice

- Etude expérimentale: Evaluation of a fructose rich diet as a model of gestational

diabetes: en cours de rédaction

IX.1. Caracteristiques genérales de la population étudiée et
déroulement de I’étude

Toutes les participantes (104 femmes enceintes) étaient libanaises, de méme origine ethnique.
La moyenne d’age était de 26.46 + 5.21 ans, avec un IMC pré-gestationnel de 24.6 £ 5.1
Kg/mz. Selon le niveau d’instruction, 59.62% des femmes avaient commencé ou fini les
études universitaires, 36.54% les études secondaires et 3.84% les études complémentaires. Sur
le plan social, 60.58% des participantes étaient des femmes au foyer, et la majorité des
travailleuses étaient des fonctionnaires ou des institutrices. Les antécédents gynéco-
obstétriques des participantes étaient les suivants : 32.7% de primipares et 67.3% patientes
multipares avec une parité moyenne de 1.25 * 1.34, accouchement par césarienne (32.86 %),
macrosomie (1.9%), malformation congénitale (1.9%), DG (1%), avortement (22.1%) et
ovaires polykystiques (6.7%). Les antécédents familiaux au premier degré de DT2 ont été
rapportés chez 20.2% patientes. Concernant le mode de vie, la plupart des participantes
(77.9%) ne faisaient pas des sports, et seulement 22.1% des femmes pratiquaient une activité
physique (marche) de 30 a 60 minutes par jour. Du point de vue tabagisme, 68.3% des
femmes étaient des non fumeuses, 31.7% fumaient avant la grossesse (dont 18% des
cigarettes et 82% des narguilés) et 9.6% fumeuses au cours de la grossesse (dont 40% des
cigarettes et 60% narguilés). ). L’apport alimentaire en fer de nos participantes ¢était de 9.845
+2.99 mg/jour

Les femmes enceintes non anémiques ont été recrutées a 7.71 £ 2.00 SA, et les grossesses
avaient été confirmées par échographie au premier trimestre de gestation. Les tests d’hépatite

B étaient tous négatifs. Les valeurs moyennes des analyses sanguines de 1’Hb, 1’Ht, la ferritine

Page | 39



ETUDE CLINIQUE

et la glycémie étaient de 12.51 + 0.81 g/dL, 37.36 + 2.28%, 28.14 + 19.81 pg/L et 84.74 +
8.43 mg/dL respectivement.

Conformément aux recommandations pour la grossesse pour la prévention du risque de
malformations, les participantes ont recu une supplémentation en acide folique, prescrit tout
au long de la grossesse sous forme d’un complément alimentaire apportant : acides gras
oméga-3 (315 mg) dont I’acide eicosapentaénoique (50 mg) et ’acide docosahexaénoique
(220 mg), Vitamine B9 (40 ng) et vitamine B12 (3 pg). En plus, les patientes ont regu des
suppléments en calcium et/ou en vitamine D tout au long de la grossesse. La compliance aux
médicaments n’a pas €té monitorée.

Toutes les participantes ont subit le test de 75g-HGPO a 25.90 + 1.46 SA. Elles avaient un
IMC moyen de 27.35 + 4.63 kg/m® Parmi les 104 participantes, 16 (15.4%) ont présenté un
DG, dont une seule patiente a été traitée par insuline et metformine, une patiente par
restriction diététique et les autres n’ont recu aucun traitement. Les examens du statut en fer
montraient des valeurs moyennes d’Hb, Ht et ferritine de 11.59 + 0.95 g/dL, 34.2 + 2.74% et
14.33 + 14.07 pg/L respectivement. Le profil lipidique, bien que d’intérét limité en raison des
modifications métaboliques dues a la grossesse, pour les analyses du cholestérol total,
triglycérides, HDL-C et LDL-C étaient de 249.99 + 44,98, 197.73 + 65.82, 66.40 + 11.75 et
143. 93 £ 35.80 mg/dL respectivement.

A terme, les participantes avaient un IMC moyen de 28.62 + 5.87 Kg/m?. Les accouchements
ont eu lieu a 38.56 + 1.40 SA avec 68.1% des accouchements par voie basse et 31.9% par
césarienne. Seulement 3.3% des accouchements étaient prématurés (<37 SA). La répartition
en genre des nouveau-nés était de 54.3% de garcons et de 45.7% filles. Les nouveau-nés
avaient un IMC de 13.39 + 10.78 Kg/m? (Poids : 3.095 + 0.46 Kg ; Taille : 49.87 + 2.54 cm),
dont 2.2 % étaient macrosomes (>4 Kg), 5.5% a faible poids de naissance (<2.500 Kg) et 1%
a tres faible poids de naissance (<1.500 Kg). Tous les nouveau-nés avaient un score apgar a 5

minutes >7.
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IX.2. Prévalence du diabéte gestationnel

Le DG s’accompagne des complications périnatales et obstétricales en relation avec la
sévérité de I’hyperglycémie maternelle et doit donc étre dépisté. La prévalence de DG est en
constante progression, liée a ’augmentation de risque de DT2 et de 1’obésité dans la
population générale, mais aussi a 1’abaissement des taux de glycémies des nouveaux criteres
de diagnostic.

Le but de ce travail était de déterminer la prévalence de DG selon les nouveaux critéres de
dépistage publiés par 'TADPSG en 2010 et adoptés par I’OMS en 2013, sur une population de

femmes libanaises d’autant qu’aucune étude n’est disponible.

1X.2.1. Contexte de I’étude

La détection du DG présente le double intérét de permettre une prévention des complications
périnatales et de repérer les patientes a risque de développer un diabéte dans le futur. La
stratégie de dépistage et les criteres diagnostiques du DG font [’objet d’incessantes
controverses. La méthode diagnostique classique, remontant a pres de 50 ans, se réalise par le
test d’O’Sullivan (1-heure, 50 g glucose). Un consensus sur les modalités de dépistage et les
critéres diagnostiques du DG a été proposé par un groupe d’experts internationaux en 2010
(IADPSG). Leurs recommandations reposent sur i) la réalisation systématique d’'une HGPO a
75 g de glucose avec mesure des glycémies a 0, 1 et 2 h entre 24-28 SA, ii) un abaissement du
seuil de glycémie pour le depistage de DG passant de 95 a 92 mg/dL a jeun et de 155 a 153
mg/dL a 2h post-HGPO, iii) désormais une seule valeur anormale est suffisante pour poser le
diagnostic alors que les critéres antérieurs reposaient sur deux valeurs anormales, ces
modifications entrainant une hausse de la prévalence du DG. Enfin, ’'OMS a adopté les
valeurs seuils proposées par 'TADPSG et a précisé les valeurs limites pour le dépistage d’un
diabete mellitus au cours de la grossesse (WHO, 2013).

Au Liban, le diagnostic de DG se realise surtout par le test d’O’Sullivan, adopté jusqu’a
présent par plusieurs sociétés internationales. Il n’existe pas d’uniformité de consensus, en

termes de dépistage systématique ou cibleé, et des critéres de diagnostic.
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1X.2.2. Présentation de la publication C

Evaluation de la prévalence du diabéte gestationnel au Liban selon les nouveaux critéres
de diagnostic

Aucune étude de prévalence du DG n’était disponible au Liban, or en raison des risques
obstétricaux materno-feetaux, il nous est apparu nécessaire d’estimer la fréquence de cette
pathologie de la grossesse pour une meilleure prise en charge en terme de santé publique.
Nous avons donc étudié cette prévalence sur une population de femmes enceintes libanaises a
partir des nouveaux critéres adoptés par ’OMS et selon les critéres utilisés en pratique
générales dans les hopitaux ou ont été recrutées nos participantes.

La glycémie a jeun (GAJ) a été mesurée chez les 104 participantes au premier trimestre de
gestation a I’inclusion dans I’étude. Puis, toutes les femmes ont été dépistées pour le DG entre
24 et 28 SA par le test de HGPO a 75 g. Selon les nouveaux critéres de dépistage édités par
I’TADPSG et repris par I’OMS, seulement une des 3 valeurs dépassant les seuils de glucose
est nécessaire pour établir un état de DG (GAJ > 92 mg/dL; 1-h >180 mg/dL et 2-h >153
mg/dL).

Les résultats des tests de glycémie sont représentés dans le tableau 6.

La prévalence de DG dans notre population est de 15.83% selon les nouveaux criteres de
I’IADPSG et de I’OMS alors qu’elle n’est que 3.85% selon les critéres de Carpenter et
Coustan (seuils des glycémies pour le test alternatif a 75 g HGPO: GAJ >95 mg/dL; 1-h >180
mg/dL et 2-h >155 mg/dL avec 2 valeurs anormales nécessaires pour le diagnostic de DG).
Dans notre population et selon les critéres internationaux: 68.75% des patientes ayant un DG
présentaient une seule valeur anormale, 25% avaient 2 valeurs anormales et 1% avaient 3
valeurs anormales. Nous avons également observé que les GAJ et les glycémies a 1-h lors du
test de HGPO (24-28 SA), permettaient a elles seules de déterminer 86.67% des cas de DG.
Parallélement aux recommandations de L’ IADPSG, nous avons mesuré les GAJ au début de
la grossesse et montré qu’elles étaient significativement plus élevées dans le groupe qui
développera ultérieurement un DG (Tableau 6). 25% des patientes dépistées au premier
trimestre ayant une GAJ>92 mg/dL, développeront un DG a 24-28 SA. Ces résultats
suggerent qu’un suivi précoce de la glycémie pourrait s’avérer efficace dans la prise en charge
du DG. Toutefois pour des glycémies comprises entre 92<GAJ < 125 mg/dL le diagnostic

ultérieur de DG n’est pas confirmé.
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Tableau 6 : Les résultats des tests de glycémie des patientes avec ou sans diabéte gestationnel

Tests de glucose (mg/dL) DG (n=16) No-GD (n=88) p-value ®
GAJ au premier trimestre 88.63+£9.29 84.03 £ 8.13 0.045
GAJ HGPO 92,94 +6.12 79.33+5.85 <0.001
1-h HGPO 173.25 + 32.08 119.63 + 22.93 <0.001
2-h HGPO 125.25 + 29.33 104.52 + 21.85 0.001

p-value est obtenue par le test de Chi-2 ou test de Fisher exact.

Les résultats de notre étude sont en accord avec les propositions de 'IADPSG et de I’OMS
qui estiment le risque de DG a ~18%, et montrent une nette augmentation de la prévalence de
DG dans notre population comparativement aux anciens critéres. L’adoption de ces critéres de
diagnostic sur le plan national s’avére nécessaire pour une meilleure prise en charge. Aux
Etats-Unis, une augmentation significative du diabéte préexistant a la grossesse a été
observée, passant de 10% en 1999 a 21% en 2005 (Lawrence et al., 2008). En raison des
risques liés a des hyperglycémies notamment sur un risque de malformation et des
avortements spontanés il est important que les criteres de dépistage puissent couvrir les
populations a risques. Les anciens criteres ont probablement conduit a un nombre important
de DG et de diabéte non identifié qui ont pu étre a 1’origine de problémes obstétricaux

materno-feetaux dont 1’étiologie n’avait pas été reconnue.

1X.2.3. Publication C

Evaluation of the gestational diabetes mellitus prevalence in Lebanon according to the

new diagnostic criteria.

Salam ZEIN? Isabelle Hininger-Favier™®, Amal Al-Hajje®, Pascale SALAMEH?, Sanaa
AWADA? Wafaa BAWAB?, Ghinwa JAAFARY, Samar RACHIDI?

& Clinical Pharmacy Department, Faculty of Pharmacy, Lebanese University, Hadath, Beirut, Lebanon;
®|_aboratory of Fundamental and Applied Bioenergetics, University Joseph Fourier, Grenoble, France;
‘INSERM, U1055, Grenoble, France;

¢ Department of Gynecology and Obstetrics, Bahman hospital, Beirut, Lebanon

Publication soumise & Journal of Research in Health Sciences
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SUMMARY

Objectives. Gestational diabetes mellitus (GDM) is one of the most common medical
complications of pregnancy. Globally, rates for GDM have risen in recent decades. We aim,
in this study, to evaluate the prevalence of GDM in Lebanon according to the International
Association of Diabetes and Pregnancy Study Groups (IADPSG) and the new World Health
Organization (WHO) criteria.

Methods. A prospective observational study was conducted between December 2012 and
November 2013. We studied 104 women at first trimester of pregnancy where they underwent
fast plasma glucose (FPG) test, and then the 2 hour, 75-g oral glucose tolerance test (OGTT)
between 24-28 weeks of gestation.

Results. According to the IADPSG and WHO criteria 15.38% of our population were
diagnosed with GDM. Among the participants with GDM, 68.75% had only one elevated
results, 25 % had 2 elevated results and only 6.25% had elevation of all results. Using the
former Carpenter and Coustan criteria the prevalence of GDM would have been of 3.85%.
Furthermore, while GDM diagnosis was based on glycemia at the midpregnancy, we observed
that the FPG concentrations at the first trimester of gestation were significantly increased for
GDM patients compared to non GDM (88.63 * 9.29 versus 84.03 + 8.13 mg/dL respectively,
p=0.045).

Conclusion. The IADPSG and WHO criteria increase GDM prevalence in the Lebanese
population by fourfold. This study suggests that these criteria are more sensitive and should
be recommended as guidelines for pregnancy health care. Furthermore we report that FPG at
the first trimester of pregnancy could be highly predictive of GDM at midpregnancy.
Considering the deleterious effect of hyperglycemia and GDM on perinatal and maternal
outcomes, this latter result suggests that the adoption of measurement will permit to reinforce

the management of women at high risk for developing a GDM.

Key words: Gestational diabetes mellitus, prevalence, screening criteria.
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INTRODUCTION

Gestational diabetes mellitus (GDM) is defined as glucose intolerance with onset or first
recognition during pregnancy (1). It is associated with increased risk of serious health
complications for both the mother and infant including macrosomia, cesarean delivery and
development of type 2 diabetes late in life (1). The prevalence of GDM may range from 1 to
14% of all pregnancies (2), and its prevalence varies in direct proportion to the prevalence of
late pregnancy and type 2 diabetes which are rising globally with the increase in obesity,
sedentary and also life style in a given population (3). The prevalence of GDM may also vary
with the diagnostic tests employed (3), regarding to the variability of published guidelines
from the major societies (Table 1). The initial criterion was established more than 50 years
ago by O’Sullivan and Mahan, modified by Carpenter and Coustan, and it remains in use till
today (2). They proposed the glucose challenge test (GCT), performed by measuring glucose
concentration 1 hour after a 50-g oral glucose load at 24 to 28 weeks of gestation. A
diagnostic 100-g 3-hour oral glucose tolerance test (OGTT) was performed only on that
subset of women whose glucose level exceeding the glucose threshold value on the GCT (130
mg/dL-140 mg/dL). This criterion was chosen to identify women at high risk for development
of diabetes after pregnancy and not necessarily to identify pregnancies with increased risk for
adverse perinatal outcomes (4). Interestingly, the hyperglycemia and adverse pregnancy
outcome (HAPO) study showed continuous graded relationships between higher maternal
glucose and increasing frequency of cesarean delivery, macrosomia, clinical neonatal
hypoglycemia and fetal hyperinsulinemia, independent of other risk factors (5). An increase in
each of the 3 values on the 75-g OGTT used for GDM diagnosis was associated with a graded
increase in these outcomes with no obvious thresholds at which risks increased. These results
were reviewed by the International association of diabetes and pregnancy study group
(IADPSG) on the intention to develop an international consensus for GDM diagnosis (6). It
recommended glucose testing early at the first prenatal visit with fast plasma glucose (FPG) to
detect overt diabetes or GDM, and again with a 75-g 2-hour glucose tolerance test at 24-28
weeks of gestation with new glucose cut-off values. These new criteria proposed would
diagnose ~18% of all women in pregnancy as having GDM. Recent evidence suggests
adopting these new criteria may be more cost effective (7). Recently, a simulation study

conducted by the World health organization WHO (8) was demonstrated some advantages of
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the IADPSG diagnostic criteria compared with the previous WHO criteria (9). In the interest
of moving towards a universal standard recommendation for the diagnosis of GDM, the new
WHO guidelines adopted the cut-off values as indicated by IADPSG, proposed a new
classification of hyperglycemia first detected in pregnancy, and distinguished between
diabetes in pregnancy and GDM (10).

Whereas, epidemiological studies done over the past few years have shown a high prevalence
of diabetes mellitus reaching around 13% in the adult Lebanese population (11). The
combined prevalence of previously diagnosed and newly diagnosed diabetes was 15.8% in
greater Beirut (12). No data was available for GDM prevalence in Lebanon and there was no
standard criteria adopted for GDM diagnosis and the GCT was commonly used. For these
reasons, the aim of this study was to determine the prevalence of GDM in a population of
Lebanese pregnant women and to evaluate the impact of the new screening criteria on GDM

diagnosis.

I1- MATERIAL AND METHODS

Population and study design. The study was conducted between December 2012 and
November 2013 at obstetrics and gynecology department in Bahman hospital of Beirut. Data
were collected as part of a cohort prospective observational study of the impact of iron status
on the oxidative stress and risk of gestational diabetes. The university commission of medical
ethic and bioethics at Lebanese university approved the study protocol. Informed written
consent form was obtained from each participant.

The study was conducted on 104 Lebanese pregnant women with singleton pregnancy and
who had the first prenatal visit before 12 weeks of gestation. The participants were generally
healthy women, non anemic, with no known chronic disease such as diabetes, hypertension
and hypo or hyperthyroidism. Gestation duration was based upon gestation from participants’
last normal menstrual period and confirmed by ultrasound.

Methods. At the first trimester prenatal visit a blood sample for each patient was analyzed for
glucose concentration after overnight fast of at least 8 hours. All participants were screened
for GDM between 24 to 28 weeks of gestation with 75-g 2-hour OGTT using 1 step approach
as indicated by IADPSG 2010 and WHO 2013 screening criteria. Fasting and at 1-h and 2-h
glucose concentrations were obtained. Only one of the 3 values exceeding glucose thresholds
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was needed for GDM diagnosis (Fasting >92 mg/dL; 1-h>180 mg/dL and 2-h>153
mg/dL).The test was performed by enzymatic UV (hexokinase method) using Olympus AU
400 analyzer (Olympus Diagnostic, Germany).

Statistical analysis. Continuous variables were expressed as means * standard deviation (SD)
and assessed using student t tests. Categorical variables were compared using Chi2 test, if
expected values within cells were <5 Fisher exact test is used. Statistical significance was
defined as p<0.05. Calculation was performed using a commercial computer package

(Statistical Package for Social Sciences for Windows version 17; SPSS, Chicago, IL).

I11- RESULTS AND DISCUSSION

The background characteristics for women with and without GDM according to the criteria
based on the 3 values for glucose concentrations exceeding glucose thresholds are shown in
table 2 and the laboratory data in table 3. There was no significant difference in age,
prepregnant body mass index (BMI), obesity, educational level, social status and family
history of diabetes in first degree relatives. Among gyneco-obstetric antecedents, women with
previous cesarean delivery were at greater risk (43.8% in GDM vs 18.2 % in non-GDM
group; p=0.023). This result could be explained by a higher number of macrosomia induced
by GDM and leading to cesarian in the previous GDM, however it was not the case since this
number was similar in both groups. Furthermore, no significant difference was found for other
risk factors like multiparity, abortion, malformation and history of polycystic ovarian
syndrome. There was also no significant difference in the life style as physical activity and
smoking between the 2 groups. As recommended by the IADPSG criteria, we performed the
FPG for all participants at the first prenatal visit. We report a higher FPG concentrations at
first trimester in women belonging to the GDM group than in women who will not develop
GDM (88.63 £ 9.29 mg/dL vs 84.03 + 8.13 mg/dL: p=0.045), suggesting that early FPG
increase could be a predictive factor of a higher risk. The significantly higher gestational age
at entry of the study, in women who developed a GDM later (8.63 £ 1.63 SA in GDM vs 7.55
+ 2.03 SA in non-GDM; p=0.047), might explain, at least in part, the higher glycemia in this
group. In addition, we did not found a significant difference for infants in both GDM and non
GDM patients in terms of route of delivery, gestation age at delivery, birthweight, sex and

apgar score (all Apgar scores values at 5 minutes were above 7).
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Prevalence of GDM based on OGTT at 24-28weeks’ gestation. Among the 104 pregnant
women, 16 were diagnosed as having GDM according to the IADPSG criteria, and the
prevalence of GDM was 15.38%. The new WHO guidelines adopted the glucose thresholds as
indicated by IADPSG, but set a range of plasma glucose levels to distinguish diabetes in
pregnancy and GDM (10). The FPG and/or 2-h post oral glucose load values at any time of
pregnancy exceeding 125 mg/dL and 200 mg/dL respectively, were diagnosed as diabetes in
pregnancy. The results in our study showed no glucose values exceeding the previous cut-
offs. Furthermore, the WHO did not establish criteria for the diagnosis of diabetes based on
the elevated 1-h post oral glucose load. These values exceeding 180 mg/dL was diagnosis as
GDM. Consequently, the prevalence of GDM according to new WHO criteria was also
15.38%. While, when the former Carpenter and Coustan criteria for alternative 75-g at 2-h
OGTT were adopted, higher cutoffs values and 2 out of 3 abnormal values were required for
diagnosis (Fasting glucose>95 mg/dL; 1-h>180 mg/dL and 2-h>155 mg/dL). Using these
criteria, the prevalence of GDM in our population was reduced to 3.85%.

Among the participants with GDM, 68.75% (or 10.58% for all participants) had only one
elevated result, 25% (or 4.81% for all participants) had 2 elevated results and 6.25% (or
0.96% of all participants) had elevation of all 3 results. By measuring FPG alone 62.5% of
women having GDM were identified. An additional 25% were identified by adding
measurement of the 1-h plasma glucose; another 12.5% identified by adding the 2-h plasma
glucose measurement. As indicated by IADPSG (6) the FPG plus 1-h plasma glucose levels
identified a large majority of GDM patients (86.67%).

FPG at early pregnancy (first prenatal visit). The proportion of pregnancies affected by
preexisting diabetes of all diabetic increased over time. In the USA, this proportion rose from
10% in 1999, to 21% in 2005 (17). Pregestational diabetes can predispose the fetus to many
alterations in organogenesis and growth restriction (18). Universal early FPG testing in
populations with a high prevalence of type 2 diabetes or in high risk populations is indicated,;
The TADPSG and WHO guidelines recommended that 92<FPG<125 mg/dL in early
pregnancy be classified as GDM. Moreover, the IADPSG consider an early FPG >126 mg/dL
as overt diabetes, while, the WHO classify an FPG >126 mg/dL at any time of pregnancy as
diabetes in pregnancy. We performed the FPG for all participants at the first trimester of
gestation. Elevated values (92<FPG<125 mg/dL) were obtained in 20 participants (19.23%)
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who must be classified as having GDM according to the 2 guidelines adopted. Only 5 of these
patients (25%) had confirmed GDM later by OGTT at 24-28 weeks of gestation.
Unfortunately, these results showed an additional increase of prevalence by 14.43% with false
positive GDM diagnosis. In contrary, 10.58% of women with normal FPG at first trimester
were diagnosed as GDM at 24-28 SA.

In summary, this study underlines the need to clarify Lebanese guidelines criteria for
gestational diabetes since the risk of GDM vary by fourfold from 3.85% to 15.38% depending
on the criteria adopted for GDM diagnosis. Our results on GDM prevalence in Lebanese
pregnant women (15.38%) obtained with the IADPSG criteria are concordant with the
predictive GDM incidence according to IADPSG (~18%). Whereas, early diagnosis of GDM
based on FPG elevated values had higher incidence suggesting a more predictive effect, this
result needs more evaluation. One of the major limits of this study is the small size of the
GDM group which could not permit to relate the biological impairment to clinical effect on

pregnancy outcomes.
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Table 1. Most commonly used guidelines for the Diagnosis of GDM

Organization WHO ADA 2013** ACOG 2013*** CDA 2013****
2013* CNGOF 2010
1or 2step 1 step 1 step 2 steps Prefered Alternative
Approach 2steps 1 step
Diagnostic 759 OGTT 759 OGTT 1-50g GCTT 1-50g GCT 759 OGTT
Test I£> 135- 140mg/dL If
! >200mg/dL
2-100g OGTT — GDM
1£>140mg/dL
!
2-759 OGTT
Glucose
(mg/dL): IADPSG C&C NDDG IADPSG
Fasting 92-125 92 95 105 95 92
1h 180 180 180 190 190 180
2h 153-199 153 155 165 162 153
3h - - 140 145 - -
Required for
diagnosis >1 value >1 value >2 values >2 values >1 value >1 value

*The world health organization (WHO, 2013) adopted the cut-off values of the International association of
diabetes and pregnancy study group (IADPSG) with limited intervals for FPG and 2-h values (10).

**The American diabetes association (ADA, 2013) and the Collége national des gynécologues et obstétriciens
francais (CNGOF, 2010) endorsed the IADPSG criteria for GDM diagnosis (13, 14).

***The American congress of obstetricians and gynecologists (ACOG, 2013) recommended either Carpenter
and Coustan criteria or the National diabetes data group (NDDG) criteria (15). Alternative 2h-75-g OGTT for
Carpenter and Coustan criteria (C&C) can be performed (2).

****The Canadian diabetes association (CDA, 2013) recommended the IADPSG criteria as alternative
diagnostic test (16).
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Table 2. Main characteristics of the mothers and their offspring’s involved in the study

Characteristics Non- GDM (n=88) GDM (n=16) p-value ?
Gestation week’s at entry 7.55 +2.03 8.63 + 1.63 0.047°
Age (years) 26.17 + 4.89 28.06 + 6.62 0.182°
Age > 30 years 18.2% 31.3% 0.231°
BMI (Kg/m?) 24.37 +5.16 25.97 + 4.66 0.251°
Obesity (BMI >30 Kg/m®) 13.6% 12.5% 0.902
Education 1.000

University 59.1% 62.5%

Secondary 36.4% 37.5%

Intermediate 4.5% 0%
Housewives 60.2% 56.3% 0.766
Diabetes in first degree relatives 20.5% 18.8% 0.876
Primiparity 33% 31.3% 0.894
Multiparity 67% 68.7% 0.894
Previous abortion 20.5% 31.3% 0.34
Previous malformation babies 2.3% 0% 0.54
Previous macrosomia 1.1% 6.3% 0.285
Previous cesarean delivery 18.2% 43.8% 0.023
Previous GDM 0% 6.3% 0.154
Polycystic ovarian sydrom 5.7% 12.5% 0.317
Smoking before gestation 33% 25% 0.539
Smoking during pregnhancy 11.4% 0% 0.156
Physical activity 22.7% 18.8% 0.724
Gestation week’s at OGTT 25.86 £ 1.41 26.13x1.75 0.512°
BMI (Kg/m?) at OGTT 27.14+4.73 28.52 +3.94 0.276°
Weight gain (Kg/m?) 2.89 +1.55 2.92+1.39 0.963°
Infant gestational age 38.38 + 1.19 38.59 + 1.44 0.617°
Normal delivery 70.5% 53.8% 0.334
Cesarean 29.5% 46.2%
Birthweight (Kg) 3.09 £ 0.48 3.16 £ 0.42 0.585"
lenght (cm) 49.89 + 2.50 49.54 +3.15 0.655"
Infant sex 0.857

male 54.5% 57.1%
female 45.5% 42.9%

5-minutes apgar score 9.65+0.7 9.85 + 0.38 0.328"

¥p-value obtained by Chi-2, if expected frequency in any cell <5 Fischer exact test is used, ® P-value obtained by
student-test

Table 3. Results of glucose tests in women with or without GDM according to IADPSG
criteria

Glucose test (mg/dL) GDM (n=16) Non-GDM (n=88) P-value *
FPG at first trimester 88.63+£9.29 84.03 £ 8.13 0.045
FPG before OGTT 9294 +£6.12 79.33+5.85 <0.001
1-hour OGTT 173.25 + 32.08 119.63 + 22.93 <0.001
2-hour OGTT 125.25 + 29.33 104.52 + 21.85 0.001

Data are expressed as mean + SD; ® P-value obtained by Chi-2 if expected frequency in any cell <5 Fischer exact
test is used.
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IX.3. Statut en fer et diabéte gestationnel

Des relations sont décrites entre un statut martial élevé pendant la grossesse et le
développement du DG. Dans cette étude nous nous sommes intéressés a évaluer 1’impact

d’une ferritine élevée en début de la grossesse sur le risque d’intolérance au glucose et du DG.

1X.3.1. Contexte de la recherche

La supplémentation martiale au cours de la grossesse est justifiée en cas d’anémie pour
combler les besoins en fer et prévenir les complications maternelles et périnatales. Apres
avoir été systématique et généralisée, une controverse s’est développée a la fin des années 90
tout d’abord sur I’intérét d’une telle attitude, puis plus récemment, en raison d’un lien
possible entre un statut en fer élevé et de pathologie de la grossesse parmi lesquelles un risque
de DG. Les premieres associations entre une ferritine élevée au troisieme trimestre de la
grossesse et intolérance gestationnelle au glucose ont été rapportées en 1997 (Lao et Tam,
1997). Depuis, d’autres études ont également souligné des valeurs de ferritine élevées chez les
patientes ayant développées un DG (Lao et al., 2001), (Lao et al., 2002), (Afkhami-aderkani
et Rashidi, 2009), (Soubasi et al., 2010). L’impact d’une ferritine élevée au ler trimestre
serait également un facteur de risque de DG et une association significative est décrite pour
une ferritine >19,7 ug/L (Tarim et al., 2004). Dans une large étude de cohorte (Chen et al.,
2006) ce risque de DG était doublé pour des taux de ferritine >131 pmol/L (~58 ng/L) en
début de la grossesse.

Le but de cette étude a été d’étudier si un statut en fer élevé en début de la grossesse, estimé
par la ferritine pouvait étre un facteur prédictif d’intolérance au glucose et de développement

de DG chez une population de femmes libanaises non anémiques et non supplémentées en fer.

1X.3.2. Présentation de la publication D

Impact des réserves en fer en début de la grossesse sur le risque d’intolérance

gestationnelle au glucose

Les femmes enceintes ont été recrutées lors de la premiere visite prénatale (avant 12 SA)
apres réalisation d’un bilan sanguin évaluant le statut en fer (ferritine et Hb) et la CRP. Seules

les femmes ayant une Hb >11g/dL et ayant acceptée la participation ont été inclues. Les
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femmes anémiques, diabétiques, hypertendues, souffrant d’une dysthyroidie ou d’une maladie
inflammatoire chronique ont été exclues. Les participantes ont été divisées par quartiles selon
la ferritinémie a 1’inclusion. Toutes les participantes ont subi le test de 75 g-HGPO pour le
dépistage de DG entre 24 et 28 SA. Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 7.
L’insulinémie a été mesurée a jeun lors du test de HGPO et "THOMA-IR (Homeostasis Model

Assessment-insulin resistance) a été calculée.

Tableau 7: Caractéristiques et résultats des tests de laboratoire des femmes enceintes réparties
selon les quartiles de ferritine.

Caractéristiques Quartiles de Ferritine (ng/L) p-value®
<13 13-21.55 21.55-38.5 >38.5
n (%) 27 (26) 25 (24) 26 (25) 26 (25)
Ferritine a ’inclusion (pg/L) 8.98 + 2.82 1749 £ 2.64 29.88 £4.45 56.55 £ 15.13 <0.001
CRP (mg/L) 10.07 £ 20.76 3.58 +3.52 3.93+5.48 6.96 + 10.01 0.202
SA lors de HGPO 25.59+£1.12 25,92 £1.59 26.27 £1.51 25.85+1.59 0.344
IMC (Kg/m?) 25+5.2 2317+369  26.18%6.62  24.05%4.10 0.199
GAJ avant HGPO (mg/dL) 80.78 + 6.44 80.48 +7.73 79.69 + 6.85 84.73 + 8.86 0.078
1-h HGPO (mg/dL) 12322 +26.5 124.68 + 32.7 79.69 £ 6.85 84.73 + 8.86 0.285
2-h HGPO (mg/dL) 101.07 £ 21 10356 +22.8 103.19+255 123.12+21.7 0.002
DG n (%) 3(11.1) 5 (20) 2(7.7) 6 (23.1) 0.381°
Ferritine (ug/L) 857+559  1391+21.87 1448+7.19  20.57 13.99 0.019

% p-value obtenue par le test ANOVA ; ® p-value obtenue par le test de Fisher exact

L’analyse statistique de nos résultats montre une association significative entre les
concentrations sériques de la ferritine et les glycémies a 2 h post-HGPO (p=0.002), En
revanche, si I’on prend en considération que les HGPO anormales (diagnostiquant un DG)
alors cette association n’était plus significative. Cette différence pourrait étre expliquée par
une puissance statistique insuffisante en cas de DG. De méme, nous n’avons pas trouvé
d’association entre les taux d’Hb ¢élevés et le risque d’intolérance au glucose ou de DG, ce qui
suggere que le fer de réserve et non le fer fonctionnel est un facteur de risque. Ce résultat doit
encourager dans la pratique médicale a retenir ’Hb pour le dépistage d’un risque d’anémie et
non pas les réserves en fer comme critéres pour une supplémentation martiale.

Les taux d’Hb élevés ont été positivement associés avec les taux de ferritine en début de la
grossesse (22.99 + 16.60 pg/L pour le groupe Hb <12.5 g/dL vs 34.15 + 21.65 pg/L pour le
groupe d’Hb >12.5 g/dL). De méme une corrélation significative positive a été démontrée
entre les taux de ferritine et les taux d’Hb a I’inclusion (rh0=0.225; p=0.002). A ce stade de la
grossesse, nous n’avons pas trouvé d’association ou de corrélation significative entre les taux

de ferritine et celles de CRP. De plus, I’analyse multivariée (age, IMC, CRP et log ferritine)
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montrait que les taux de ferritine sont le seul déterminant significatif des glycémies a 2 h post-
HGPO (p=0.001), ¢éliminant I’hypothése inflammatoire dans 1’étiologie de I’intolérance au
glucose.

De maniere intéressante, I’analyse stratifiée montrait que la ferritine est un facteur
modificateur de la corrélation IR et intolérance au glucose (rho=-0.489, p=0.01 dans le plus
bas quartile de ferritine alors que cette corrélation est non significative dans le plus haut
quartile), ainsi que de I’association IR et DG (1.5 + 0.52 chez les non-DG vs 3.17 + 0.69%
chez les DG, p<0.001 dans le quartile élevé de ferritine, alors que 1’association est non
significative dans le plus bas quartile).

Les résultats de notre travail suggérent une association entre les taux de ferritine élevés en
début de la grossesse et le développement de I’intolérance gestationnelle au glucose. Cette
association est plutdt médiée par des réserves en fer augmentées que par un mécanisme
inflammatoire. Une augmentation de I’'IR pourrait expliquer cette association des réserves en
fer avec I’intolérance au glucose ainsi qu’avec le risque de DG.

Conformément a notre hypothése, nous montrons un impact de la ferritine dans 1’intolérance
au glucose. Cette relation entre ferritine et glycémie suggere qu’une supplémentation martiale
non justifiée pourrait augmenter les réserves en fer et le risque d’intolérance au glucose.
L’intérét d’une supplementation martiale chez des femmes présentant des hyperglycémies
doit étre évalué dans des études cliniques et en cas de supplémentation les dosages de

glycemies devraient étre plus fréquents pour suivre I’évolution du DG.

1X.3.3. Publication D

Impact of increased iron stores in early pregnancy on glucose intolerance.
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FAVIER®Y
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¢ Laboratory of Fundamental and Applied Bioenergetics, University Joseph Fourier, Grenoble, France;
¢ INSERM, U1055, Grenoble, France;
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ABSTRACT

Objective. High iron stores in pregnancy are essential to prevent negative outcomes for both
infants and mothers, but association with increased risk for diabetes have been reported. We
aim to study the relationship between increase iron stores at early pregnancy and the risk of
glucose intolerance and gestational diabetes mellitus (GDM).

Patients and methods. It was a prospective observational study, conducted on 104 nonanemic
pregnant women in a single hospital at Beirut, Lebanon. Participants were divided in 4 groups
based on the quartile values for ferritin levels at the first trimester of pregnancy. All
participants were screened for GDM between 24 to 28 weeks of gestation with 75-g 2-hour
oral glucose tolerance test (OGTT). Only one of the 3 values exceeding glucose thresholds
was needed for GDM diagnosis (Fasting>92 mg/dl; 1-h>180 mg/dl and 2-h>153 mg/dl).
Results. There was no significant difference in age, body mass index, risk factors for GDM,
Hemoglobin (Hb), C-reactive protein (CRP) between 4 groups. Elevated ferritin levels were
significantly associated with 2-h OGTT glucose values (p=0.002). Serum ferritine
concentrations were significantly and positively correlated with 2-h OGTT values (rh0=0.43,
p<0.001). On multivariate regression analysis, serum ferritin was a significant determinant of
the OGTT 2-h glucose value. We did not find a significant association in the incidence of
GDM in women with higher serum ferritin levels. The role of iron excess in the pathogenesis
of glucose intolerance was supported. Increased insulin resistance related to high iron stores
was implicated in impairment of glucose tolerance and GDM risk.

Conclusion. High ferritin values in early pregnancy are predictors of impaired glucose
tolerance in non-anaemic women. Individual iron supplementation should be advised in order
to minimize the risk on glucose metabolism.

Key words: Gestational diabetes mellitus, glucose intolerance, ferritin

INTRODUCTION

Gestational diabetes mellitus (GDM) is a carbohydrate intolerance resulting in hyperglycemia
of variable severity with onset or first recognition during pregnancy [1]. It is associated with
an increased risk of perinatal complications, and both women and their offspring, in the long-

term, are at risk of developing type 2 diabetes [2]. Available evidence suggests that defects in
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the pathogenesis of GDM result from the same spectrum of causes that underlie
hyperglycemia in general, including reduced insulin secretion and insulin resistance [3].
Although, the overweight, the obesity and the age of pregnancy are the major modifiable risk
factors of GDM, it is important to identify additional modifiable risk factors that might help to
lower GDM risk [4]. Iron is a redox-active transitional metal that can catalyze the formation
of hydroxyl radicals, which are powerful prooxidants [5]. It is increasingly recognized that
iron could influence glucose metabolism, even in the absence of significant iron overload [6].
Both increased glucose production and decreased glucose utilization may occur with
increasing levels of body iron. Excess body iron may also cause iron deposition in the
pancreatic 3-cells resulting in impaired insulin secretion [7].

In pregnant women, an adequate iron status is important to prevent iron deficiency anemia
and ensure an uncomplicated pregnancy as well as the normal development of the fetus and
maturity of the newborn child [8]. Dietary measures by themselves are ineffective in
obtaining a good iron status in the majority of pregnant women and they must enter pregnancy
with iron stores >300 mg [9] or >500mg [10] if they are to meet their requirements fully. Iron
supplementation during pregnancy is given to secure an adequate iron status in the mother and
child [10]. However, high maternal iron status and iron supplementation in non-anemic
pregnant women may be potential risk factors for developing diabetes [11]. Several
epidemiological studies have reported a positive association between body iron stores with
increased risk of type 2 diabetes. Some case control studies on pregnant women also suggests
that a high iron status could be associated with an increased risk of GDM [11]. Interestingly,
in a study iron-deficiency anemia is reported to have a reduced risk of GDM [12].

The objective of the present study is to examine the relationship between iron status in early
pregnancy as a possible predictive factor of glucose intolerance and the associated risk for

development of GDM in non anemic Lebanese women.

PATIENTS AND METHODS
Population and study design. This was a prospective observational study, conducted in
Bahman hospital at Beirut between December 2012 and November 2013. The protocol was

approved by the University Commission of Medical Ethic and Bioethics at Lebanese
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University. Informed written consent form was obtained from each participant after
explanation of the nature and the purpose of the study.

Eligible participants were women with singleton pregnancy, non-anemic with hemoglobin
(Hb) level >11 g/dL according to World health organization (WHO) criteria [13], and who
had the first prenatal visit before 12 weeks of gestation (WG). Women with preexisting
anemia and chronic disease, such as diabetes mellitus, hypertension, dysthyroidism or
inflammatory disease, were excluded. Among 150 women with eligible criteria, 21 refused to
participate, 11 had abortion before 24 WG and 14 didn’t follow the test for GDM. Finally,
104 pregnant women were included in the analysis.

Gestation duration was based upon gestation from participants’ last normal menstrual period
and confirmed by ultrasound. Detailed records of prenatal histories were achieved by
designated research assistants. A questionnaire were obtained by interview and completed
from medical records of patients at the booking visit, and updated later between 24-28 WG.
Maternal data included socio-economic, prepregnant weight, family history of diabetes,
history of previous GDM, previous macrosomia, life style, dietary habits and medication
prescribed during pregnancy. Body mass index (BMI) was computed as weight in kilograms
divided by the square of height in meters. The total daily iron intake was obtained by an iron
food frequency questionnaire and estimated according to National institutes of health (NIH)
iron sheet [14].

Participants were divided in 4 groups based on the quartile values for ferritin at the first
trimester of pregnancy. All participants were screened for GDM between 24 to 28 WG with
75-g 2-hour oral glucose tolerance test (OGTT) using 1 step approach as indicated by the
International Association of Diabetes and Pregnancy Study Groups (IADPSG) 2010 [15] and
WHO 2013 [16] screening criteria. Fasting and at 1h and 2h glucose concentrations were
obtained. Only one of the 3 values exceeding glucose thresholds was needed for GDM
diagnosis (Fasting>92 mg/dl; 1-h>180 mg/dl and 2-h>153 mg/dl).

Methods. Blood samples were collected at the entry of study and assayed for full blood count,
serum ferritin, fasting plasma glucose (FPG) and serum C-reactive protein (CRP). A second
blood samples set was taken between 24-28 WG and assayed for full blood count, serum
ferritin, CRP, insulin, FPG, 1 and 2-hour plasma glucose. FPG was analyzed after overnight

fast of at least 8 hours. Plasma glucose test was performed by enzymatic UV (hexokinase
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method). Serum CRP levels were measured by immunoturbidimetric assay using Olympus
AU 400 analyzer (Olympus Diagnostics, Germany). Serum ferritin was measured by
chemiluminescence method automated on the Architect I (Abbott Diagnostics, USA). Insulin
was assessed by radioimmunoassay (Bl-Insulin IRMA kit, Cis bio International, Gif-sur-
Yvette, France). Insulin sensitivity was calculated using the Homeostasis Model Assessment-
insulin resistance (HOMA-IR) (Formula: fasting glucose (mg/dL) x fasting insulin pUl/mL
/1405) [17].

Statistical analysis. Results are expressed as means + standard deviation (SD) for continuous
variables, and as percentages for categorical variable. The Chi2 test was used for comparing
categorical variables; when expected values within cells were <5, Fisher exact test is used.
For quantitative variables with normal distribution, Student t-test and ANOVA are used to
compare between two and multiple groups, respectively, in case of homogeneous variances.
Correlation was evaluated by Spearman correlation coefficient (Rho) for non-normally
distributed variables. A multivariate logistic regression was used whenever the dependent
variable was dichotomous, and the independent variables are those showing association in the
bivariate analysis at p-value <0.2. In logistic regressions a non-significant Hosmer and
Lemeshow test should be obtained to ensure an adequacy of the model. A multivariate logistic
regression was conducted in our case to examine the influence of elevated ferritin (considered
as the independent variable were group 1 (<13 pg/L) is referent) on the risk of GDM
development (dependent variable). Subsequently, multiple linear regression was used
whenever the dependent variable is continuous after ensuring residuals normality. It was
applied to estimate the effect of ferritin on 2h-OGTT. Stratified analysis over “ferritin” was
carried out to check if ferritin is a modifying factor that modifies the relationship between IR
and GDM (or 2-h OGTT glucose values). Two strata were obtained one contains patients
having ferritin level <13 pg/L, and the other contains patients having ferritin level >38.5 pg/L.
Statistical significance was defined as p<0.05. Calculation was performed using a. computer
package (Statistical Package for Social Sciences version 17; SPSS, Chicago, IL).

RESULTS
The characteristics of participants were tested according to womens’ ferritin level at the entry

of the study (Table 1). Consequently, the participants were divided into 4 groups according to
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their baseline level of ferritin (G1: 8.98 + 2.82 (n=27); G2: 17.49 + 2.64 (n=25); G3: 29.88 £
445 (n=26) and G4: 56.55 + 15.13 pg/L (n=26); p<0.001). There were no statistically
significant differences in terms of age, BMI, other risk factors for GDM (familial history of
diabetes, parity, previous macrosomia, history of polycystic ovarian syndrome), life style
(smoking and physical activity), and gestational age at booking between the 4 groups. There
were also no statistically significant differences in the baseline Hb, CRP and FPG. The dietary
iron intake was significantly elevated in women in the higher quartile of ferritin level (11.4 £
4,06 mg vs 9.81 + 3.19; 9.47 + 1.98; 8.75 + 1.64 mg respectively in the first 3 groups;
p=0.024).

The results of blood sampling tests at the time of OGTT were represented in table 2. Overall
16 (15.4%) patients developed GDM and no significant difference was found between the 4
quartiles (11.1%, 20%, 7.7%, and 23% respectively; p=0.381). There was also no statistically
significant difference in WG, BMI, FPG, 1-hour OGTT, whereas the difference was
statistically significant in the 2-hour OGTT (101.07 + 21, 103.56 £ 22.8, 103.19 + 25 mg/dL
respectively in the 3 first groups vs 123.12 + 21.7 mg/dL in the highest quartile; p=0.001). In
term of iron status, the ferritin levels remain statistically significantly higher at 24-28 WG in
higher ferritin group (p=0.019) without significant difference in Hb levels between groups.

In addition, the characteristics of the patients were tested according to the 50" percentile for
Hb values (12.5 g/dL) at the entry of the study (Table 3), and the participants were divided
into 2 groups (n;=56 and n,=48). There was no significant difference in WG, age, BMI and
family history of diabetes. A positive significant association was found with ferritin levels,
Ht% at the entry of the study, and also with dietary iron intake. There was no significant
difference in FPG, 1 and 2-h OGTT glucose values and GDM between the 2 Hb groups.

We further examined the associations between the ferritin levels obtained at midpregnancy
and glucose values for OGTT (table 4). There was a significant increase in 2-h OGGT values
in the higher tertile of ferritin (116.21 £ 22.91 pg/L vs 103.49 * 24.44 and 104.06 + 23.66
ug/L respectively in the first and second tertiles, p=0.049). No significant associations were
found for FPG and 1-h OGGT between the 3 groups. There was also a significant increase in
CRP values in the higher tertile of ferritin (4.85 £ 4.57 vs 4.403 £ 4.95 and 3.303 £ 0.603

mg/L respectively in the first and second tertiles).
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Multiple regression analysis was performed with log-transformed values of serum ferritin,
maternal age, BMI and CRP, to determine the relationship between these parameters and the
2-h OGTT glucose values. Transformed ferritin concentration (8=0.366, P<0.001) was the
only significant determinant of the 2-h OGTT values. In addition, multiple regression analysis
was performed with log-transformed values of serum ferritin at midpregnancy, BMI, maternal
age, and transformed values of CRP (midpregnancy) to determine the relationship between
these parameters and the 2-h OGTT glucose values. Transformed ferritin concentration
(3=0.289, P=0.014) was the only significant determinant of the 2h-OGTT values.
Furthermore, we found a positive significant correlation between ferritin values at the entry
with 1 and 2-h OGTT glucose values (rho=0.21, p=0.045 and rho=0.43, p<0.001
respectively). A positive significant correlation was also obtained between ferritin values at
midpregnancy and 2-h OGTT glucose values (rho=0.24, p=0.02) (Table 5). There were no
significant correlations between ferritin and CRP values at entry, and between ferritin and
CRP values at 24-28 WG. Ferritin and Hb at entry were positively correlated (rho=0.225;
p=0.002).

In multivariate analysis, the highest quartile of serum ferritin at entry (> 38.5 ug/L) was not
significantly associated with increased risk of developing GDM when compared with the first
quartile (OR 2.49, p-value >0.05; 95% CI [0.53-10.84]), and the same result was noticed after
multivariable adjustment (AOR was 1.62, p-value >0.05, 95% CI [0.20-12.95]).

On the other hand, we carried out a stratified analysis for HOMA-IR and insulin, to set if
these variables are associated with glucose intolerance or GDM risk in strata of
ferritin<13pg/L and ferritin >38.5 pg/L. Results were represented in tables 6 (a and b).
Ferritin was a modifying factor for the associations of HOMA-IR and insulin with GDM.
Results show positive significant associations in the highest strata of ferritin (1.5 + 0.52 in
non GDM patients vs 3.17 £ 0.69 in GDM patients, p<0.001 and 7.42 £ 2.49 in non GDM
patients vs 13.39 + 2.99 pUl/mL in GDM patients, p<0.001) for HOMA-IR and insulin
respectively, whereas these associations were not significant in the lowest stratum. In
addition, ferritin was also found a modifying factor for the correlations HOMA-IR and insulin
with glucose intolerance. HOMA-IR and insulin had significant negative correlations with 2-h
OGTT glucose values in the first strata (rho=-0.489, p=0.01 and rho=-0.494, p=0.009

respectively), whereas these correlations became non significant in the higher ferritin sratum.
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DISCUSSION

In this study we reported for the first time that an early high ferritin level in pregnancy is
predictive to an impaired glucose tolerance while other risk factors, as maternal age, BMI, and
CRP were not significantly determinants of 2-h OGTT glucose values. Ferritin concentrations
were positively correlated to 2-h OGTT glucose values, although we did not find a significant
association between high iron stores in early pregnancy and the incidence of GDM. This latter
result could be explained by an insufficient statistical power due to the low percentage of
individuals with GDM in our population.

Positive associations between serum ferritin concentrations and type 2 diabetes have been
reported in several cohort studies [5, 6, 18]. In a prospective case control study the risk of
diabetes was markedly elevated in participants with clinically raised ferritin (=300 pg/L in
men and > 150 pug/L in women) compared with the lowest quartile (odds ratio 7.4, 95% CI
3.5-15.4) [19]. The results of a case cohort study supported the hypothesis that a higher iron
stores below the level of hemochromatosis are associated with risk of type 2 diabetes [20].
Data from a prospective nested case control study in healthy women showed that higher
ferritin concentrations (109 [105] vs 71.5 [68.7] ng/L; p<0.001) were associated with an
increased risk of type 2 diabetes independent of known diabetes risk factors [21].

The relationship between iron status and risk of GDM was also reported in several previous
studies. High maternal ferritin values in early pregnancy (ferritin >19.7 ug/L) were indicated
as risk factors for GDM in Turkish women [22]. In the Camden study, a nested case-control
study, women in the highest tertile of serum ferritin (>92.1 pmol/L or 41 pg/L) early in
gestation, had a twofold risk of GDM (AOR 2.35, 95% CI 1.06-5.22) [23]. In our study, we
did not find a significant association in the incidence of GDM in women with higher iron
stores in early pregnancy, despite the ferritin cutpoint in higher quartile group (38.5 pg/L) was
above or nearly to that noted in the 2 previous studies to be associated with increased risk. It
might be explained that serum ferritin concentrations were moderately elevated in the
population under study. According that women were classified with increased iron stores at
entry if their serum ferritin was >60 pg/L [24-25], which represents only 10.57% of our
population. Furthermore, only 4.8% of pregnant women had their ferritin level >70 pg/L,
corresponding to mobilizable body iron stores of >500mg, which nearly balances the net iron

loss during pregnancy [9]. Thus, mild to moderate elevation in iron stores may be sufficient to
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influence markedly glucose metabolism, resulting in impaired glucose tolerance at 2-h OGTT
but might be insufficient to increase risk of GDM. Nethertheless, we cannot exclude that the
low percentage of GDM could take part of this lack of effect.

Two hypotheses may account among possible explanations for the elevated ferritin
concentrations in participants with diabetes. First, elevated ferritin concentrations may
represent elevated iron body stores. Second, ferritin is also an acute-phase reactant, and
elevated ferritin concentrations may reflect inflammation [26, 27]. In the previous study
conducted on Turkish women [22], the results of regression analysis suggested that high Hb
and ferritin values may be confounding factors related to nutritional status. However, in the
Camden study [23], the association of iron supplementation and dietary iron intake and GDM
was not mentioned, and a positive correlation was found between ferritin and CRP values.
The authors supported the hypothesis of the systemic inflammation involved in the
pathophysiology of GDM, indicated by elevations of both serum ferritin and CRP levels. In
another study, first-trimester CRP levels were significantly increased among women who
subsequently developed GDM and there is evidence of increased inflammation during the first
trimester [28]. Other results suggest that there is correlation between C-reactive protein at
midpregnancy and GDM, and inflammation may play an important role in the development of
GDM [29]. In our study we did not observed a correlation between ferritin levels and serum
CRP at early pregnancy, and CRP was not a significant determinant of 2-h OGTT glucose
values in a multivariate analysis. In contrary, a significant association was found between
higher ferritin levels and dietary iron intake, besides a positive significant correlation between
ferritin and Hb at first trimester, supporting the hypothesis that in our study elevated ferritin
concentrations may represent elevated iron body stores. In parallel, higher Hb values at early
pregnancy were not associated with increased risk of GDM in our study, whereas, Hb>13
g/dL was reported as an independent risk for GDM [30].

Interestingly, our findings suggest that an increase of insulin resistant related to increase in
iron stores was implicated in impairment of glucose tolerance and GDM risk.

Body iron balance and iron status are influenced by the magnitude of dietary iron intake in
combination with the bioavailability of dietary iron [31]. Lebanese pregnant women, in this
study, had a mean dietary iron intake of 9.84 + 2.99 mg. The recommended iron dietary

allowed for pregnant women is 27 mg/day as indicated by the NIH [14]. Although all
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participants had inadequate dietary iron intake that is needed to fulfill the body iron demands
in pregnancy, all women were nonanemic. For this reason, no routine iron supplementation
was administered until 20 to 24 WG. This data support the hypothesis that a normal iron status
based on Hb and Ht could be fit during pregnancy with a lower iron intake than
recommendation. Such discrepancy between low level intake and the low risk of anemia
could be explained by an increased biovalability during pregnancy [8]. However the French
study EPIFER as part of the larger study SUVIMAX study, in women of 35 to 60 years old,
had also reported a such large difference between iron intake and risk of anemia while more
than 90 % of the women of this study did not fit the recommended iron intake, less than 4% of
them were anemic suggesting that the compensatory effect of biovalibility could have been
underestimated in the recommendation [32]. The serum ferritin concentration drops steadily
to ~50% of normal at midterm [8]. These changes reflect hemodilution, and the iron is
mobilized from stores to meet the increased demands of pregnancy. Since iron stores at
midpregnancy may be influenced by iron stores at entry, iron supplementation, dietary iron
intake and inflammatory status, we have also studied the association of ferritin levels between
24 to 28 WG and the risk on GDM. Although, the ferritin concentrations fallen below those
reported to be elevated for the third trimester of pregnancy (>41 pg/L) [24] and those
associated with increased risk of GDM [33], we still found a significant associations between
higher tertile group of ferritin and 2-h OGTT values, and also with CRP values. We also
found a significant positive correlation between ferritin levels at midpregnancy and 2-h
OGTT glucose values, but no correlation was found between ferritin and CRP values
(rho=0.138; p=0.188). Moreover, among the independent variables age and BMI, and CRP
values at 24-28 WG, serum ferritin concentrations were the only determinant of 2-h OGTT
glucose values.

In conclusion, our data report a positive association between normal to mildly increased iron
stores at early pregnancy and the risk of glucose intolerance in nonanemic and non
supplemented pregnant women. These observations support the hypothesis that iron
supplementation should be individualized based on iron status and ferritin levels to minimize
the risk on glucose metabolism. Systematic iron supplementation may be reasonable at

midpregnancy to maintain adequate biologic parameters in mothers who enter pregnancy with
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normal but not sufficient iron stores. Further studies are needed to examine the relationship of

iron stores (at entry and later in pregnancy), and the risk of GDM.
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Tablel. Maternal characteristics and laboratory data at the entry of study according to ferritin

groups
Characteristics Quartile Ferritin (ug/L) p-value®
<13 13-21.55 21.55-38.5 >38.5
n (%) 27 (26) 25 (24) 26 (25) 26 (25)
Gestation week’s at entry 7.70 £1.89 748 +£1.92 8§+212 7.65+2.15 0.831°
Age (years) 27.11+£5.34 25.48 £ 4.45 27.12 £5.09 26.08 +5.93 0.608"
Prepregnant BMI (Kg/m?) 25+5.2 23.17 £ 3.69 26.18 £ 6.62 24.05+4.10 0.199°
Family history of diabetes 5 (18.5) 4 (16) 5(19.2) 7 (26.9) 0.785
Primiparity 6 (22.2) 7(28) 12 (46.2) 9 (34.6) 0.286
Previous macrosomia 1(3.7) 0 (0) 1(3.8) 0(0) 1.000
Polycystic ovarian syndrome 3(11.1) 1(4) 2(71.7) 1(3.8) 0.832
Smoking 10 (37) 8(32) 9 (34.6) 6(23.1) 0.717
Physical activity 4 (14.8) 4 (16) 7 (26.9) 8(30.8) 0.414
Dietary iron intake (mg/day) 9.81+£3.19 9.47 £1.98 8.75+1.64 11.4+4.06 0.024°
FPG (mg/dL) 83.96 + 8.17 84.84 £7.81 83.19 £8.15 87 £9.49 0.4
Ferritin (ug/L) 8.98 £2.82 17.49 + 2.64 29.88+4.45  56.55+15.13 <0.001°
Hb (g/dL) 12.32 £ 0.69 12.53+0.84 12.43 £ 0.94 12.77£0.72 0.204°
Ht % 36.87 £1.95 37.42 £ 2.65 3755x271 37.63+£1.77 0.504°
CRP (mg/L) 459+4.8 3.58 + 3.52 3+2.86 457 +5.17 0.464"

Data are expressed as mean + SD for continous variables and as n (%) for categorical variable; statistically
significant results are shown in boldface. ® P-value obtained by Chi-2 if expected frequency in any cell <5
Fischer exact test is used, ® P-value detected by ANOVA.

Table 2. Maternal characteristics and laboratory data at 24 to 28 weeks’ gestation according to

ferritin group.

Characteristics Quartile Ferritin (ng/L) p-value®
<13 13-21.55 21.55-38.5 >38.5
n (%) 27 (26) 25 (24) 26 (25) 26 (25)
Gestation week’s at OGTT 2559 +£1.12 25,92 £1.59 26.27 £1.51 25.85+ 1.59 0.344°
BMI (Kg/mz) 2552 23.17 £ 3.69 26.18 £ 6.62 24.05+4.10 0.199°
FPG at OGTT (mg/dL) 80.78 £ 6.44 80.48 £7.73 79.69 £ 6.85 84.73 £ 8.86 0.078°
1-h OGTT (mg/dL) 12322 £26.5 124.68 £32.7 79.69 £ 6.85 84.73 £ 8.86 0.285°
2-h OGTT (mg/dL) 101.07 £ 21 10356 £22.8 103.19x255 123.12+21.7 0.002°
GDM n (%) 3(11.1) 5 (20) 2 (7.7) 6 (23.1) 0.381
Ferritin (ng/L) 857+550  1391+21.87 1448+7.19 20571399  0.019°
Hb (g/dL) 1154+081  1147+091  11.71+089  11.631.18 0.816"
Ht % 34.15+£2.3 33.97£2.74 34.39+2.82 34.29 £3.19 0.951°

Data are expressed as mean + SD for continous variables and as n (%) for categorical variable; statistically
significant results are shown in boldface. # P-value obtained by Chi-2 if expected frequency in any cell <5
Fischer exact test is used, ° P-value detected by ANOVA.
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Table 3. Maternal characteristics and laboratory data according to 50" percentile Hb at the

entry of the study
Characteristics Hb<12.5 g/dL Hb>12.5 g/dL p-value 2
n= 56 n=48

Gestation week’s at entry 7.88 +£1.93 7.52+2.09 0.371°
Age (years) 27.16 +5.48 25.65 + 4.79 0.140°
Prepregnant BMI (Kg/m?) 24.79 + 4.91 24.42 +5.35 0.714°
Family history of diabetes n (%) 8 (14.3) 13 (27.1) 0.105
Dietary iron intake (mg/day) 9.17 +2.39 10.65 + 3.45 0.011°
Ferritin (ug/L) 22.99 + 16.60 34.15 + 21.65 0.005"
Ht % 35.89+1.6 39.07+171 <0.001"
Gestation week’s at OGTT 25.89 £1.38 25.92 £ 1.56 0.934°
Ferritin (pg/L) 14.7 £ 16.92 13.89 +9.94 0.771°
Hb (g/dL) 11.24 +0.85 11.99 + 0.89 <0.001"
Hct % 33.47 £ 249 35.06 £ 2.79 0.003°
FPG at OGTT (mg/dL) 80.36 + 7.6 82.67 + 7.62 0.126°
1-h OGTT (mg/dL) 125.69 + 23.26 130.42 +£30.42 0.444°
2-h OGTT (mg/dL) 106.55 + 23.26 109.06 £ 25.41 0.60°
GDM n (%) 9 (16.1) 7 (14.6) 0.834

ap-value obtained by Chi-2 if expected frequency in any cell <5 Fischer exact test is used, ° P-value obtained by

student-test.

Table 4. Associations between ferritin levels at midpregnancy and OGTT values

Laboratory tests Tertile ferritin (png/L) p-value
<8 8-15 =15

n (%) 37 (35.6) 34 (32.7) 33 (31.7)

Gestation week’s at OGTT 26.19+1.35 25.97 £ 1.47 25.52 +1.52 0.147
FPG at OGTT (mg/dL) 81.84 +£7.31 80.89 + 6.95 82.33+8.72 0.452
1-h OGTT (mg/dL) 122.92 + 28.37 125.94 + 31.55 135.42 + 33.24 0.225
2-h OGTT (mg/dL) 103.49 + 24.44 104.06 + 23.66 116.21 + 22.91 0.049
CRP (mg/L) 4.403 + 4.95 3.303 £ 0.603 4.85 + 4.57 0.006

p-value obtained by ANOVA

Table 5. Correlations between ferritin levels and glycemia, Hb and CRP values.

Parameters Ferritin at entry Ferritin at midpregnancy
rho* p-value rho* p-value

FPG at OGTT 0.135 0.196 0.024 0.822
1-h OGTT 0.208 0.045 0.151 0.148
2-h OGTT 0.428 <0.001 0.245 0.018
Hb at entry 0.225 0.002 - -
CRP at entry -0.035 0.729 - -
CRP at OGTT - 0.138 0.188

* rho: Correlation coefficient detected by spearman test
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Table 6a. Stratified analysis for the association HOMA-IR/insulin and Glucose intolerance in
strata of ferritin<13 and >38.5 pg/L

Variables OGTT-2h

rho p-value
Strata of ferritin <13 ug/L
HOMA-IR % -0.489 0.010
Insulin (WUI/mL) -0.494 0.009
Strata of ferritin >38.5ug/L
HOMA-IR % 0.032 0.878
Insulin (WUI/mL) -0.003 0.988

* rho: Correlation coefficient detected by spearman test

Table 6b. Stratified analysis for the HOMA-IR/insulin and GDM in strata of ferritin<13 and

>38.5 ug/L

Variables Non- GDM GDM p-value
Strata of ferritin <13 ug/L

HOMA-IR % 1.71+£0.76 249+1.11 0.116
Insulin (WUI/mL) 8.61 +3.59 10.97 £ 4.52 0.305
Strata of ferritin >38.5u9/L

HOMA-IR % 1.5+0.52 3.17+£0.69 <0.001
Insulin (WUI/mL) 7.42+2.49 13.39 £2.99 <0.001

p-value detected by student t-test
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IX.4. Statut en fer, stress oxydant et diabéte gestationnel

Nous avons démontré dans la premiere partie de notre travail une association entre statut en
fer et risque d’intolérance gestationnelle au glucose. Dans cette partie de la thése nous nous
sommes attachés a évaluer le statut en SO des patientes ayant un DG et a identifier son role

dans la relation fer et intolérance au glucose ou DG.

I1X.4.1. Contexte de la recherche

Lors de la grossesse la production de radicaux libres augmente avec la maturation du placenta
et I’augmentation de sa charge mitochondriale du fait de son métabolisme essentiellement
glycolytique aérobie. Dans le cas des grossesses normales cette production est généralement
compensée par une augmentation de la défense enzymatique antioxydante permettant de
contrler en partie un SO. Cependant, cet équilibre rédox est rompu dans le cas de
supplémentation en fer chez des femmes enceintes non anémiques (Lachili et al., 2001),
(Viteri et al., 2012) ou de grossesses pathologiques (Uotila et al., 1991), (Toescu et al., 2002),
Patil et al., 2007). En particulier une augmentation du SO est décrite dans le DG (Lappas et
al., 2011). L’hyperglycémie en elle-méme exposerait a un risque augmenté de SO (Robertson,
2004).

Dans la premiére partie de notre travail nous avons établi un lien entre ferritine et intolérance
au glucose. Nous avons également montré qu’un statut en fer élevé était associé a une plus
forte consommation en fer dans notre population. En raison des propriétés pro-oxydantes du
fer dans le cas d’apport élevé, nous avons évalué dans cette partie de notre travail, I’impact

d’un statut élevé en fer sur les marqueurs de SO chez les patientes ayant un DG.

1X.4.2. Présentation de la publication E
Association entre statut en fer, intolérance au glucose et stress oxydant élevé au cours de

la grossesse.

Dans cette étude nous avons comparé le statut rédox et les marqueurs biologiques du SO chez
les participantes avec ou sans DG. Nous avons mis en évidence une diminution significative
du statut antioxydant total (FRAP) chez les participantes ayant un DG (Tableau 8) et une

augmentation des dommages a I’ADN. En raison de la sévérité des risques liés a un SO éleve
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pendant la période de grossesse et les risques de malformation ou d’avortement spontané
devraient étre estimés dans une plus large étude. Malheureusement le trop faible nombre de
DG dans notre population ne nous a pas permis de mettre en évidence de différences de
risques cliniques entre nos deux populations.

Tableau 8 : Marqueurs biologiques du stress oxydant chez les femmes enceintes avec ou sans
diabéte gestationnel

Paramétres plasmatiques No-DG DG p-value
n (%) 79 (84.9) 14 (15.1)

Dommages a I’ADN (UA) 4.44 +0.53 4.69 +0.32 0.025
FRAP (uM/L) 735.18 +113.17 693.57 +50.39 0.030

p-value obtenue par le test t de student

De plus nous avons mis en évidence des corrélations positives entre les glycémies et les
marqueurs biochimiques du SO (TBARS et dommages a I’ADN), ainsi que des corrélations
négatives entre les glycémies et Dactivité enzymatique (GPx) ainsi qu’avec le ratio
GSH/GSSG, représentatif du statut antioxydant endogene. L’ensemble de ces résultats
présentés dans le (Tableau 9) confirment la relation étroite entre hyperglycémie et marqueur
du SO.

Tableau 9 : Corrélations entre les marqueurs biologiques du stress oxydant et les glycémies

Paramétres GAJ GAJ 2-h 75g HGPO
plasmatiques (1% trimestre) (24-28 SA)

rho* p-value rho* p-value rho* p-value
TBARS 0.172 0.100 -0.03 0.78 0.242 0.019
Dommages a I’ADN 0.238 0.022 0.334 0.001 0.055 0.598
GPx -0.037 0.726 -0.233 0.026 0.029 0.781
GSH/GSSG 0.063 0.549 -0.055 0.605 -0.242 0.02

*Coefficient de corrélation de Spearman

Nous avons également montré que les concentrations sériques de ferritine sont positivement
corrélées aux TBARS (rho=0.237, p=0.012). Ce résultat est en accord avec une précédente
étude qui avait montré une corrélation positive entre le taux de fer et TBARS (Lachili et al,
2001).

De maniére intéressante, les résultats de 1’analyse stratifiée dans le strata de ferritine <13 pg/L
et >38.5 ug/L, ont montré que des taux de ferritine élevé modifiaient significativement la
correlation GRase et intolérance au glucose (Tableau 10).
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Tableau 10: L’analyse stratifiée de 1’association des marqueurs du stress oxydant avec
I’intolérance au glucose dans les strates de ferritine <13 et >38.5 pg/L

Variables 2h-HGPO

rho* p-value
Strata de ferritine <13 pg/L
TBARS 0.424 0.028
GRase -0.063 0.756
Strata de ferritine > 38.5 pg/L
TBARS 0.545 0.005
GRase 0.432 0.031

*Coefficient de corrélation de Spearman

En conclusion, les résultats de cette étude non seulement confirment une élévation du SO chez
les patientes avec DG mais nous montrons aussi que 1’interaction entre SO-fer-intolérance au
glucose pourrait étre expliquée du fait de réserves élevées en fer. Nos résultats suggerent donc

qu’une supplémentation en fer non justifiée serait donc un facteur aggravant de la relation fer-

DG

1X.4.3. Publication E

Association between iron status, glucose impairment and increased oxidative stress

during pregnancy.

Salam ZEIN?, Samar RACHIDI?, Pascale SALAMEH? Mireille OSMANPS, Sanaa
AWADA? Amal AL-HAJJE?, Wafaa BAWAB?, Isabelle HININGER-FAVIER®®

& Clinical Pharmacy Department, Faculty of Pharmacy, Lebanese University, Hadath, Beirut, Lebanon;
® Laboratory of Fundamental and Applied Bioenergetics, University Joseph Fourier, Grenoble, France;
‘INSERM, U1055, Grenoble, France;

Publication soumise & Diabetes Research and Clinical Practice

ABSTRACT

Objectives. Iron supplementation during pregnancy improves maternal iron status and protects
infants from anemia. However, iron excess is a condition under which free radical damage has
been observed. Increased iron stores have been also reported to be related to increase risk of
diabetes and gestational diabetes mellitus (GDM). The aim of this study was to evaluate the

impact of iron status of women diagnosed with GDM on the redox status, and to evaluate the
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role of elevated oxidative stress (OS) mediated by iron stores as a predictive factor for GDM
risk.

Patients and methods. This is a prospective observational study, conducted on 93 nonanemic
pregnant women in a single hospital at Beirut, Lebanon. Iron status was assessed at the first
trimester of gestation (7.71 + 2.00 weeks of gestation) and all participants were diagnosed for
GDM at 24 to 28 weeks of gestation. Blood sampling were collected for insulin and biological
markers of oxidative damage tests at the time of the oral glucose tolerance test.

Results. We found a significant decrease in total antioxidant capacity of plasma in GDM
patients (735.18 £ 113.17 in non-GDM vs 693.57 + 50.39 uM/L in GDM patients; p=0.030)
and a significant increase in DNA damage (4.44 + 0.53 in non-GDM vs 4.69 + 0.32 UA in
GDM patients, p=0.025). The serum ferritin levels were significantly correlated with TBARS
values (rho=0.237, p=0.012). The stratified analysis showed that ferritine was a modifying
factor for the correlation of glutathione reductase and glucose tolerance.

Conclusions. We observed as expected, an elevation of OS level in pregnant women with
GDM, but for the first time this effect was shown at midpregnancy. Furthermore, our results
showed an association between ferritin-glucose intolerance and ferritine-OS. These results
suggest that a high iron store is a worsening factor in GDM and could be a predictive factor
for the risk of GDM. Further larger studies are necessary to consider the benefits and risks of
iron supplementation during pregnancy in case of GDM.

KEY WORDS: Oxidative stress — Gestational diabetes mellitus — iron stores — Ferritin —

glucose intolerance

INTRODUCTION

Oxidative stress (OS) refers to a disturbance in the balance between the production of reactive
oxygen species (ROS) and antioxidant defenses [1]. ROS are generated as by-products of
aerobic respiration and metabolism [2]. The overproduction of ROS and the insufficiency of
an antioxidant mechanism results in oxidative stress, that can be an important mediator of
damage to cell structures, including lipids, proteins and DNA [3].

Pregnancy is a condition exhibiting increased susceptibility to OS, mostly because of the
mitochondria-rich placenta [4]. Transitional metals, especially iron, which are particularly

abundant in the placenta, are important in the generation of free radicals in vivo, catalyzing
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the conversion of superoxide anion and hydrogen peroxide to the highly reactive hydroxyl
radical, via the Fenton and Haber—Weiss reactions [5]. Although the plasma free radical
trapping and antioxidant potential are able to counteract OS in normal pregnancy through
enzymatic induction and activity (catalase, CAT; superoxide dismutase, SOD; glutathione
peroxidase, GPx and reductase, Grase) as well as through nonenzymatic free radical
protectors and scavengers (vitamins C and E, uric acid and protein thiols) elevated OS was
reported in pregnant women compared to non pregnant women [4, 6-8]. However, pregnancy
is a state where this adaptation and equilibrium are easily disrupted and an increased OS
owing to both overproduction of free radicals and/or a defect in the antioxidant defenses has
been described in pathologic pregnancies, including gestational diabetes mellitus (GDM) [9].
Furthermore, several data suggest that iron supplementation is associated with a heightened
level of OS, when iron store are not deficient [10, 11]. Aside the tightly and largely
documented link between a high iron status and diabetes in hemochromatosis [12, 13],
recently several data from cohort studies have described a similar association in apparently
healthy population. Limited data are available of such adverse effect of a high iron status in
pregnancy [14]. Considering the effects of iron and hyperglycemia on redox status, the level
of OS should be more increased in women displaying both a GDM and a high iron status, and
might be predictive to adverse effect in pregnancy and outcome.

In an attempt to verify the relationship between iron status, OS and GDM, we conducted a
study in Lebanese population of pregnant women to compare the redox status of women
diagnosed with GDM according to the new criteria for GDM and in control pregnant women.
Indeed considering the slowdown of glycemia for GDM diagnosis, the association of
oxidative stress and GDM could be modified. Secondly, the potential implication of iron
stores in the generation of OS in GDM patients was evaluated. Furthermore no data are

available in Lebanon on this association between GDM and OS.

MATERIAL AND METHODS

Subjects. The study was conducted on 93 pregnant women recruited between December 2012
and November 2013 in Bahman hospital at Beirut. Data were collected as part of a cohort
prospective observational study of the impact of iron status on the OS and risk of GDM. The

university commission of medical ethic and bioethics at Lebanese University approved the
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study protocol. Informed written consent form was obtained from each participant. The
participants were generally healthy women with singleton pregnancy, non anemic, with no
known chronic disease such as diabetes, hypertension and hypo or hyperthyroidism.

Methods. Fasting blood samples were collected from participants at the first trimester of
gestation for glucose, ferritin and hemoglobin (Hb) concentrations assessment, and between
24 to 28 weeks of gestation for the oral glucose tolerance test (OGTT), insulin and biological
markers of oxidative damage tests. Only one of the 3 values exceeding glucose thresholds was
needed for GDM diagnosis (Fasting>92 mg/dL; 1-h>180 mg/dL and 2-h>153 mg/dL)
according to the new World Health Organization [15]. Blood samples collected for OS tests
were prepared and refrigerated at -80°C until assayed.

Ferritin and Hemoglobin.

Serum ferritin concentrations were measured using the chemiluminescence method
automated on the Architect I (Abbott Diagnostics, USA), and Hb concentrations using the
hemiglobincyanide method on automate CELL-DYN Ruby 3500 (Abbott diagnostics, USA).

Glucose
Glucose was assessed by enzymatic UV (hexokinase method) using Olympus AU 400

analyzer (Olympus Diagnostics, Germany).

Insulin

Insulin was assessed by radioimmunoassay (Bl-Insulin IRMA kit, Cis bio International, Gif-
sur-Yvette, France). Insulin sensitivity was calculated using the Homeostasis Model
Assessment-insulin resistance (HOMA-IR) (Formula: fasting glucose (mg/dL) x fasting
insulin pUI/mL /405) [16].

Lipid oxidation

Plasma thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) concentrations were assessed as
described by Richard et al., 1992 [17].

DNA damage

The evaluation of DNA damage was achieved by the comet assay (single-cell gel
electrophoresis) on total blood following Hininger et al., 2004 [18]. Results were expressed as
arbitrary unit (UA) and calculated by a software analysis [KOMET 4,0 (Kinetic Imaging)]
after monitoring the fluorescence intensity of the DNA after migration on gel electrophoresis.

Plasma thiol (SH) groups
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Plasma SH groups were assayed as described by Faure et Lafond, 1995 [19]. The calibration
was obtained from a stock solution of 100 mM N-acetyl cysteine (NAC) in the range of 0.125
to 1 mM. Standards and plasma samples were diluted in phosphate buffer 0.05 M,
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 1 mM, pH 8 and 2-acid nitrobenzoic (DTNB) 2.5
mM, and absorbance measured at 412 nm.

FRAP (Ferric Reducing Ability Power)

Plasma antioxidant status was evaluated using ferric reducing ability power (FRAP) assay.
The FRAP assay uses antioxidants as reductants in a redox-linked colorimetric method. In this
assay, at low pH, a ferric-tripyridyltriazine (Felll-TPTZ) complex is reduced to the ferrous
form, which is blue and monitored by measuring the change in absorption at 593 nm. The
change in absorbance is directly proportional to the reducing power of the electron-donating
antioxidants present in plasma. The absorbance change is translated into a FRAP value (in
uM/L) by relating the change of absorbance at 593 nm of test sample to that of a standard
solution of known FRAP value (Benzie et Strain, 1996) [20].

Reduced and oxidized glutathione (GSH/GSSG)

The reduced and oxidized form of glutathione, were determined by a kinetic method as
prescribed by Akerboom et Sies, 1981 [21]. GSH, GSSG cause a continuous reduction of
DTNB (reducing agent of disulfide bond) by NADPH. TNB formation was followed by
spectrophotometer at 412 nm.

Antioxidant enzymes

Erythrocyte Cu-Zn SOD activity was measured after hemoglobin precipitation by monitoring
the auto-oxidation of pyrogallol by the method of Marklund et Marklund, 1974 [22].
Erythrocyte GPx activity was evaluated by the modified method of Gunzler et al., 1974 [23]
using terbutyl hydroperoxide as a substrate instead of hydrogen peroxide. GRase activity was
assessed with the Randox Kit for glutathione reductase according to the procedure adapted for
monitoring by an automate Hitachi 912nm.

Statistical analysis.

Results are expressed as means * standard deviation (SD) for continuous variables, and as
percentages for categorical variable. For quantitative variables with normal distribution,
Student t-test is used to compare between two groups. Correlation was evaluated by Spearman

correlation coefficient (Rho) for non-normally distributed variables. Stratified analysis over
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“ferritin” was carried out to check if ferritin is a modifying factor that modifies the
relationship between markers of oxidative damage and GDM (or 2-h OGTT glucose values).
Two strata were obtained one contains patients having ferritin level <13 pg/L, and the other
contains patients having a ferritin level >38.5 ng/L (the lowest and the highest quartile of
ferritin values). Descriptive statistics, mainly means were used for continuous variables, and
proportions were used for discrete variables. Data are expressed as mean + SD for markers of
oxidative damage levels, and their levels were compared in the GDM/non-GDM groups using
student-t-test. The relationship studied between markers of oxidative damage and 2-h OGTT
glucose values was computed by Spearman correlation coefficient (Rho). Statistical
significance was defined as p<0.05. Calculation was performed using a commercial computer
package (Statistical Package for Social Sciences for Windows version 17; SPSS, Chicago,
IL).

RESULTS and DISCUSSION

The main characteristics and the biochemical data for our population were represented in table
1. Among participants, 15.1% were diagnosed with GDM and 84.9% as non GDM at 24-28
weeks of gestation. There was no statistically significant difference in age, gestation week’s
(at entry, at OGTT and at delivery) and characteristics of the offspring (body mass index, sex
and Apgar score) between the 2 groups. As expected, there was a significant elevation of all
glucose values for fasting plasma glucose (FPG) at first trimester, FPG at OGTT, 1-h and 2-h
75 g OGTT between GDM and non GDM patients, (90.14 £ 8.79 vs 83.99 * 8.36, p=0.013;
93.29 + 5.97 vs 79.62 * 6.03, p<0.001; 174.71 + 33.54 vs 120.75 + 23.41, p<0.001; 122.14 +
29.49 vs 105.62 £ 21.41 mg/dL, p=0.014; respectively). The results of biological markers of

oxidative damage and redox status tests were represented in the table 2.

Oxidative damage and redox status in GDM patients

In our study, the antioxidant status and biochemical markers of oxidative damage (lipid,
protein and DNA damage) were assessed in pregnant women with and without GDM in 24 to
28 weeks of gestation. A hyperglycemic environment is associated with an increased OS in

particular when the radical scavenger function mechanisms are impaired. The hypothesis that
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hyperglycemia induces OS has been implicated in the etiology of diabetes-induced
complications, is supported by the fact that many biochemical pathways strictly associated
with hyperglycemia (glucose autoxidation, protein glycation) increase the production of free
radicals [24]. Limited data in GDM suggest that products of lipid peroxidation may be
increased and antioxidant enzyme activities decreased and the results are inconsistent [25]. In
our population, we observed a significant decrease in total antioxidant capacity of plasma, as
measured by the FRAP assay (735.18 + 113.17 vs 693.57 = 50.39 umol/L in non-GDM and
GDM patients respectively; p=0.030). The total antioxidant capacity reflects the capacity of
plasma sample to inhibit an oxidant reaction rather than measuring the concentration of a
specific antioxidant activity. This is in agreement with other reports of lower total antioxidant
capacity in GDM women [26-28]. In our population, however, antioxidant enzyme activities
were similar for SOD, GPx and Grase between GDM and healthy pregnant women. Our data
are in agreement with Peuchant and Biri [29-30]. To the contrary, increased SOD, GPx and
Grase activities in plasma GDM women have also been reported [31]. Rise in activity might
be an adaptive response to counter the effect of the OS. Furthermore, we did not find a
significant difference between GDM and normal pregnant women for plasma thiols groups, an
early determinant of oxidative stress [32], neither in the ratio of glutathion (GSH/GSSG), a
major cellular redox buffer [3]. The lipid peroxidation monitored by TBARS levels was also
not modified in GDM. This result is in disagreement with several reports [27, 29-31, 33] but
likewise, others studies found no evidence of greater lipid peroxidation in GDM, and results
were similar to the control [34, 35]. On the contrary, a decrease in markers of lipid
peroxidation was reported in GDM [28, 36]. A part of our results may be explained by the
adoption of novel therapeutic strategy of routine antioxidant supplementation, and pregnant
women under study were taken daily omega-3 fatty acids (eicosapentaenoic acid and
docosahexaenoic acid), since the beneficial effect of supplementation with omega-3 fatty
acids on redox status in rats [37] and in diabetic patients [38, 39] has been reported.
Furthermore, in most of these studies, the redox status has been assessing later in pregnancy
compared to our study which could take part to the discrepancies in the results. Moreover,
these results may be due to the decrease in glucose cutoffs according to the new diagnostic
criteria. Interestingly, the plasma DNA damage, monitored by Comet assay, was significantly
increased in GDM women under study (4.44 + 0.53 in non-GDM vs 4.69 + 0.32 UA in GDM
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patients, p=0.025). To our knowledge no previous studies had examined the oxidative DNA
damage in GDM pregnant women at midpregnancy. This increase on DNA damage could
take part on the increase risk of congenital malformations in newborns of mothers with GDM
compared to the general population. Although there are data to suggest that hyperglycemia
itself is teratogenic, few mechanisms have been proposed to explain diabetic embryopathy. It
has been proposed that even small fluctuations in serum glucose levels may increase
significantly the risk of congenital malformations and perinatal death [40]. Despite, it is not
possible to establish the link between the observed DNA damage increases in our study in
GDM patients with the neonatal problems due to insufficient data; these data provide an
evidence of genotoxic effects of diabetes in vivo and suggest that glucose impairment
homeostasis could be an additional risk factor for complications, regardless of diabetes
mellitus. The fact that we found a positive significant correlation of DNA damage and the
FPG at the first trimester and at OGTT (rho=0.238; p=0.022 and rho=0.334; p=0.001
respectively) reinforces the role of glycemia impairment homeostasis inducing DNA damage
as possible mechanism of congenital malformations. Given that maternal glucose passes
freely through the placenta, fetal serum glucose concentrations reflect the levels present in the
mother; our results suggest that the same effect could take place in newborns. A previous
study had reported a higher level of 8-Hydroxy-2'-deoxyguanosine associated with increased
GDM risk [41] in early pregnancy (<20 weeks of gestation). This later study reinforces the
role of DNA damage induced by impaired glucose homeostasis in pregnant populations.
Further studies are needed to examine the pathological consequences of maternal oxidative

DNA damage induced by glucose impairment during pregnancy.

Oxidative damage markers and hyperglycemia.

Although there was no significant elevation of malondialdehyde acid in GDM patients, we
found a significant positive correlation between the 2-h, 759 OGTT plasma glucose levels and
plasma TBAR’s (rtho=0.242; p=0.019). We also observed a negative correlation between GPx
and GSH/GSSG with fasting OGTT glucose levels (rho=-0.233; p=0.026 and (rho=-0.242;
p=0.02 respectively) (Table 3). These observations confirm a previous study showing that
plasma glucose levels play a role in determining oxidative status [42], and may support the

hypothesis of the role of OS, in the pathogenesis of glucose metabolism. Interestingly, the fact
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that adding scavenging enzyme, in particular GPx, to the culture medium protects rats
embryos from dysmorphogenesis induced by high glucose concentration in vitro [43] suggest
that ours observations on the negative association between GPX and hyperglycemia support
the hypothesis of a high risk of congenital problem and loss in early and midpregnancy.

ROS and oxidative stress in hyperglycemia has been thought to play a key role in causing
insulin resistance, beta-cell dysfunction and impaired glucose tolerance by their ability to
activate stress-sensitive signaling pathways [44]. We also found a positive significant
correlation between DNA damage and HOMA-IR (rho=0.223, p=0.032), and a negative
correlation between plasmatic GPx with HOMA-IR and insulin (rho=-0.251, p=0.015; rho=-
0.266, p=0.01 respectively), and between RBC-GPx with HOMA-IR and insulin (rho=-0.234,
p=0.024; rho=-0.211, p=0.043 respectively) (Table 4).

Take together these data confirm the tightly link between hyperglycemia and oxidative stress
and reinforce the need to improve the knowledge on reproductive health of women with
glucose impairment during gestation and to understand the underlying mechanisms of adverse
fetal and maternal outcomes, which in turn may lead to strategies for its prevention.
Considering that all the pregnant women of our study had taking a supplement of vitamine B9
and B12, more research is needed to prevent increase oxidative damage in early and

midpregnancy and to face hyperglycemia.

Potential link between Iron stores and GDM

Iron is a strong prooxidant that catalyzes several reactions leading to the formation of ROS
and resulting in elevated OS. Serum ferritin levels were significantly and positively correlated
to TBARS values (rho=0.237, p=0.012) in our population. Increased OS related to high iron
levels is the more likely mechanism that explains the iron-diabetes association. Other
mechanisms linking iron and diabetes have been proposed; Insulin resistance may be induced
in the liver by impeding its capacity for insulin extraction, impaired of insulin action and
interference with glucose uptake in adipocytes [13]. Our previous study (Submitted article)
suggests that increase of IR related to increase iron stores was implicated in the impairment of
glucose tolerance and the GDM risk.

Moreover, we carried out a stratified analysis for biological markers of oxidative damage and

redox status, to set if these variables are associated with GDM in strata of ferritin<13 pg/L
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and ferritin >38.5 pg/L. We found that the association of the oxidative markers and GDM was
not affected by the elevation of ferritin levels. We repeated the stratified analysis for
biological markers of oxidative damage and redox status, to set if these variables are
correlated with glucose intolerance in the two ferritin strata. Ferritin was found a modifying
factor for the correlation of GRase and glucose intolerance (rho=0.432; p=0.031) in the
highest ferritin stratum, whereas this correlation was not significant in the first strata. Results
were presented in table 5.

Our findings support the hypothesis that increased OS, mediated by elevated iron stores, is
one of potential mechanism for glucose intolerance but not for GDM. Given that pregnant
women in this study were non anemic and didn’t get iron supplements before midpregnancy,
and, in addition, the women in the highest ferritin strata had only mild to moderate increased
iron stores at the beginning of pregnancy, OS elevation related to increase iron stores may not
be sufficient to develop GDM. Endly, the limited power of our study to the association of
ferritin and GDM could take part in the lack of association between OS and GDM.

In summary, pregnant women with GDM had elevated OS level compared to non-GDM. The
iron-GDM association may be explained by the elevation of both IR and OS related to
elevated ferritin levels. Increased iron stores could be a predictive factor for the risk of GDM.
Considering this link, the interest of prophylactic iron supplementation in the case of GDM is

under debate but could be avoided in women without diagnosed anemia.
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Table 1. Main characteristics and laboratory data of the pregnant women and their offsprings

Characteristics Non-GDM GDM p-value
n (%) 79 (84.9) 14 (15.1)

Age (years) 26.2 £4.89 28.29£7.08 0.307
Gestation week’s at entry 7.43 +2.02 843+16 0.084
Ferritin pg/L (first trimester) 27.44 + 20.54 31.11 + 20.66 0.54
Hb g/dL (first trimester) 12.51+0.86 12.6 £0.49 0.577
Fasting plasma glucose (mg/dL) 83.99 + 8.36 90.14 + 8.79 0.013
Gestation week’s at OGTT 25.72 £ 1.33 2586 + 1.7 0.737
Fasting plasma glucose (mg/dL) 79.62 £ 6.03 93.29 £5.97 <0.001
1-hour, 75 g OGTT (mg/dL) 120.75 +23.41 174.71 + 33.54 <0.001
2-hour, 75 g OGTT (mg/dL) 105.62 +21.41 122.14 +29.49 0.014
Insulin pUl/mL 8.26 + 3.62 11.44£3.35 0.03
HOMA-IR% 1.64 £0.76 2.64 £0.82 <0.001
Gestation week’s at delivery 38.59+144 38.38+1.19 0.612
Infant body mass index (Kg/m?) 12.92 + 1.67 13.71 + 11.66 0.81
Sex: Boy/(Girl) % 54.5% / (45.5%) 57.1% / (42.9%) 0.857
Apgar score at 5 minutes 9.65+0.7 9.85+0.38 0.328
p -value detected by student-t-test;

Table 2. Biological markers of oxidative damage and redox status

Parameters (plasma) Non-GDM GDM p-value
n (%) 79 (84.9) 14 (15.1)

TBARS (uM) 3.25+0.35 3.13+0.28 0.236
DNA damage (UA) 4.44 +0.53 4.69 +0.32 0.025
Thiols (uM/L) 366.73 £ 30.04 360.43 +23.93 0.459
FRAP (uM/L) 735.18 + 113.17 693.57 + 50.39 0.030
GPx (U/L) 240.67 + 38.44 222.29 +40.92 0.106
GSSG (uM/L) 8.15+3.27 11.93 +13.54 0.304
reduced GSH (uM/L) 636.98 + 104.75 596.35 + 138.06 0.298
GSH/GSSG 89.83 + 63.57 91.25+ 39.46 0.912
GRase (U/L) 12.58 +2.35 11.65+1.64 0.159
GPx (U/g Hb) 38.03+8.64 34.39+5.19 0.132
SOD (U/g Hb) 1782.41 + 181.39 1747.71 + 115.83 0.492

p-value detected by student-t-test
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Table 3. Correlation of markers of oxidative damage and redox status with glucose values

Plasmatic Fasting glucose Fasting glucose 2-h 75gOGTT
Parameters (1% trimester) (OGTT)

rho* p-value rho* p-value rho* p-value
TBARS 0.172 0.100 -0.03 0.78 0.242 0.019
DNA damage 0.238 0.022 0.334 0.001 0.055 0.598
GPx -0.037 0.726 -0.233 0.026 0.029 0.781
GSH/GSSG 0.063 0.549 -0.055 0.605 -0.242 0.02

* rho: Correlation coefficient detected by spearman test

Table 4. Correlation of markers of oxidative damage and redox status with Insulin and
HOMA

Plasma parameters HOMA-IR Insulin

rho* p-value rho* p-value
DNA damage 0.223 0.032 0.177 0.092
GPx -0.251 0.015 -0.266 0.010
GPx (RBC) -0.234 0.024 -0.211 0.043

*rho:Correlation coefficient detected by spearman test

Table 5. Stratified analysis for the association of markers of oxidative damage and Glucose
intolerance in strata of ferritin<13 and >38.5 pg/L

Variables OGTT-2h

rho p-value
Strata of ferritin <13 pg/L
TBARS 0.424 0.028
Grase -0.063 0.756
Strata of ferritin >38.5 pg/L
TBARS 0.545 0.005
Grase 0.432 0.031

* rho: Correlation coefficient detected by spearman test
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X. ETUDE EXPERIMENTALE

Parallélement a 1’étude clinique nous avons réalis¢ une étude expérimentale dans le but de
proposer un modele d’étude du DG. L’étude clinique nous a permis d’observer que le fer était
un facteur aggravant de 1’intolérance au glucose et nous avons mis en évidence une corrélation
positive entre glycémies et dommages de I’ADN. En revanche nous n’avons pas pu évaluer les
conséquences feetales des dommages oxydatifs induites par I’hyperglycémie maternelle dont le
fer est un facteur aggravant. Ce modele expérimental aura pour but de vérifier les hypotheses
soulevées par I’étude clinique, d’identifier les mécanismes moléculaires mis en jeu et de
proposer des stratégies thérapeutiques pour les prévenir.

A ce jour il n’existe pas de modéle satisfaisant d’étude du DG et les études expérimentales
utilisent le modéle de diabéte induit par streptozotocin (Damasceno et al., 2002) malgré les
limites que comportent ce modéle comme modele de DG dénoncees dans des études
(Caluwaerts et al., 2003), (kruse et al., 2014). Le modele de diabéte induit par streptozotocin
provoque un DT1, dont les effets lors de la grossesse sont différents de ceux du DG dont
I’étiologie est différente, le DG se rapprochant plus d’un DT2 que d’une forme insulino-prive.
Dans une étude préliminaire (Etude 1) nous avons évalué les effets d’un régime riche en
fructose comme modéle de DG. A la suite de cette étude nous avons réalisé une deuxieme
étude pour évaluer les effets du fer associé au régime fructose sur le le métabolisme glucidique

et le SO lors de la gestation.

X.1. Etude 1 : Evaluation d’un régime riche en Fructose comme
modele expérimental de diabéte gestationnel.

Le régime fructose, apportant 65% de fructose, tel que décrit par Busserolles et al., 2003, est un
modele expérimental d’IR reconnu dans la littérature comme modele expérimental de DT2.
Nous avons évalué les effets de ce régime lors de la gestation pour le proposer comme modéle
expérimental de DG.

Méthodologie

Des rates wistars ont été soumises a un régime contréle (C : n=6) ou fructose (F : n=6) quatre

semaines avant la conception et pendant toute leur gestation.
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Composition des régimes
La composition est présentée dans le tableau 11.

Tableau 11 : Composition du régime alimentaire en g /100g

Régime alimentaire Purina chow Fructose
(group C) (groupe F)

Amidon 62 0
Fructose 0 65
Caseine 22.7 20
Huiles végétales 4.5 5
Vitamines et minéraux 6,25 6,25

Fe mg/100g diete 10 12
cellulose 4,50 5
kCal/100g diete 379 385

Les meres, les jours suivants la mise a bas, ont été sacrifiées apres injection intrapéritonéales de
pentobarbital disodique (1 mL/g de poids) et ponction cardiaque. L’évaluation des paramétres
anthropométriques a été réalisée par la mesure des poids chez les meres une fois par semaine
jusqu’a la délivrance, le poids des nouveau-nés a été évalué a la naissance et les masses
viscérales des meres ont été mesurées lors du sacrifice. Les ratons ont été sacrifiés par
décapitation et les organes prélevés, lavés dans une solution de NaCl 9%o, pesés puis plonges
dans I’azote liquide, et stockés a -80°C jusqu’a 1’analyse. Les prélévements sanguins ont été
centrifugés et les plasmas aliquotés pour la mesure des parameétres biochimiques. Les analyses
ont été réalisées sur n=10 ratons de chaque groupe (n=5 femelles et n=5 males). Les
homogénats de foie et cerveau a 10% ont été réalisés avec un milieu d’homogénéisation (Tris-
Base 10 mM, Acide Diéthyléne Triamine Penta (DTPA) 1 mM, acide PhenylMethylSulFonyl
(PMSF) 1 mM) et a I’aide d’un Potter en verre.

Les broyats ont été centrifugés a 3000 g pendant 10 minutes a 4°C. Les analyses ont été

effectuées sur le surnageant de centrifugation. La concentration du glucose, du cholestérol et

des triglycérides a été mesurée par méthode colorimétrique et enzymatique sur automate

Hitachi 917 (Roche Diagnostique, France). Les méthodes de dosages utilisées sont identiques

a celles utilisées dans I’étude clinique et présentées en annexe III.

Résultats

Le dosage des parametres anthropométriques et les mesures biochimiques sont présentes dans

les figures 7 et 8 respectivement. Les meres soumises a un régime en fructose présentaient une
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augmentation significative de la glycémie a jeun, des triglycérides et du cholestérol. Ces
variations métaboliques sont en accord avec celles obtenues avec le régime fructose (Hininger-
Favier et al., 2009) et dans le cas de diabete induit par streptozotocin (Damasceno et al., 2002).
La prise de poids gestationnel sous régime fructose était significativement supérieure a celle
des rates témoins. Cette prise de poids n’était pas associée a une augmentation de la masse
viscérale, mais elle pourrait s’expliquer par des feetus plus gros. Parallélement, il n’y avait pas
de différence dans le nombre et le sexe des animaux selon le régime. En effet, le poids moyen
des ratons nés de mére avec un régime fructose était significativement plus élevé que celui des
ratons de mere controle. Cet effet est en accord avec 1’augmentation bien documentée du risque
de macrosomie dans le DG chez les femmes. Alors que les ratons étaient plus gros, leur
glycémie en revanche était significativement plus faible (Figure 9).
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Figure 7: Paramétres anthropométriques des méres nourries par un régime contréle ou un régime
riche en fructose (C=régime controle ; F=fructose).* p=0.02

Cette observation renforce la validité de notre modéle de DG expérimental car une
hypoglycémie chez les enfants macrosomiques est également observée conduisant a avoir
recours a des perfusions en glucose chez ces nouveaux nés. Un effet qui s’explique par une
adaptation de la sécrétion d’insuline par le pancréas fonctionnel chez le foetus pour réguler la
glycémie induite par I’hyperglycémie maternelle, favorisant de fait un état d’anabolisme. A la
naissance, 1’arrét des apports glucidiques maternaux induit une hypoglycémie réactionnelle
suite au sevrage en glucose maternel.

Cette similarité dans les effets observés en cas de DG et ceux de notre modele expérimental

nous permet de proposer ce régime comme un modéle expérimental de DG et a le préférer au
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modele de diabéte induit par streptozotocin généralement proposé dans la littérature, dont les
effets de macrosomie feetale et de variabilité des glycémies sont différents (Caluwaerts et al.,

2003), pour étudier dans la suite de ce travail I’impact du fer sur la sévérité de cette pathologie.

Les foies des ratons nés de rates appartenant au groupe riche en fructose étaient en revanche
plus faibles alors que le poids des cerveaux n’était pas modifié par le régime maternel (Figure
10). Le faible poids de foie pourrait aussi étre expliqué par manque d’adaptation de la sécrétion
insulinique ou un état d’insulinorésistance hépatique entrainant une diminution de stockage de
glucose sous forme de glycogéne dans les hépatocytes. La mesure du glycogene hépatique nous

permettra de valider cette hypothése (Couturier et al., 2011).
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Figure 8: Paramétres biochimiques des méres nourries par un régime contrdle ou un régime riche
en fructose (C=régime controle; F=fructose). * p<0.05.
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Figure 9 A et B: Poids (9A) et glycémies (9B) des ratons nés de meres nourries par un régime
controdle ou riche en fructose (C= régime contrdle, n=10; F=fructose, n=10)

* p<0,05
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Figure 10 A et B:. Poids des foies (10A) et des cerveaux (10B) des ratons nés de méres selon régime
contrdle ou fructose (C=régime contréle, n=10; F=fructose, n=10). * p<0,05

X.2. Etude 2 : Evaluation d’un régime enrichi en fer en cas de
diabéte gestationnel

Dans une 2eme partie de cette étude expérimentale nous avons comparé les effets du régime
fructose (apportant 120 mg/kg de fer) a un régime fructose riche en fer (190 mg/kg de fer). Les
besoins en fer pour satisfaire les besoins feetaux des ratons ont été estimés entre 50 et 250mg de
fer/kg de diéte (Lin and Kirksey, 1976).

Dans cette étude la dose de fer du régime fructose enrichi en fer correspondait a une dose
élevée mais sans surcharge; notre but était de nous rapprocher de notre étude clinique, en
étudiant les conséquences d’un statut élevé en évitant toute exces, ce qui est rarement le cas au

cours de la grossesse. En choisissant une dose modérément élevée en comparaison avec des

Page | 93




ETUDE EXPERIMENTALE

doses de surcharges en fer décrites dans la littérature (300 mg/kg), nous voulions aussi éviter un
risque ¢élevé d’abortion. Enfin, notre objectif n’était pas non plus d’évaluer les risques de
déficits en fer, bien connus versus des effets de surcharges, mais d’étre si possible le plus
proche des conditions physiologiques.

Méthodologie

Des rates wistars ont été soumises a un régime contréle (F: n=6) ou fructose (F-Fe : n=6) quatre
semaines avant la conception et pendant toute leur gestation.

Composition des régimes

La composition est présentée dans le tableau 12 ci-apres

Tableau 12: Composition des régimes alimentaires en g /100g

Régime alimentaire Riche en fructose  Riche en fructose +fer
(groupe F) (groupe F-Fe)

Fructose 65 65

Caséine 20 20

Huiles végétales 5 5
Mineraux et vitamines 6,25 6,25

Fe mg/100g diete 12 19
cellulose 5 5
kCal/100g diete 385 385

La mesure des poids chez les méres a été réalisée une fois par semaine jusqu’a la délivrance, et
le poids des nouveau-nés a été évalué a la naissance. Les animaux, a jeun depuis une nuit, ont
été anesthésiés avec une dose de pentobarbital disodique (1 mL/g de poids) par injection
intrapéritonéale et sacrifiés. Les préléevements sanguins par ponction cardiaque sur tube
lithium-héparine ont été centrifugés et les plasmas aliquotés pour la mesure des parametres
biochimiques. Les analyses ont été réalisées sur n=10 ratons de chaque groupe (n=5 femelles et
n=5 males). Les ratons ont été décapités et les organes prélevés (foie et cerveau) ont été lavés
dans une solution de NaCl 9%o puis plongés dans 1’azote liquide, et stockés a -80°C jusqu’a
I’analyse. Les homogénats de foie et cerveau a 10% ont été réalisés avec un milieu
d’homogenéisation (Tris-Base 10 mM, Acide Diéthylene Triamine Penta (DTPA) 1 mM, acide
PhenylMethylSulFonyl (PMSF) 1 mM) et a 1’aide d’un Potter en verre. Les broyats ont été
centrifugés a 3000 g pendant 10 minutes a 4°C. Les analyses ont été effectuées sur le
surnageant de centrifugation. La concentration du glucose, du cholestérol et des triglycerides a
été mesurée par méthode colorimétrique et enzymatique sur automate Hitachi 917 (Roche
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Diagnostique, France). Les méthodes de dosages utilisées sont identiques a celles utilisées dans
I’étude clinique et présentées en annexe Ill.

Reésultats et discussion

Bien que la glycémie ne soit pas modifiée, les caractéristiques anthropométriques, a la fois

I’augmentation significative de la prise de poids gestationnelle ainsi que les poids de

naissance, significativement plus élevés dans le groupe fructose enrichi en fer (F-Fe) (Figures

11 et 12), suggérent que le fer aggrave les effets induits par le fructose

Le fait que la glycémie ne soit pas modifiee pourrait étre du a un manque de sensibilité de la
méthode de dosage du glucose a jeun. Une mesure de la sensibilité au glucose par une étude de
clamp euglycémique-insulinémique ou par un test de HGPIV en injectant 2g/kg de glucose
chez la mere au milieu de la gestation et en mesurant la cinétique de la glycémie aurait pu nous
permettre d’évaluer avec plus de sensibilité I’impact du statut en fer sur le métabolisme
glucidique. De plus cette analyse au cours de la gestation nous permettrait d’étre plus proches
du modeéle clinique ou les mesures ont été réalisées en début de grossesse et au milieu de la
grossesse a des moments de la gestation ou I’hyperglycémie peut avoir des répercussions
séveres sur I’embryogenese.

Alors que le régime fructose était associé a une hypoglycémie chez les ratons, le régime F-Fe
augmente la glycémie (Figure 12). A ce stade de 1’étude nous n’avons pas d’explication précise
sur le mécanisme mis en jeu dans cet effet, mais en raison des poids plus élevés chez ces ratons,
on peut émettre I’hypothése qu’une IR soit impliquer dans le fait que nous n’observions pas

d’hypoglycémie réactionnelle.

A. Gain de poids des rates meres B. Glycémies des rates meres
12
12 1 N 10 -
|
10 A < 87
ar é mF
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Figure 11.A et B: Poids (11A) et glycémies (11B) des meéres nourries par un régime fructose ou
régime fructose enrichi en fer (F=fructose ; F-Fe=fructose+fer). * p<0.05.
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A. Poids des ratons B. Glycémies des ratons
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Figure 12 A et B: Poids (12A) et glycémies (12B) des ratons de méres nourries par un régime
fructose ou régime fructose enrichi en fer (F=fructose, n=10; F-Fe=fructose+fer,
n=10). * p<0.05.

X.2.1. Evaluation des parametres du stress oxydant chez les meres et les ratons
Chez les méres, le régime fructose enrichi en fer n’était pas associé a une augmentation du SO
comparativement au régime fructose; Un résultat a mettre en relation avec 1’absence d’effet de
ce régime sur la glycémie. En effet, 1’étude clinique avait montré une corrélation entre la
glycémie et plusieurs marqueurs du SO (dommages a I’ADN et pouvoir antioxydant total
évalué par le FRAP). Dans cette étude préliminaire nous n’avons pas évalué les dommages a
I’ADN chez la mére mais le test du FRAP n’était pas corrélé a la glycémie des méres. D’autres
études ont également confirmé une corrélation entre glycémie et d’autres marqueurs de SO
comme les TBARS (Roussel AM et al., 2009). Paradoxalement, nous avons observé une
diminution des TBARS dans le groupe riche en fer (Figure 13). Bien que ce résultat puisse
surprendre, des études cliniques ont également rapporté une diminution des TBARS dans le cas
de DG (Santra et al., 2003), (Kharb, 2008).
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A. FRAP plasmatiques B. TBARS plasmatiques
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Figure 13 A et B: Valeurs de FRAP (13A) et TBARS (13B) de rates meres nourries par un régime
fructose ou régime fructose enrichi enfer (F=fructose; F-Fe=fructose+fer)
*
p<0.05.

En revanche, nous observons des altérations du statut rédox chez les nouveau-nés, suggeérant
que les feetus seraient plus sensibles a I’effet du régime pendant la grossesse que les meres.
Chez les ratons nés de meres nourries avec le régime fructose-fer, les activités de la GPx
hépatique et cérébrale étaient significativement diminuées. Une inhibition de I’activité de la
GPx a souvent été rapportée en cas d’IR et obésité (Kobayashi et al., 2009). La baisse observée
au niveau des cerveaux des ratons pourraient avoir des répercussions importantes sur le
développement cognitive puisque une étude in vitro (Eriksson et al., 1991) a montré que la GPx
protegerait les cellules neuronales lors de variations des concentrations des milieux cellulaires
en glucose. Le rble de la GPx a également été proposé pour la prévention de maladies
neurodégénératives (Mason et al., 2013). Bien que le cerveau ne soit pas insulinodépendant
pour son métabolisme glucidique, et que pendant treés longtemps le role de 1’insuline au niveau
cérébral ait été sous-estimé, il y a aujourd’hui un faisceau d’arguments dans la littérature en
faveur d’un rdle essentiel de I’insuline pour les capacités de mémorisation, certains auteurs
évoquant méme une IR cérébrale (de la Monte, 2012). Les conséquences de la diminution de la
GPx sur le métabolisme glucidique et insulinique cérébral mériteraient d’étre étudiées dans une
prochaine étude.

L’analyse selon le sexe montre que cette diminution serait du & une diminution significative de
I’activité GPx cérébrale chez les males alors que le régime riche en fer n’a pas d’effet sur
I’activité GPx chez les femelles (Figure 14). Ces résultats sont en accord avec des observations
sur des modeéles animaux suggérant une plus forte sensibilité de la GPx chez les males en cas

de lésions cérébrales (Pediatric societies press release, 2004). Toutefois ce résultat mérite d’étre
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confirmé car la référence pour cette seule étude que nous avons trouvée était incompléte. De
méme nous retrouvons un effet du sexe sur la GPx hépatique qui est diminuée dans les deux
groupes mais I’effet ici est significatif uniquement chez les femelles (Figure 15). Récemment,
une différence de sensibilité de I’activité de la GPx hépatique selon le sexe, a été également

rapportée chez les ratons nés de mére diabétique (Kruse et al., 2014).

A. Activité GPX cérébrale e s L,
B. Activité GPX cérébrale selon le sexe
150 - 150 -
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Figure 14 A et B: Activités GPx cérébrales des ratons (14A) et selon le sexe (14B), nés de meres
nourries avec un régime fructose enrichi ou non en fer (F=fructose, n=10; F-
Fe=fructose+fer, n=10). * p<0.05.

A. Activité GPx hépatique B. Activité GPx hépatique selon le sexe
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Figure 15 Aet B: Activité GPx hépatique des ratons (15A) et selon le sexe (15B), nés de méres
nourries avec un régime fructose enrichi ou non en fer (F=fructose, n=10; F-

Fe=fructose+fer, n=10). * p<0.05.
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Dans notre étude, le taux de GSH hépatique, substrat de la GPx et un puissant antioxydant
endogéne était significativement plus faible alors que 1’activité de I’enzyme de détoxication
GST (glutathion transférase) (Figure 16 et 17) était augmentée, suggérant une adaptation de la
GST. En effet, I’expression de cette enzyme a souvent été décrite comme augmentée en
réponse a l’activation du facteur de transcription NrF2 par une augmentation des radicaux
libres (Hayes et al., 2000). Alors que le bénéfice de I’imprégnation ostrogénique est considéré
comme un facteur antioxydant chez les femmes pour expliquer une meilleure résistance a des
atteintes oxydatives, nous n’avons pas d’explication pour expliquer cette différence sexe-

dépendante chez les nouveau-nés.

A. GSH hépatique des ratons B. GSH hépatique selon le sexe des ratons
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Figure 16 Aet B : Taux de GSH hépatique des ratons (16A) et selon le sexe (16B), nés de meres
nourries avec un régime fructose enrichi ou non en fer (F=fructose; F-
Fe=fructose+fer). * p<0.05.

A. Activité GST hépatique . L.
B. Activité GST hépatique selon le sexe des
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Figure 17 A et B : Activité GST hépatique des ratons (17A) et selon le sexe (17B), nés de méres
nourries avec un régime fructose enrichi ou non en fer (F=fructose, n=10; F-
Fe=fructose+fer, n=10). * p<0.05.

Page | 99




ETUDE EXPERIMENTALE

En conclusion, cette étude expérimentale bien que préliminaire, nous a permis de valider un
modele expérimental de DG et de proposer ce modeéle pour I’étude de I’impact d’un statut en
fer élevé sur le DG. Ce modeéle expérimental nous a également permis de mettre en évidence
des modifications du statut redox au niveau hépatique et cérébral chez les ratons nés de meres
nourries avec un régime fructose riche en fer, bien qu’aucune modification n’aient été observé
chez les meres, suggerant une plus grande sensibilité des progénitures aux effets du régime. Il
est également important de souligner que ces résultats ont été obtenus avec des taux de fer
élevés mais sans surcharges. Ces résultats préliminaires devront étre complétés par les
mesures des dommages a I’ADN et il serait intéressant d’y associer des études de

comportement pour évaluer les répercussions de ces altérations au niveau cérébral.
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XI1. DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

La grossesse modifie le métabolisme maternel, et méme chez les femmes non diabétiques
exerce un effet diabétogéne. Selon les criteres de diagnostic et la population de femmes
enceintes etudiée la prévalence du DG varie entre 2 & 18%. La forte augmentation de la
prévalence du DG observée au cours de cette derniére décennie est une conséquence de
I’épidémie mondiale de DT2 et de I’obésité mais peut-€tre aussi d’un age de grossesse plus
tardif. Les conséquences, complications périnatales et obstétricales du DG sont bien
documentées : il existe un lien trés fort entre I’hyperglycémie maternelle et la macrosomie du
nouveau-né, et le risque de malformations congénitales serait également plus élevé
(Mitanchez, 2010), (Negrato et al., 2012). De plus, bien qu’a 1’accouchement 1’homéostasie
glucidique soit restaurée, avec 1’expulsion du placenta qui exercait un effet anti-insulinique
majeur, il est admis que le DG expose les femmes enceintes a un risque accru de DT2 au
cours de leur vie (Jovanovic et Pettitt, 2001). En raison de la sévérité des risques materno-
feetaux associés au DG d’une part, et de I’intérét d’un dépistage et d’un traitement précoce
permettant d’améliorer I’issue des complications materno-feetales, les critéres de diagnostic
ont été réévalués au cours de ces dernieres années. Ces nouveaux critéres en abaissant les
seuils de glycémie sont a I’origine en partie d’une forte augmentation de la prévalence.
Parallélement a 1’intérét d’une sensibilité accrue du dépistage, I’identification de facteurs de
risque sont des éléments déterminants pour a la fois une meilleure prévention du risque et une
prise en charge thérapeutique plus efficace. A ce jour, I’obésité et I’age restent les facteurs de
risque majeurs du DG, toutefois I’identification d’autres facteurs environnementaux
permettant d’en réduire le risque, sont également un enjeu de santé publique. Parmi les
facteurs de risque, nous avons cherché a établir le réle de la ferritine comme un facteur

prédictif du risque de DG.

Les relations entre surcharge en fer et IR, clairement admises dans 1’hémochromatose,
suggerent que le fer pourrait étre un facteur de risque supplémentaire de DT2 et de DG. Le fer
libre, en tant que catalyseur de la réaction de Fenton-Haber-Weiss, participe a la génération de
radicaux libres et le fer en exces, est de fait considéré comme pro-oxidant. Parallélement les

relations étroites entre SO et IR et entre SO et DG, nous ont conduits a émettre I’hypothése
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qu’'une ferritine €levée pourrait €tre a 1’origine du risque d’une altération du métabolisme
glucidique.

En raison de I’absence du bénéfice démontré d’une supplémentation martiale systématique
(HAS, 2005b), (URPS, 2011), et d’un petit nombre d’études isolées qui ont montré qu’une
¢lévation de I’Hb et/ou de la ferritine pourrait avoir des conséquences négatives sur le
déroulement de la grossesse, I’intérét d’une supplémentation systématique en fer au cours de

la grossesse a été remise en cause.

En raison d’un lien possible entre statut en fer élevé et risque de DG, le but principal de cette
thése a été de vérifier si un statut en fer élevé indépendamment de toute supplémentation
martiale en début de la grossesse était un facteur prédictif d’intolérance au glucose et du
développement du DG et du SO chez des femmes enceintes non anémiques et non

supplémentées en fer.

Nous avons montré, pour la premiere fois dans une étude clinique, qu’une ferritine élevée en
début de la grossesse est un facteur prédictif de 1’intolérance au glucose, indépendamment des
autres facteurs de risque, a savoir, 1’age, le poids et notamment I’inflammation estimée par la
CRP.

En revanche, nous n’avons pas trouvé de relation entre une Hb élevée en début de la grossesse
et intolérance au glucose ou DG. Cette absence d’association, renforce le lien entre fer de
réserve comme facteur de risque d’intolérance et non le fer fonctionnel. Cette relation devrait
guider dans la conduite d’une pratique clinique visant a proposer une supplémentation
martiale uniquement dans le cas d’une Hb anormale et indépendamment du statut en ferritine.

De plus, en ’absence de recommandations nationales pour le dépistage de DG et d’études
disponibles au Liban, nous avons déterminé la prévalence de DG dans la population étudiée
en se basant sur les nouvelles recommandations de diagnostic publiées par 'IADPSG et
adoptées par I’OMS en 2013. Nous avons estimé une prévalence de DG de ~15% en accord
avec celle prévue par I’TADPSG (~18%) alors qu’elle n’est que de 3-4% avec les criteres de
Carpenter et Coustan généralement utilises dans les hopitaux ou le recrutement a eu lieu.
Notre étude montre la nécessité de 1’adoption de nouvelles recommandations pour un meilleur

dépistage, conduisant a une meilleure prise en charge.
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Une augmentation du SO associée a une hyperglycémie est clairement admise. Cette
association est également décrite dans le cas du DG. Nous avons Vérifié que malgré
I’abaissement des valeurs des glycémies adoptées par les nouveaux critéres de diagnostic, les
glycémies définissant désormais un DG étaient toujours associées a une augmentation du SO.
Le SO a été estimé par une diminution du pouvoir antioxydant total et, de maniere plus
intéressante, par une augmentation de dommages a I’ADN chez les femmes enceintes qui ont
développé un DG par rapport aux femmes enceintes normales. De plus, nous avons montré
une corrélation positive entre les dommages a I’ADN et la glycémie a jeun au premier
trimestre et avec la glycémie aprés un test d’HGPO en milieu de la grossesse. Bien que
I’augmentation des dommages de I’ADN ait été évaluée chez la mére, le fait que le glucose
franchisse librement le placenta présage une glycémie plus élevée chez les enfants nés de
meéres avec une intolérance au glucose et, en raison du lien étroit entre glycémie et dommages
de I’ADN, un risque probablement plus élevé des dommages oxydatifs chez les enfants. Au
regard des données en épigénétiqgue montrant que I’exposition intra-utérine a des facteurs
environnementaux prédispose a des problémes de santé dans la vie adulte, les conséquences
de ces altérations oxydatives mériteraient d’étre évaluées dans une étude clinique plus large.
En effet, selon une étude expérimentale I’hyperglycémie intra-utérine chez les rats induit des
altérations épigénétiques conduisant a une transmission transgénérationnelle de 1’intolérance

au glucose (Guo-Lian et al., 2012).

En dehors d’une attitude thérapeutique active pour les cas les plus graves (insulinothérapie)
des conseils nutritionnels visant a privilégier des apports glucidiques avec des aliments a
index glycémique bas doivent étre proposés aux femmes présentant une intolérance au
glucose dés la premiére visite. Une supplémentation par des antioxydants et des molécules
insulino-mimétiques tels que le thé vert et le chrome pourrait étre envisagée mais doit étre
évaluée au préalable sur des modeles expérimentaux. Le thé vert par ses propriétés
antioxydantes mais également en tant que chélateur du fer pourraient diminuer le SO chez la
mere et améliorer I’insulinosensibilité comme cela a été observé dans des études cliniques et
expérimentales (Hininger-Favier et al., 2009), (Liu et al.,, 2013). Le chrome est un
oligoélément essentiel pour le métabolisme du glucose: en favorisant la fixation de 1’insuline

a son récepteur, le chrome favorise la translocation des récepteurs GLUT 4 vers la membrane
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plasmique et améliore 1’insulino-sensibilité (Anderson, 2003). Les déficits en chrome sont
associés a une intolérance au glucose et a une augmentation du risque d’IR. Or le chrome
utilise les mémes transporteurs que le fer et en cas d’exces de fer, une compétition entre ces
deux éléments pour les sites de fixation sur la protéine de transport pourrait étre a 1’origine
d’un déficit en chrome et donc d’une intolérance au glucose. Une étude a rapporté un effet
bénéfique de la supplémentation en chrome dans le cas du DG (Jovanovic et al., 1999). Une
éducation nutritionnelle visant a privilégier ces nutriments pourrait étre utile pour contréler
les hyperglycémies du début de grossesse chez les femmes présentant des taux élevés dans le

but de prévenir le risque des malformations congénitales et les avortements spontanes.

Nous avons aussi confirmé la relation entre statut en fer et SO décrite dans la littérature, mais
de plus nous avons établi, pour la premiere fois, qu’un statut en fer élevé évalué par la
ferritine renforce la relation entre SO et intolérance au glucose et entre IR et intolérance au
glucose. Ces résultats montrent qu’un statut en fer élevé au début de la grossesse est un
facteur aggravant d’intolérance au glucose sans que nous ayons pu observer une augmentation
du risque de DG. Le faible nombre de DG dans notre étude pourrait étre en cause, et une

étude prospective plus large serait souhaitée.

L’ensemble de nos résultats nous menent a conclure qu’un exceés de fer indépendamment de
toute supplémentation martiale est un facteur aggravant d’intolérance au glucose et du DG, et
suggérent que les critéres de I’intérét d’une supplémentation en fer durant la grossesse doit se
réaliser sur justification biologique d’une Hb anormale et non sur les critéres d’une ferritine
abaissée. En revanche, le dosage de la ferritine pourrait étre proposé comme un marqueur
biologique a prendre en considération pour évaluer le risque d’intolérance au glucose; Ainsi
toute ferritine >38.5 pg/L devrait conduire a surveiller la glycémie réguliérement et devrait
étre associée a des recommandations nutritionnelles visant a limiter la consommation de

viande et les aliments a index glycémiques éleves.

Parallelement & I’étude clinique, nous avons évalué et validé les effets d’un régime riche en
fructose, comme modéle expérimental d’étude du DG, en raison de la similitude des effets

observées sur les parameétres anthropometriques et biochimiques (hyperglycémies maternelles,
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macrosomie et hypoglycémies chez les nouveau-nés ratons) entre le DG chez la femme et
chez les rates. De plus, nous montrons que lorsque le régime fructose est enrichi en fer, la
glycémie des nouveau-nés et la macrosomie sont significativement augmentées par rapport au
régime contrdle fructose. Ce modele nous a également permis de mettre en évidence dans une
étude préliminaire une altération du statut rédox au niveau hépatique et cérébral chez les
ratons de meéres exposées au régime fructose et riche en fer. Ces résultats préliminaires nous
permettent de penser que ce modele nous permettra d’accéder a des altérations organo-foetales

que les observations de I’étude clinique ne nous ont pas permis d’identifier.

Limites de I’étude

Bien que justifiée d’un point de vue statistique, une limite principale de notre étude était la
petite taille de 1’échantillon :

- Le faible pourcentage de patientes atteintes de DG pourrait étre a 1’origine d’une faible
puissance statistique dans 1’étude de I’association fer-DG.

- Le petit nombre de DG, ne nous a pas permis de mettre en évidence de différences de
risque cliniques due & I’augmentation de dommages a I’ADN chez les femmes ayant
un DG.

- La petite taille de 1’échantillon aurait pu nous empéchés d’observer de différences
dans les paramétres anthropométriques et de score d’Apgar des nouveau-nes de meres
diabétiques et non diabétique.

- Ce petit échantillon ne peut pas étre représentatif de toute la population Libanaise.

Les taux de ferritine moyennement élevés en début de la grossesse chez la majorité des
femmes étudiées (25% de femmes seulement avaient une ferritine >40 pg/L) constituaient une
autre limite dans notre étude : Le taux de femmes participantes commencant leur grossesse
avec des réserves en fer suffisantes pour combler les besoins en fer de la grossesse était

inférieur a 5%.
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Perspectives

- Notre étude clinique montre qu’un statut en fer ¢levé en début de la grossesse est un facteur
prédictif du risque de I’intolérance au glucose. Une étude sur une plus large population chez
des femmes présentant des ferritines supérieures a 40 pg/L versus des ferritines basses en
début de grossesse pourrait confirmer la ferritine comme marqueur de risque supplémentaire
de DG et d’¢laborer des recommandations pour la supplémentation en fer chez cette
population a risque.

- Les répercussions de 1’augmentation des dommages de ’ADN et ses conséquences
néonatales, mais également comme marqueurs épigenétiques (5-méthylcytosine et ADN
méthyltransférase) pourront étre évalués a partir de notre modele expérimental. En effet en
raison du risque des altérations fonctionnelles foetales persistantes sur 1’apparition de
pathologies a 1’age adulte, nous nous proposons d’évaluer ce risque avec notre modele
expérimental (Laird, 2003), (Simmons et al., 2013).

- Afin de préciser le réle du fer dans le métabolisme glucidique, il serait intéressant d’évaluer
sur ce modéle expérimental I’effet du fer sur I’expression de I’AMPK (5'-adenosine
monophosphate-activated protein kinase), véritable senseur métabolique dont 1’expression au
niveau hépatique est abaissée en cas de DT2, ou de régime riche en énergie, ou lors du
vieillissement alors qu’a I’inverse son expression est augmentée par des antidiabétiques
(metformine) (Musi et al., 2002) et insulinosensibilisteurs (polyphénols) (Schlernitzauer et
al., 2013).

- Nous nous proposons de compléter les résultats observés sur le cerveau des ratons nés de
meére par des tests de comportement.

- Enfin, ce mode¢le pourrait étre utilisé pour évaluer I’intérét de nouvelles molécules dans le
traitement du DG, mais également d’évaluer le bénéfice de supplémentation a base d’extrait
de thé en tant que chélateur de fer et/ou de chrome en tant qu’insulino-sensibilisateur pour

controler I’intolérance au glucose dont le fer est un facteur aggravant.
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Résumeé

L'augmentation de l'insulinorésistance dans le monde est un sujet préoccupant en
termes de santé publique, en raison des risques associés de diabéte de type 2, de
maladies cardiovasculaires, de cancers et, plus réecemment, d"augmentation du risque
de déclin cognitif. Au cours de la gestation, I'insulinorésistance est un phénoméne
physiologique qui, lorsqu’elle n’est pas « maitrisée », peut devenir pathologique, on
parle alors de diabéte gestationnel (DG). Le lien étroit entre stress oxydant, diabéte
et DG est clairement admis, résultant d’'une hyperproduction radicalaire associée a
I'hyperglycémie et & une diminution des défenses antioxydantes. Au cours de cette
derniére décennie, une controverse est née sur les risques associés a des apports
élevés en fer, en raison de son réle pro-oxydant et du risque de diabéte associé a une
ferritinémie élevée. Une relation qui est également décrite dans I'augmentation du
risque de DG, et qui doit inciter a évaluer le bénéfice/risque en cas de supplémentation
martiale. En effet, un diagnostic biclogique fondé uniquement sur une ferritine basse, et
en I'absence d’anémie, conduit encore trop souvent a une supplémentation préventive
qui ne serait pas dénuée de risque sur I'incidence de DG. Un risque qui justifie que la
supplémentation martiale ne soit proposée qu’en cas d’anémie, alors, qu’a I'avenir, le
dosage de la ferritine en début de grossesse pourrait devenir un marqueur de risque
de DG.

Mots-clés : Diabéte gestationnel — fer — ferritine — insulinorésistance — stress
oxydant.

Summary

The increased insulin resistance (IR) in the world is an issue of concem for public health
due to the associated risks of type 2 diabetes, cardiovascular diseases, cancers and
more recently increased risk of cognitive decline. During pregnancy, IR is a physiolo-
gical phenomenon which, when not managed, can become pathological then called
gestational diabetes mellitus (GDM). The role of oxidative stress in the pathophysio-
logy of GDM and diabetes is well documented. Studies have shown an increase in
oxidative markers with the decreased antioxidant defenses. During the last decade,
a controversy rose concerning excess iron due to its prooxidant role and associated
diabetes risk. In fact, several observational studies have reported an increased risk of
IR in case of high iron status; the relationship is also described in the increased risk
of GDM. Iron supplementation based only on low ferritin value without anemia leads
too often to preventive supplementation, which is not without GDM risk. Consequently
the adaptation of iron dose based on ferritin level in early pregnancy should be reeva-
luated in terms of risk/benefit and iron supplementation should be offered in cases of
documented anemia only.

Key-words: Gestational diabetes — iron — ferritin — insulin resistance — oxidative
stress.
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Introduction

Le diabéte gestationnel (DG), en rai-
son de ses complications fcetales, a
suscité de nouvelles recommanda-
tions dans sa prise en charge. Face a
I’augmentation de I'incidence de DG,
liée en partie & I'abaissement de nou-
velles valeurs-seuils pour le diagnostic,
et a 'augmentation de I'incidence du
diabéte de type 2 (DT2) et de I'obésité
dans la population générale, I'identifi-
cation de facteurs aggravant le risque
d'insulinorésistance est un sujet impor-
tant pour une meilleure prévention. Si,
jusqu’a une époque encore récente, la
supplémentation martiale était devenue
quasi systématique chez les femmes
enceintes, au cours de cette derniére
décennie s’est développée une contro-
verse sur I'intérét des supplémentations
systématiques en fer, en raison d’un lien
possible entre un statut en fer élevé et
le risque de diabéte et de DG. Le fer en
excés peut étre pro-oxydant, et participer
a la génération de radicaux libres pou-
vant altérer les cellules j-pancréatiques
et le métabolisme glucidique.

Fer et diabete

Les relations entre surcharge en fer et
insulinorésistance, clairement admises
dans I'hémochromatose, pourraient
également étre impliquées dans
I’étiopathogénie de l'insulinorésis-
tance et du DT2. Une ferritine élevée,
indépendamment de I’hémoglobine,
prédisposerait & une augmentation du
risque de DT2 [1-3]. La concentration de
ferritine, utile pour estimer les réserves
en fer, est souvent décrite comme un
marqueur d’obésité abdominale et d’une
augmentation de la protéine C-réactive
(un marqueur combiné d’inflammation
et de stress oxydatif).

Les propriétés pro-oxydantes du fer,
mises en causes dans |'étiologie du DT2,
ont fait I'objet d'une revue générale [4].
Le fer en excés perturberait I'extraction
hépatique de I'insuline et la signalisation
musculaire de I'insuline, et interférerait
avec la sécrétion de I'insuline par les
cellules p-pancréatiques [5]. Enfin, le fer
pourrait également agir indirectement en
entrant en compétition avec des métaux

divalents, comme le zinc et le chrome lll,
connus pour leurs propriétés insu-
lino-sensibilisatrices. Fer et chrome Il
utilisent la méme protéine de transport,
la transferrine, pour atteindre leur cible
cellulaire, et pourraient entrer en compé-
tition au niveau des sites de fixation. Le
zinc entre aussi en compétition avec le
fer au niveau de son absorption intesti-
nale, or il joue, au sein du pancréas, un
role décisif dans la synthése, le stockage
et la sécrétion d'insuline.

Selon certains auteurs, I'augmentation
des réserves en fer au cours de la méno-
pause serait en partie impliquée dans la
perte des avantages du profil biclogique
féminin en terme d’augmentation de
Iinsulinorésistance et des pathologies
oxydatives [6].

Méme si la part respective de 'hyperferri-
tinémie constatée et celle d’'un syndrome
inflammatoire, bien décrite en cas de
diabéte, est difficile & apprécier dans les
effets observés, le role d'un statut martial
élevé ne doit pas étre sous-estimé. En
effet, une relation entre apport en fer et
risque de diabéte est décrite en cas de
consommation élevée de viandes rouges
(= 5 fois par semaine versus < 1 fois par
semaine) [7].

La Nurses’ Health Study, aprés 10 ans de
suivi d'une cohorte de 32 826 femmes
exemptes de pathologies a I'inclusion,
conclut & une augmentation de risque
de DT2 chez celles qui, a I'entrée dans
I'étude, présentaient un taux de ferritine
élevé [8]. Inversement, et de facon inté-
ressante, 'induction d’un déficit en fer
conduisant a une réduction de 50 % de
la concentration en ferritine chez des
sujets intolérants au glucose, ou le don
de sang chez des sujets DT2, améliore
la sensibilité a I'insuline [9].

L'ensemble de ces données suggére que
I'évaluation de la ferritinémie, ainsi que
I'estimation des apports en fer héminigque
pourraient &tre utiles dans la prévention
du risque de diabéte.

Statut en fer et risque
de diabéte gestationnel

Lao et Tam, dés 1997, ont été les premiers
arapporter une association entre taux de
ferritine et intolérance gestationnelle au
glucose [10]. Depuis, d’'autres études

Médecine des maladies Métaboliques - Mars 2013 - Vol. 7 - N°2

ont rapporté, au cours du 3¢ trimestre
de grossesse, des taux de ferritine éle-
vés (valeurs médiane : 47,4 pg/l versus
22,5 pg/l) chez les femmes présentant
un DG [11]. L'impact d'une ferritine éle-
vée au 1% trimestre serait également
un facteur de risque de DG. Une asso-
ciation significative est décrite pour
une ferritine = 19,7 pg/l [12, 13], alors
que la relation est moins évidente pour
I’hémoglobine [11].

L'ensemble de ces résultats suggére
donc que I'état des réserves martiales
pourrait devenir un margueur de risque
de DG.

Stress oxydant,
fer et diabéte gestationnel

Au cours de la grossesse, le placenta,
trés riche en mitochondries, pourvoit aux
besoins énergétiques nécessaires a la
croissance du feetus. Cette demande
élevée d'énergie est assurée par la
glycolyse aérobie, qui s'accompagne
d’un besoin accru en oxygéne et d’'une
production inévitable de radicaux libres
par la mitochondrie. Avec la maturation
du placenta, la charge mitochondriale
augmente, et avec elle la production de
radicaux libres, entrainant une libération
du fer.

Le métabolisme du fer au cours de
la grossesse est adapté aux besoins
du feetus. Ainsi, le placenta, riche en
récepteurs de la transferrine, permet la
captation du fer depuis I'espace mater-
nel, puis son transfert et son relargage
vers I'espace foetal. L'efficacité du Fe**
en tant que donneur d’électrons, et du
Fe** comme accepteur d’'électrons,
est un élément fondamental pour de
nombreuses réactions biochimiques.
Toutefois, le fer libre, lorsqu’'il est en
excés, est potentiellement dangereux
en raison de sa capacité a générer
des espéces oxydantes trés réactives,
comme le radical hydroxyle OH-, via la
réaction de Fenton. Ce fer, abondant
dans le placenta, jouerait également un
réle important dans la production des
radicaux libres placentaires.

En réponse a cette hyperproduction de
radicaux libres, une augmentation des
systémes de défense antioxydante est
généralement observée au cours de la
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grossesse, a I'exception, toutefois, de
pathologies comme la pré-éclampsie,
le diabéte et le DG. Dans ces patho-
logies, ol I'équilibre rédox est rompu,
une augmentation de la ferritinémie est
genéralement décrite. Les données
de la littérature sont en faveur d’une
hypothése reliant fer, stress oxydant
et DG, en cas de férritinémie élevée.
Ce stress oxydant a été impliqué dans
I’étiologie des complications cliniques
de ces pathologies de la grossesse
(malformations au cours du diabéte,
complications vasculaires au cours
de la pré-éclampsie). L'augmentation
du stress oxydant dans le DG est
mise en évidence par I'augmentation
de plusieurs marqueurs biochimiques
[15, 16] :

— lipoperoxydation (thiobarbituric acid
reactive substances [TBARs], malon-
dialdéhyde [MDA]) ;

—oxydation des protéines (groupements
thiols, carbonyle) ;

—diminution de 'activité des principales
enzymes antioxydantes (superoxyde
dismutase a cuivre et a zinc [Cu-Zn,
S0OD], glutathion peroxidase [GPX]) ;
—augmentation des dommages de I'ADN
(8-hydroxydeoxyguanosine [8-OHdG]).
Une augmentation de ces marqueurs de
stress oxydatif est décrite en cas d'un
apport excessif en fer ou d’une supplé-
mentation martiale [17, 18], et pourrait
&tre associée a un risque tératogéne [19],
selon la période gestationnelle.

Supplémentation en fer
et grossesse

MNous discuterons ici des effets d’une
supplémentation martiale, sans anémie.
Dans le cas d'une anémie, la supplémen-
tation est justifiée et n'est pas associée
aux effets discutés.

Une supplémentation martiale systéma-
tique contribuerait & une augmentation
du risque de DG, comme le montre
une étude [20] chez des utilisatrices
de complément alimentaire apportant
du fer, ou la prévalence de DG était
de 70,8 % versus 44,4 % pour les
non-consommatrices.

L'apport nutritionnel en fer durant la
période pré-conceptionnelle pourrait
&galement influencer I'incidence du DG

[20-22] : le fer héminique est associé
significativement avec le risque de DG,
alors que I'association n’est pas signi-
ficative pour I'alimentation riche en fer
non héminique [22]. Ce risque peut dou-
bler chez les femmes ayant un régime
alimentaire riche en fer héminique, avant
et au début de la grossesse, par rap-
port & celles ayant un régime alimentaire
faible en fer héminique [21]. Toutefois,
une supplémentation en fer ne serait
pas reliée au risque de DG, et pourrait
méme apporter un bénéfice au déroule-
ment de la grossesse, comme le montre
une étude chez 1 165 participantes, dont
565 ont été supplémentées par 60 mg
de fer élémentaire par jour pendant, au
minimum, 12 semaines, entre la 16° et la
28 semaine d’aménorrhée (SA) [22]. Ce
bénéfice pourrait, en partie, s'expliquer
par le fait que la supplémentation a été
proposée chez des femmes présentant
al'inclusion une hémoglobine basse. En
effet, une étude prospective récente [23]
confirme que des apports élevés en fer
en déebut de grossesse augmentent le
risque de DG, et plus particulierement
chez les femmes non anémiques.
D’autres complications, telles que le
risque de prématurité et d’hypotro-
phie fcetale, sont également associées
avec un taux de ferritine > 40 pg/dl
ou une hémoglobine > 14 g/dl, dus a
une probable altération des échanges
materno-feetaux par une trop forte vis-
cosité sanguine [24].

Enfin, et plus surprenant encore, sont
les conséquences que pourraient avoir
I’hypotrophie feetale sur I'augmenta-
tion du risque d’insulinorésistance a
I'age adulte, effet qualifieé de small baby

Les points essentiels

syndrome, bien que, dans ces études,
I'hypothése du réle du fer n'ait pas &té
évaluée.

Dés lors, I'on est en droit de se deman-
der si la diminution du statut en fer,
sans anémie, au cours de la grossesse,
ne serait pas physiologique dans
I'intérét de prévenir un risque d’insu-
linorésistance ? Cette considération
conduit & appliquer les recomman-
dations pour une supplémentation
martiale, basées sur I'hémoglobine
et 'hématocrite. A I'avenir, I'intérét du
dosage de la ferritine devrait étre éva-
lué dans des études cliniques comme
marqueur prédictif, non plus d’'un
risque d’anémie, mais plutét comme
margueur prédictif de risque de DG.

Recommandations
« Fer et grossesse »

Du fait de I'hémodilution durant la gros-
sesse, les critéres établis par I'Organisation
mondiale de la santé (OMS) sont une
hémoglobine < 11,0 g/dl aux 1% et 3° tri-
mestres, et une hémoglobine < 10,5g/dlau
27 trimestre, avec un hématocrite < 32 %
sur la durée de la grossesse. Selon ces
critéres, le traitement martial doit donc
étre réservé aux patientes présentant des
anémies ferriprives diagnostiquées par un
test en laboratoire.

Concernant les recommandations de
supplémentation martiale, il n'existe pas
de consensus. U'OMS, en 1998, recom-
mande une dose de 60 mg/j pour 6 mois,
ou de 120 mg/j si la durée n’est pas suf-
fisante [26]. En France, la Haute Autorité
de santé (HAS), aprés avoir recommandé

* La surcharge en fer pourrait étre un facteur de risque de I'insulinorésistance chez la

femme enceinte.

* La supplémentation en fer au cours de la grossesse est une source du stress oxydatif.

* La relation entre stress oxydatif et diabéte gestationnel (DG) est bien établie.

* La femritinémie élevée pourrait s'avérer étre un facteur de risque du DG, alors qu’une
ferritine basse, sans anémie, serait un facteur protecteur de DG.

* Conseils pratiques :

- éviter toute supplémentation systématique en dehors d’une justification biologique

de déficit ;

= surveiller que I'hémoglobine ne soit pas supérieure & 13 g/dl.
Ceci afin d'assurer une meilleure prise en charge du bénéfice/risque lié au fer, et de
prévenir tout risque de complications fostales.
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une supplémentation en fer de 20 mg au
cours de la grossesse, s'est rangée, en
2005 [27], a I'avis de 1997 du Collége
national des gynécologues et obsté-
triciens frangais (CNGOF) [28] ; tous
concluent qu'il n'y a aucune justification
a une supplémentation systématique
en fer des femmes enceintes, du fait
qu’elle ne profite ni & la mére ni au feetus.
L’Agence francaise de sécurité sanitaire
de I'alimentation, de I'environnement et
du travail (Afsset) recommande un apport
par I'alimentation de 30 mg/j de fer au
3¢ trimestre de la grossesse, un apport
qui semble difficile & atteindre sans avoir
recours a une supplémentation.

L'OMS ne propose pas la ferritinémie
comme critére de diagnostic pour la
prévention de I'anémie. Pourtant, a ce
jour, nombre de femmes sont encore
supplémentées sur les critéres d'une
ferritine basse, en prévention d’un risque
d’anémie. La question est de savoir sila
prévention est utile ou si, au contraire,
elle peut exposer & un risque de DG.
Nils Milman, en 2011 [29], a I'instar
de nombres d'études dans le passé,
conclut au bénéfice d'une supplémen-
tation, en considérant uniqguement une
amélioration des constantes biolo-
gigues hématologiques comme critére
d’évaluation. Les doses qu'il propose
(prophylactique générale de 30 a
40 mg/] dans les pays européens, et de
60 & 100 mg/j dans les pays en voie de
développement, complétées par une
prophylaxie individuelle en fonction du
taux de la ferritinémie lors de la premiére
visite prénatale, allant de 60 a 80 mg/j
pour une ferritinémie < 30 pg/l, et de
100 mg pour une ferritinémie < 15 pg/l)
pourraient, si ces propositions étaient
suivies, s’avérer néfastes au regard des
résultats obtenus sur les hémoglobines
a I'accouchement (jusqu’a 19,5 g/dl) et
le risque de DG discuté précédemment.
Le guide pratique, établi par les Unions
régionales des professionnels de santé
(URPS) pour la surveillance d’une gros-
sesse a bas risque [30], considére qu’un
apport supplémentaire élevé en fer —en
dehors d’'une anémie par carence mar-
tiale confirmée en début de grossesse
par une hémoglobine < 11 g/dl — peut
exposer a un risque oxydant du fer et
d’hypotrophie feetale en cas d’hémoglo-
bine > 14 g/dl, et qu'une supplémentation

Conclusion

Les nouvelles relations entre fer et diabéte aménent a reconsidérer le bénéfice/risque
de la supplémentation en fer pendant la grossesse. Les erreurs de pratique clinique
reposant sur une ferritine effondrée pour justifier de la prévention de I'anémie pourraient
augmenter le risque de DG. Le fer est une source potentielle de radicaux libres, or,
le stress oxydant est étroitement lié au risque de diabéte. Une supplémentation mar-
tiale, censée comiger des réserves basses, sans anémie, pourrait exposer a un risque
de DG, tératogéne, et d’hypotrophie feetale, selon I'age gestationnel. En I'état actuel
des connaissances, le dosage de I'hémoglobine doit rester I'étalon de référence pour
poser l'indication d’une supplémentation martiale. Quant au dosage de la ferritinemie,
il pourrait, & I'avenir, s’avérer utile comme marqueur précoce de risque de DG et pour
inciter a surveiller les apports héminiques en cas de risque de DG associé.

en fer en dehors d’une anémie devrait
&tre évitée durant la période initiale de
la grossesse, couvrant I'embryogenése
(7=-9° SA), et la période de croissance
feetale (9=-11° SA).
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Gestational diabetes mellitus (GDM) is a common pregnancy complication in high risk populations, and
is associated with increased perinatal and long term outcomes for both mothers and newborns. Both its
prevention and early management can be reinforced by identifying risks factors, particularly those fac-
tors influencing glucose metabolism. On the other hand, several epidemiological studies have shown an
increased oxidative stress (0S) in pregnant women with GDM. Elevated OS was also reported in pregnant
women supplemented with iron, which can generate 05 and may also influence insulin resistance. This
review summarizes the current state of knowledge, highlighting the potential relationship between 0S

induced by iron status and the development of GDM.
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Introduction GDM [3]. GDM is associated with increased perinatal risks for

Gestational diabetes mellitus is defined as carbohydrate intol-
erance resulting in hyperglycemia of variable severity that occurs
or is first recognized during pregnancy. GDM is characterized by
pancreatic B-cell function that is insufficient to meet body insulin
needs, probably due to autoimmune diseases, genetic abnormal-
ities or insulin resistance [1]. The prevalence of GDM may range
from 1% to 14% of all pregnancies, depending on the studied pop-
ulation and diagnostic criteria [2]; The criteria recently proposed
by the International Association of Diabetes and Pregnancy Study
Groups (IADPSG) would diagnose ~18% of all women as having

* Corresponding author at: Université Joseph Fourier, laboratoire de biologie
appliquée, Grenoble France.
E-mail address: isabelle.hininger@ujf-grenoble.fr (L. Hininger-Favier).

0946-67 2X(§ - see front matter © 2013 Elsevier GmbH. All rights reserved.
http:/ fdx.doiorg/10.1016/j.jtemb.2013.09.009

newborns including macrosomia, shoulder dystocia, birth injuries,
hypoglycemia and long term health outcomes including childhood
obesity, impairment of glucose tolerance and intellectual achieve-
ment. Maternal risks include preeclampsia, cesarean delivery, and
increased risk of developing type 2 diabetes late in life [4]. Recently,
recommendations to lower the diagnostic thresholds for GDM, to
optimize the detection of women who may be at risk have been
proposed by international experts [3].

Insulin resistance or relative insulin deficiency both before and
during pregnancy have been proposed to be risk factors for GDM
[5].Underlying mechanisms potentially involved inflammation and
0S processes. Association between iron and GDM has also been
examined and biological intertwining of iron status and insulin
resistance has been proposed [6-9]. Large prospective cohort stud-
ies reported that high iron dietary intake and serum ferritin levels
(a biomarker of body iron stores) were positively associated with
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diabetes risk [6,9-11] and inflammation [12]. Elevated iron status
may increase the risk of type 2 diabetes by increasing 0S accord-
ing to the pro-oxidant property of free iron and the relationships
between OS and insulin resistance [13]. While a recent theory on
the redox paradox regulation of insulin suggests that a low level of
free radical might be necessary to improve insulin sensitivity, a high
level inducing an OS is tightly associated with hyperglycemia. Iron
may also induce insulin resistance by reducing the insulin extrac-
tion capacity of the liver, leading to a decrease in glucose uptake
by adipocytes and muscles. An enhancement of free fatty acid oxi-
dation may cause iron deposition in pancreatic B-cells resulting
in impaired insulin secretion [8]. Finally, the association between
high iron levels and a high incidence of type 2 diabetes may partly
be explained by the filling of both transferrin metal-binding sites
by iron [14], leading to a deficiency of chromium, an essential ele-
ment that increases insulin sensitivity [ 15]. Interestingly, induction
of near iron deficiency by reducing the iron intake or ferritin lev-
els in carbohydrate-intolerant subjects has been shown to improve
insulin sensitivity [16,17]. Within the framewaork of this biological
possible causal implication between iron and GDM onset, we aim
to summarize the current state of knowledge of body iron status
involved in the development of GDM, with a focus on the potential
role of OS induced by iron in the generation and progression of this
disease. According to the hypothesis that a high iron status and 0S
constitute the main factors leading to the development of insulin
resistance, and considering on the other hand that iron deficiency
prevalence increases during pregnancy as iron requirements are
increased due to the iron needs of the growing fetus, this literature
review firstly aim to answer the question: should iron supplemen-
tation be given to non-anemic pregnant women and if so which
dose of iron might be proposed to avoid the risk of inducing GDM?

Iron supplementation during pregnancy

Iron requirements are greater in pregnancy than in the nonpreg-
nant state [18] and iron deficiency anemia (IDA) is still prevalent
among pregnant women throughout the world [19]. IDA occurring
early in pregnancy is associated with low birth weight, prematu-
rity and increased risk for maternal and fetal perinatal mortality
[20,21]. Gestational and early postnatal IDA in humans results in
concurrent and persistent learning and memory deficits in later
childhood and adulthood [22]. Iron supplements are necessary in
order to prevent IDA and its consequences for the mother and the
newborn. According to criteria of World and Health Organization
(WHO), IDA during pregnancy is defined as anemia (hemoglobin
(Hb) lower than 110g/L during the first and third trimester or
lower than 105 g/L during the second trimester) accompanied by
depleted iron stores [23], which may be indicated by a serum fer-
ritin concentration of less than 12 pg/L [24]. A systemic review and
meta-analysis concluded that iron supplementation during preg-
nancy may be used as a preventive strategy to improve maternal
hematological status and birth weight [25]. However, a review of
controlled trials failed to demonstrate that daily iron supplemen-
tation of iron replete women improves clinical outcome of either
the mother or newborn [26]. Iron supplements and increased iron
stores have been linked to maternal complications and increased
0S during pregnancy. Consequently, while, iron supplementation
may improve pregnancy outcomes when mother is anemic, the
prophylactic supplementation may increase risk when mother
does not have IDA or having high iron stores [27,28]. There is no
consensus concerning iron prophylaxis to pregnant women and
each country has its specific recommendation concerning this
issue. For Canadian guidelines [29], ideally prophylactic iron dose
should be the lowest possible between 16 and 20 mg/day which is
sufficient to prevent IDA and to minimize potential negative effects
on mineral absorption and adverse gastrointestinal symptoms. In

Danish non-anemic women, a supplement of 40mg ferrous iron
per day onward 18 weeks of gestation was demonstrated as being
effective in preventing IDA, while a dose of 20mg iron per day
appeared to be insufficient [30]. In this study, however, the benefi-
cial effect played only on ferritin levels since the authors found no
significant differences between the four iron supplemented groups
(20, 40, 60 and 80 mg/day) at delivery regarding Hb, serum soluble
transferrin receptors and on newborn outcomes (birth weight,
birth length, Apgar score, or cord blood pH). Apparently, there was
no benefit of giving higher doses of 60 or 80 mg of iron [31]. In order
to ensure adequate iron supply, Milman suggested [32] that indi-
vidual iron prophylaxis according to serum ferritin concentrations
in early pregnancy is most appropriate for developed countries, and
iron supplements are not recommended with ferritin level above
70 pg/L, while oral iron supplements of 30-40 mg and 60-80 mg
daily are indicated with ferritin values between 30-70 pg/L
and <30 pg/L respectively. However in these latest studies the
beneficial effect to prevent IDA was determined on mothers’ hema-
tological parameters without beneficial outcomes on newborn.
A previous study [23], has also conclude to a beneficial effect of
iron supplementation to prevent IDA considering only increased
hematologic parameters at delivery of the iron supplemented
mothers while the control group were remained on the normal
range for pregnancy hematological criteria according to WHO [23].
While risks for negative consequences, as premature delivery and
low birthweight, increase when women's Hb levels, are below
95-105g/L at any time in pregnancy or above 130-135g/L after
mid-pregnancy [24]. The below value for Hb was not reached in
both studies [32,33] whereas the highest values have been reached
with iron supplementation. In a large prospective study on 2654
pregnant women the authors [34] concluded to a beneficial effect
of an intravenous iron polymaltose followed by an oral intake of
80 mg/day iron element rather than only taking oral iron tablets
to correct anemia. Yet, in this study too, the beneficial effect was
established only on ferritin levels and serum Hb concentrations
considering the difference of increase between the treatments.
However, no beneficial effects of iron supplement on placental
cord Hb and the birthweights of the babies in the two arms were
observed while, on the contrary, a significant negative association
between serum iron and iron saturation and maternal weight is
observed. The level of glycemia was not mentioned but iron could
have decreased glucose tolerance leading to an increase in weight.

These observations lead to prefer selective iron supplemen-
tation over a systematic one [26]. A normal Hb level for pregnancy
or a ferritin level at 70 pg/L seems a good indicator to predict a nor-
mal pregnancy avoiding the deleterious effect of a too low or too
high iron store.

Iron supplementation and oxidative stress in pregnancy

Although iron is an essential mineral, it is also an element of
conflicting effects: it can be either beneficial or detrimental to the
cell, depending on whether it serves as a micronutrient or as a
catalyst of free radical reactions. Through the Fenton reaction iron
can generate reactive oxygen or nitrogen species leading to OS,
leading to cellular damage by acting on proteins, lipids and DNA.
Both localized and generalized iron excess are situations where
free radical damage has been observed which can lead to functional
disturbances and foster genetic alterations [35]. Mediated OS may
thus contribute to B-cell dysfunction and insulin resistance even
in the absence of significant iron overload [7,8]. Interesting studies
have shown that iron supplementation associated with vitamin C
increased oxidative stress whereas vitamin E [36] or polyphenol
decreased the oxidative stress induced by iron supplementation
[37].
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Table 1
Epidemiological studies and estimation of 05 markers in GDM women.

References Number n of participants

Period (weeks' gestation) site of sampling

Results (GDM vs control)

Chaudhari et al. [55] n=20GDM

n=_20 control

n=16 GDM
n=16 control

Peuchant et al. [56]

n=20GDM
n=20 control

Surapaneni [57]

Surapaneni and Vishnu-Priya n=20GDM
[58] n=20 control

n=27 GDM
n=27 control

Karacay et al. [59]

n=23 GDM
n=22 control

Gelisgen et al. [60]

n=53 GDM
n=25 control

Lopez-Tinoco et al [61]

26-39W
Maternal blood

26-32W
Maternal blood

28-36W
Maternal blood

28-36W
Maternal blood

24-36W
Maternal blood

24-28W
Maternal blood

24-29W
Maternal blood

MDA (nmolfmL) +
3.33+064vs2.71£0.36(p<0.001)

50D (Ujg Hb) |

37277 £38.11 vs 407.83 + 38.21 (p<0.001)

MDA free {mmol/L) +

0.67 +0.06 vs 0.44 + 0.04 (p<0.05)
MDA free (nmol/g Hb) +

948+ 039 vs7.84+0.49 (p<0.05)
GSH-Px (U/g Hb) |
700+32vs81.9+4.2(p<0.01)

MDA (nmoljg Hb) +
21.02+£47vs10.29 £ 271 (p<0.001)
G5H (mg/g Hg) |

9.6+6.1vs 16.8+ 5.9 p<0.0005

GST (wmoljdL) |

31+£13vs 10.3£ 2.3 (p< 0.0001)

Vit C (mg/dL) |

475+029vs6.17 £0.18 (p<0.001)

Vit E (wmol/L) |

7.87 0,18 vs9.23 £0.23 (p< 0.001)

50D (Ufg Hb) +

419.82 £ 18.11 vs 30266+ 18.22 (p<0.001)
CAT (Ufg Hb) |

1075£0.20 vs 11.58 £0.34 (p<0.001)
GSH-Px (U/g Hb) +

73.34 £ 2.66 v5 68.66 £ 1.76 (p<0.001)

TAS | (median)

1.13(0.31) vs1.60 (0.28) (p<0.001)
MDA (nmol/mL) ¢
7.8(23)vs6.5(1.9)(p=0.001)
AOPP {pmolfL) 4

0.30 (0.25) vs 0.11 (0.07) (p<0.001)

AOPP {nmolfmL)+

53.82£22.75vs 43.77 + 1577 (p=0.004)
POOH (nmolfmg protein) +

1.48 £037 vs 0.86 £0.24 (p<0.001)

PC (nmol/mg protein) 4

1.28 +0.25vs0.87 £0.23 (p<0.001)

LPO (pmol/mg) +

3.14+£1.55vs 2.06 £ 1.004 (p=0.001)
CAT (nmoljminfmL) |
252+13v53.23+1.41 (p=0.03)

SOD (U/mL) |

0.08 £ 0.01 vs 0.11 £ 0.04 (p-0.0003)
GSH-Px (nmolfminfmL) |

0.025 + 0.006 vs 0.03 £ 0.006 (p=0.012)

Markers of oxidation: AOPP, advanced oxidative protein products; LPO, lipoperoxides; MDA, malondialdehyde; PC, protein carbonyls; POOH, protein hydroperoxides. Antioxi-
dantes defenses: AOP, antioxidant potential; CAT, catalase; G5H, total glutathione; GSH-Px, glutathione peroxidase; GST, glutathione transferase; 50D, superoxide dismutase;
TAC, total antioxidant capacity: TAS, total antioxidant status; Vitamins A, C and E. Hb, hemoglobin.

During pregnancy a physiological increase of OS and defense
mechanisms has been observed. Several epidemiological stud-
ies are available about the association of iron supplementation
in pregnancy and additionally elevated 0S [28,39]. In a first
study, the effect of a daily combined iron supplementation
(100 mg as fumarate) and vitamin C (500mg as ascorbate) for
the third trimester of pregnancy (27 women supplemented vs
27 controls without biological checking at inclusion) was inves-
tigated. It concluded, that, TBARs (thiobarbituric acid reacting
substances) plasma level, a marker of lipid peroxidation, was sig-
nificantly enhanced at delivery in the supplemented group [39].
Another study, conducted in a small group of borderline ane-
mic pregnant women (13 women supplemented vs 6 controls)
showed that daily iron prophylactic doses (36 mg as aspartate)
for 4 weeks did not deleteriously change the physiological pat-
tern of OS parameters. This non-conclusive adverse influence of
iron on OS markers may be due to the small size of population
studied, the moderate daily dose administered, and mainly the

situation of borderline anemia in pregnant women [40]. More-
over, the oxidant/antioxidant status in blood plasma at delivery
from 27 pregnant women (12 took daily 100 mg of iron supple-
ments during pregnancy and 15 did not) was evaluated. The oxidant
parameter malonaldehyde MDA level was increased (2.00+0.32
vs 1.55+0.27 nmol/mL; p<0.05) and the antioxidant parameter
glutathione peroxidase GSH-Px level was decreased significantly
(0.49£0.03vs0.58 + 0.041U/mL; p<0.05) in the ironsupplemented
group. The data suggests that iron supplementation may contribute
to increased OS in women taking iron supplements during preg-
nancy [41]. Viteri et al. [42] determined if OS is produced by
recommended daily (60 mg) or weekly (120 mg) iron supplements
schemes in non-anemic pregnant women. The results showed that,
TBARS increased significantly nearing term with daily supplemen-
tation while, elevated TBARS was lower with the lowest iron weekly
supplementation. Endly, the adverse effect of iron status on OS is
also described in a non iron supplemented trial in pregnant women
[43].
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Iron status and gestational diabetes: epidemiological
evidence

Several epidemiological studies have reported a positive asso-
ciation between body iron status and GDM. The first association
between body serum ferritin levels and gestational glucose intol-
erance was reported by Lao and Tam 1997 [44]. Several studies
then evaluated the link between body iron stores at first trimester
of pregnancy and GDM. In a prospective study, serum Hb and/or
ferritin values above 12.2g/dL and 19.7 pg/L respectively, were
identified as factors for increased GDM risk among Turkish women
in the first trimester of pregnancy [45]. Similarly, the published data
from the Camden study found that women with elevated serum fer-
ritin early in pregnancy (higher quintile > 131 pmol/L) had twofold
increased risk for developing GDM (adjusted odds ratio, 2.02 [95%
Cl 1.04-3.92]; p<0.05). However, results became statistically non
significant after adjustment for pre-pregnant BMI. This prospective
study concluded that the association is, at least in part, mediated
by maternal fat mass and obesity. In addition, this study found
no association between high Hb levels (>130¢g/L) in early preg-
nancy and risk for GDM [46]. In contrast, another study supported
the hypothesis that high maternal Hb (more than 13 g/dL) at the
initial prenatal visit is an independent risk factor for GDM in Chi-
nese women (odds ratio 1.73 [95% CI1 1.08-2.78]) [47]. Interestingly,
women with iron-deficiency anemia are reported to have a reduced
risk of GDM [48].

Some studies investigated the association between elevation
of body iron stores in the third trimester and development
of GDM. The results of a prospective study suggest an asso-
ciation between increased iron stores and glucose intolerance
in non-anemic women at 28-30 weeks of gestation (ferritin
median values in GDM group: 47.4 vs 22.5pmol/L in control
group) [49]. In a case—control study, the mean Hb and ferritin
values, were significantly higher in GDM group (13.39+1.1 vs
11.75+ 14g/dL; p<0.001 and (73.34+31.73 vs 41.55+28.3 p/L;
p<0.001 respectively). This study suggested that one prerequisite
for the association between Hb increase and diabetes is the pres-
ence of at least adequate, if not excessive, iron stores in individuals
[50].

On the other hand, many epidemiological studies were con-
ducted in order to investigate whether or not iron supplementation
during pregnancy may increase the risk of development of GDM.
A randomized placebo-controlled trial including 1165 pregnant
women concluded that early iron supplementation for at least 12
weeks did not increase risk for GDM, on the contrary, it may have
benefits in terms of pregnancy outcomes [51]. This non-conclusive
data may be due to the fact that the recruited women had their
Hb level between 8 and 14 g/dL and they received the same daily
dose (60 mg) without regard to the anemic or non anemic situa-
tion. Furthermore, the risk of GDM was evaluated without regard
to the anemic state. In contrast, a case—control study including
500 women with GDM, positively associated iron supplementation
with a 2-3 fold higher risk of GDM (70.8% iron supplemented vs
44 4% without iron supplementation) [52]. Another prospective
cohort study on 399 pregnant women at increased risk for GDM
suggested that high iron intake during pregnancy increased risk for
GDM, especially in women who are not anemic in early pregnancy
[53].

Oxidative stress and GDM

A hyperglycemic environment is associated with OS, partic-
ularly in women with GDM who have an overproduction of
free radicals, and the radical scavenger function mechanisms are
impaired. Hyperglycemia induces OS through several metabolic

mechanisms, including the polyol pathway, formation of advanced
glycation endproducts, activation of protein kinase C, the hex-
osamine pathway, and increased OS generation by enhanced
reactive oxygen species production in the mitochondria [54]. Sev-
eral studies have reported that GDM is associated with an increased
0S, asses as impaired antioxidant enzymes, total antioxidant sta-
tus, elevated markers of lipid peroxidation, protein oxidation and
DNA damage at third trimester of pregnancy or at delivery. Table 1
summarizes studies that estimate OS at the time of diagnosis for
GDM (24-28 weeks of gestation) and later in pregnancy [55-61].
These findings did not explain whether OS was only induced
by hyperglycemia or previously existed and was exacerbated by
hyperglycemia. Interestingly, a study conducted on 55 women
with GDM and 43 control women reported an association between
oxidative DNA damage in early pregnancy before 20 weeks of ges-
tation and risk for GDM. The marker of oxidative DNA damage,
8-hydroxy-deoxyguanosine, was significantly elevated in maternal
urine of the GDM group (7.98 + 4.12 vs 6.3 + 2.49 ng/mg creatinin;
p=0.02) |62]. This last result suggests that OS could be an earlier
event in the setting of insulin-resistance.

Conclusion

GDM is a pathological pregnancy state associated with elevated
level of OS. High maternal iron status and iron supplementation
in non-anemic pregnant women may be potential risk factors for
developing GDM. Much progress still needs to be made in order
to understand the role of iron in OS and GDM and develop pos-
sible therapeutic strategies to prevent this. The pro-oxidant role
of iron may explain the link between iron, GDM and 0S. In this
context, routine iron supplementation should be reconsidered in
pregnant women who are not anemic at the beginning of preg-
nancy and in particular for those who are at increased risk of GDM.
In the absence of studies on iron status that predict the risk for
GDM, oral iron supplementation in non-anemic pregnant women
is probably not justified for woman with a normal Hb at the first
trimester. The potential role of iron status as a biomarker of GDM
in high risk populations represents a target for both clinical diag-
nostic strategies and therapeutic interventions. The hematological
test result in early pregnancy may be used to guide iron supple-
mentation. Further studies are needed to define the ferritin status
as a predictor for GDM risk, but a level >70 pg/L may be associ-
ated with a higher risk. When iron supplementation is necessary
it should be combined with vitamin E rather than vitamin C and
antioxidant rich foods should be recommended to prevent or delay
the primary and secondary effects associated with iron overload. It
also seems prudent to check glycemia and hematological param-
eters after one month of treatment to lower or stop treatment as
soon as hematological levels return to normal values as it has no
beneficial effects and a high iron status may have deleterious effects
on 0S and glucose tolerance.
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LES METHODES DES ANALYSES BIOLOGIQUES

Ferritine, glucose, insuline, profil lipidique, CRP, NFS

Des prélevements de 5 ml du sang ont été réalisés au cours du premier trimestre de la
grossesse, (2mL sur tube EDTA pour la détermination de la formule numération sanguine
(NFS) et 3 mL sur tube a gel accélérateur de coagulation pour le dosage de ferritine, CRP et
glycémie). Des prélevements de 20 mL du sang ont été réalisés lors du test de ’HGPO entre
24-28 SA (12 mL sur tube lithium-héparine pour les dosages du SO, 4 mL pour les dosages
de NFS, ferritne, glycémie et profil lipidique a jedn, 2 mL pour chacun des tests de 1 et 2-h
HGPO sur tubes a gel).

Le dosage de la ferritine sérique a été fait par la méthode de chimiluminescence sur automate
Architect | (Abbott diagnostique, USA). Les concentrations plasmatiques du glucose
(enzymatique UV-hexokinase method), du profil lipidique (Triglycérides, Cholestérol, HDL
et LDL) ont été mesurées par la méthode enzymatique et colorimétrique et celles du CRP par
la méthode immuno-turbidimétrique sur automate Olympus AU400 (Olympus Diagnostique,
Germany). La formule numération sanguine est déterminée sur automate CELL-DYN Ruby
3500 (Abbott diagnostique, USA). L’insuline plasmatique a été mesurée par la méthode
immunoradiométrique avec un kit Bl-Insulin IRMA Cis bio (Cis bio International, Gif-sur-

Yvette, France).

Etude du stress oxydant

Préparation des échantillons

Le sang a été prélevé sur des tubes lithium-héparine et la préparation des échantillons a eu
lieu dans les 30 minutes suivant le prélevement. Du sang total a été ajouté dans des cryotubes
contenant une solution RPMI/ DMSO a 20% pour le test des cometes, (RPMI-1640, Ca and
Mg free: Roswell Park Memorial Institute, Sigma-Aldrich R7388; DMSO : Dimethyl
sulfoxide-Merck C38528050822) les cryotubes ont été congelés progressivement dans un
congélateur progressif (Bicell, Fisher Bioblock Scientific, Lyon, France) a -20°C pendant 24
heures. Pour le dosage du glutathion, du sang total a été rajouté sur des échantillons des
solutions d’acide métaphosphorique (MPA) a 6% (MPA GPR 291903W). Les solutions ont
¢été centrifugées a 4000 rpm (1400 g) a + 4°C, et le surnageant a été récupéré. Le reste du

sang total a été centrifugée a 4000 rpm (1400 g) a + 4°C, le plasma et les globules rouges sont
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récupeérés et aliquotés pour les autres dosages du SO. Tous les échantillons ont été réserves a
-80°C dans un congélateur Artctiko a la plateforme de I’EDST avant d’étre envoyés dans de
la carboglace au LBFA.

Dosage des FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma) (Benzie et Strain, 1996).

Principe du dosage : Ce test peut étre utilisé comme un index du pouvoir antioxydant des
défenses non enzymatiques du plasma. Le test se base sur la réduction en milieu acide faible,
de la Tripyridyltriazine-ferrique en Tripyridyltriazine-ferreux, complexe de couleur bleu
intense avec absorption maximale a 593 nm. Les valeurs FRAP sont obtenues en comparant
le changement d’absorbance des échantillons avec celles contenant des complexes ferreux a
concentrations connues.

Réactifs nécessaires au dosage : une solution comprenant du tampon acétate (C2H3NaO2,
3H20 et C2H402) a pH 3.6, une solution a base de 2,4,6-Tripyridyl-s-triasine (TPTZ) a 10
mM, et un sel ferrique (FeCl3 , 6H20) a 20mM, ce qui provoque une coloration du complexe
TPTZ-Fe™. Une gamme étalon est obtenue a partir d’une solution mére de FeSO4, 7H20 a
1mM (31,25 uM 4 500 pM).

Procédure : La solution FRAP est placée a 37°C pendant toute la durée de 1’analyse. 100 pl
d’échantillons ou de solution-gammes sont ajoutés a 900 pul de la solution FRAP. La lecture
des échantillons se fait aprés 4 minutes par spectrométrie a 593 nm. La technique a été

automatisée sur Hitachi 704

Marqueurs de peroxydation lipidique (Mesure des TBARS) (Thiols Barbituric Acide
Reactive Species) (Richard et al., 1992) .

Principe du dosage : Le malondialdéhyde (MDA) est un aldéhyde toxique dont la
détermination par ’acide thiobarbiturique (TBA) a été utilisée pour évaluer in vivo la
présence d’une peroxydation lipidique. Les fonctions aldéhydiques du MDA, libérées par
hydrolyse acide a 95°C réagissant avec Le TBA pour donner un adduit coloré en rose (MDA -
TBA;). La méthode fluorimétrique permet la quantification des complexes formés.
Procédure : 750 uL d’un mélange (2/1 v:v) de TBA (0,55 mM, pH 7,4) et d’acide
perchlorique (HCIO4) a 7% sont ajoutés a 100 pl d’échantillon. Aprés agitation (vortexer
vigoureusement pendant 2min), le mélange est incubé au bain marie a 95°C pendant 1 heure.

Pour arréter la réaction, les tubes sont placés dans la glace. Le complexe ainsi forme est
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extrait par le butanol pendant 2 minutes. Apres centrifugation, la quantification du complexe
est effectuée sur un spectrophotometre a fluorescence Hitachi F4500 (Roche diagnostic,
France) a une longueur d’onde d’excitation de 532nm et une longueur d’onde d’émission de
553nm.

Limites de la méthode: Le dosage de la réactivité du MDA avec le TBA est un des tests «
classiques» dans 1’évaluation du SO. La lecture de la réaction colorée mesure non seulement
le MDA préexistant, mais aussi le MDA formé de maniére artefactuelle par la décomposition
thermique des peroxydes, et par celle de ceux générés au cours de la réaction. Par ailleurs, de
nombreux constituants du plasma présentent une fluorescence dans la méme zone spectrale
que le complexe MDA-TBA,. L’utilisation d’une séparation chromatographique permet de
séparer les différents adduits des autres substances avec le TBA de celui du MDA avec le
TBA. Malgré sa non-specificité, cette méthode présente une bonne corrélation
TBARS/MDA.

Oxydation des Protéines (dosage des groupements Thiols) (Faure et Lafond, 1995 )

Principe : Lors de I’oxydation des protéines, les groupements SH sont oxydés et forment des
ponts disulfures S-S. Le principe du dosage des groupements SH est basé sur leur réaction
avec le 5-5’-DiThiol-bis (2-acide NitroBenzoique) (DTNB), un agent réducteur des ponts
disulfures, pour former un composé coloré (A =415 nm).

Réactifs nécessaires au dosage : Tampon phosphate, 50 mM, pH 8, (KH2PO4 50 mM,
Na2HPO4, 2H20), 1 mM, DTNB 2,5 mM. La gamme étalon est obtenue avec une solution de
N-Acetyl-Cystéine (NAC) 0,125 a 0,6 mmol/L.

Procédure : 20 ul d’échantillon ou de gamme sont ajoutés a 50 pl de tampon Phosphate et 20
ul de DTNB. Apres 15 minutes d’attente a I’obscurité, la lecture est réalisée sur a 415 nm. La

technique a été automatisée sur Hitachi 704.

Glutathion réduit et oxyde : (Akerboom et Sies, 1981)
Principe : Le glutathion, antioxydant endogene, est le thiol majoritaire au niveau
intracellulaire ou il est présent sous forme essentiellement réduite (GSH). Il convertit les

ponts disulfures (S-S) des protéines oxydées en thiols (2 SH). Les formes réduite et oxydée

140



ANNEXES

du glutathion sont déterminées une utilisant une méthode cinétique ou GSH, GSSG et GRase
provoquent une réduction continue de DTNB par le NADPH selon la réaction suivante :
1) La formation du 5-thio-2-nitrobenzoate (TNB) est suivie par spectrophotométrie a 412 nm

permettant le dosage du glutathion total :

2GSH . DTNB —GSSG + 2 TNB

GRase
GSSG + NADPH,H" — NADP" + 2GSH

2) En présence de vinyl-pyridine, la méthode permet le dosage du glutathion oxyde :
GSH-VP +NADPH,H" —NADP" + 2GSH

2GSH + DTNB-------- GSSG + 2TNB
Procédure : Les échantillons ont déja été préparés dans le MPA qui empéche I’interférence
des autres protéines ou enzymes plasmatiques. Les homogénats déprotéinéisés sont d’abord
neutralisés par une solution de MOPS (3-morpholinopropanel-sulfonic acid) 0,4 M/ EDTA
(Ethylenediaminetetraacetic acid) 2 mM, pH 6,75. L’éthanolamine neutralise les surnageants
de déprotéinisation afin de permettre la réaction.
Dosage du glutathion total :
Iml de MOPS, 50ul NADPH (4 mg/ml, dissoudre 16 mg dans 4 ml de bicarbonate a 0,5%),
20 pl de GRase (5 U/ml), et 20 pul de DTNB sont ajoutés a 100 ul d’échantillon, la lecture est
effectuée par spectrométrie a 412 nm. La calibration est obtenue a partir d’une solution mére
de glutathion standard & 40 uM (de 2 uM a 40 pM).
Dosage du glutathion oxydé :
Echantillon : 500 pl ou 250 ul
Ethanolamine (diluée au 1/2) : 40ul ou 20 pl
2-Vinyl Pyridine (& 97%) : 10ul ou 5 pul (permet de bloquer les fonctions SH du glutathion
réduit).
Apres 1h d’attente a température ambiante, les échantillons sont dosés comme
précedemment.
Calcul : [GSSG] =Y (lue sur la gamme) x 5 uM/1
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« facteur 5 =dilution par 10 dans MPA et divisé par 2 (car 2 molécules de GSH reduit pour 1
molécule GSSG).
* Le GSH est déduit de la formule = [GSHLt]- [GSSG]

Dommages oxydatifs des ADN : (Hininger et al., 2004).

Principe : Le dosage des 1ésions a ’ADN se fait sans extraction, mais par analyse sur les
noyaux présentés sur lame et inclus dans de I’agarose low Melt (gel d’électrophorése
permettant la séparation des acides nucléiques). Apres dénaturation et migration par
¢lectrophorese, ’analyse est obtenue sur microscope inversé a fluorescence couplé a un
logiciel Komet. Les résultats sont exprimés en Tail DNA, qui représente le pourcentage de
I’ADN dans la queue de la cométe

Procédure : Les échantillons sont rapidement décongelés a 37°C, puis repris dans 1,4 ml de
PBS (phosphate- buffered saline) 1 X sans Ca*™ et sans Mg"" et centrifugés a 300 g pendant
10 min a température ambiante. Cette étape de lavage est répétée une fois. Le culot est remis
en suspension dans 300 ul de PBS 1 X sans Ca™" et sans Mg*" et mélangé délicatement. La
suspension est diluée au 1/2 dans de I’agarose a point de fusion a basse température (Low-
Melt) (1,2 % dans PBS) (soit 60 pl de la préparation de sang pour 120 d’agarose). Un volume
de 110 pl de ce mélange est ensuite déposé sur une sous couche d’agarose (1% dans du PBS)
coulée préalablement sur une lame de verre dépolie puis recouvert d’une lamelle et déposé
sur un lit de glace et protégé de la lumiere par une feuille d’aluminium pendant 10 minutes
pour une prise en masse rapide du Low-Melt. Les membranes plasmiques et nucléaires sont
éliminées par un tampon de lyse (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM tris-acide, 1% de
sarcosinate de sodium, pH 10, additionné extemporanément par 1 % de triton X100 et de 10
% de DMSO). Les lames sont immergées dans ce tampon toute la nuit a 4°C et a I’obscurite.
L’ADN ainsi libéré peut se dérouler dans des conditions dénaturantes. La dénaturation de
I’ADN est effectuée en milieu basique pH = 13. Les lames sont placées dans la cuve
d’¢lectrophorese et recouvertes du tampon d’¢lectrophorese (75 ml de NaOH 10 N, 12,5 ml
EDTA 200 mM, gsp 2500 ml d’eau distillée), pendant 40 minutes a température ambiante et
a I’abri de la lumicre. Cette étape permet de débobiner I’ADN et de mettre en évidence des
sites alcali-labiles. L’ADN est soumis a une électrophorése. Le matériel génomique cassé

migre alors vers 1’anode, ce qui forme la cométe. L’expérience peut se faire en milieu neutre
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ou alcalin, ce qui permet la detection respectivement des cassures doubles et simples de brin
d’ADN. Une tension de 25 V, 300 mA est appliquée pendant 30 minutes afin d’obtenir la
migration des fragments d’ADN. Apreés électrophorése, les lames sont retirées de la cuve,
égouttées, et rincées avec le tampon de neutralisation (Tris-base 0,4 M, pH 7,5, trois fois 5
minutes). Enfin, I’ADN est visualisé grace a un intercalant (Bromure d’Ethidium a 20 pg/ml,
Aex=510 nm et xem=595nm) qui le rend fluorescent. Une lamelle est ensuite delicatement
déposée sur chaque lame et I’ensemble est gardé a ’abri de la lumiére et a 4 °C dans un
milieu humide jusqu’a la lecture qui doit avoir lieu dans la semaine qui suit la préparation des
lames. Les cometes sont lues sous microscope a epifluorescence Zeiss Axioscope 20 (lampe a
vapeur HBO JOW) a raison de 50 cellules par lame pour obtenir une moyenne par lame. Pour
chaque essai, trois lames sont réalisées.

Le logiciel Cométe [Komet 4.0 (Kinitic Imaging)] mesure 1’intensité lumineuse des cellules
choisies et détermine de maniére semi-empirique la taille de la téte et celle de la comete.
L’intégration se fait grice a une caméra digitale reliée au systéme informatique d’analyse

Komet 4.0 (Kinitic Imaging).

Activité Superoxyde Dismutase (Cu-Zn SOD) (Marklund et Marklund, 1974)

Principe : 1l est basé sur la compétition entre la réaction d’oxydation du pyrogallol (10 mM)
par I’0O,°" et la dismutation de 1’0,°" par la SOD. L’auto-oxydation du pyrogallol en présence
d’EDTA est inhibée par la SOD. L’activit¢ de la SOD est mesurée par une réaction
colorimétrique,

Procédure :

-Tampon tris 50 mM /Diethylene triamine pentaacetic acid (DTPA) 1mM, et ajuster le pH a
8,2 £ 0.1 avec de I’acide cacodylique 220 mg/ml.

- Pyrogallol 10 mM (Diluer 0.126g de pyrogallol gsp 100 ml d’HC1 0.01N).

Evaluation de 1’auto-oxydation du pyrogallol :

Le melange réactionnel est constitué de 960 ul de tampon tris/DTPA et 40 pl de pyrogallol.
Apres 45 secondes, la cinétique est lancée a 420nm pendant 1 min, la variation d’absorbance
par minute doit étre comprise entre 30 et 31. Sinon, faire varier le pH avec 1’acide
cacodylique. (Recherche du pH donnant une variation de densité optique correspondant a 0%

d’inhibition de 1’oxydation du pyrogallol).
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Pour chaque essai on dépose 880ul de Tampon Tris/DTPA, 80ul d’échantillon et 40ul de
pyrogallol.

Une unité d’activité enzymatique étant définie comme la quantité capable d’inhiber 50% de
I’oxydation du pyrogallol. Elle est quantifiée par spectrophotométrie a 420 nm (Uvikon 860,

Kontron instruments, France).

Activité Glutathion peroxydase (GPx) : (Gunzler et al., 1974)
Principe : Il est basé sur une réaction couplée entre la GPx et la GRase. La détermination de
I’activité de la GPx repose ainsi sur la mesure de la disparition du NADPH, H+ suivie par

spectrométrie @ 340 nm, avec comme substance réactionnel le t-butyl hydroperoxyde

(ROOH).
Le dosage de la GPx est effectué a partir de la réaction suivante :
GPx
ROOH +2 GSH — GSSG+ ROH + H20
GRase
GSSG + 2 NADPH, H+ — 2 GSH + 2 NADP *
Procédure :

900 pl de tampon Tris /EDTA pH 7,6 (Trisma base 50 mM, EDTA Na2 1 mM, Azide 4 mM)
50 ul d’échantillons

20 pl de Glutathion (0,15 M)

20 pl de Glutathion réductase (208 U/ml)

20 pul de NADPH (8,4 mM)

Apres une minute d’attente, 20 pl d’une solution de Ter butyl hydroperoxyde (30 mM), sont
rajouter au mélange réactionnel, la décroissance de densité optique du NADPH; est suivie a

340 nm sur spectrophotometre thermostaté a 25 °C.
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ANNEXE IV

PROTOCOLE DE LA RECHERCHE
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SYNOPSIS
Titre de I’étud Evaluation de I’implication d’un statut martial élevé durant la gestation sur
¢ debetude le risque de stress oxydatif et de diabete gestationnel
Laboratoire de recherche clinique et épidémiologique — Faculté de Pharmacie —
Université Libanaise (UL) — Hadath-Liban
Lieux d Laboratoire de bioénergétique fondamentale et appliquée (LBFA)/
relgﬁt)a(rcf\e INSERM 1055 - Universite Joseph fourrier, Grenoble- Franc

Hopital Bahman- Haret Hreik- Beyrouth- Liban

Plateforme de I’Ecole doctorale de sciences et technologie — UL- Hadath-
Liban

Directeurs de la
recherche

Samar RACHIDI
Isabelle HININGER-FAVIER

Objectifs de la
recherche

e OBJECTIF PRINCIPAL

Déterminer si une ferritine élevée durant la gestation est un facteur de
risque de stress oxydant et un marqueur prédictif de diabete gestationnel

e OBJECTIF SECONDAIRE

Déterminer si un statut ferrique élevé et un stress oxydant élevé chez la
mere sont associés a des parameétres anthropométriques et un score d’ Apgar
plus faibles que ceux de nouveaux nés de meére avec un statut normal

Critéeres
d’évaluation de
I’étude

e CRITERES D’EVALUATION PRINCIPAUX

o Marqueurs du statut ferrique (Ferritine/Hémoglobine/Hématocrite)

o Biochimie: Glycémie,Hyperglycémie provoquée orale (HGPO),
Insuline

o Marqueurs du stress oxydant : Oxydation des protéines par dosage des
groupements thiols ; Lipoperoxydation (dosage TBARS); Enzymes
antioxydantes (SOD/Cu-Zn ; GPx) ; GSH/GSSG ; Dommage de I’ADN par
la technique comet

e CRITERES D’EVALUATION SECONDAIRES

o Parametre anthropométrique et score d’ Apgar

Durée prévue de
I’étude

24 mois

Nombre de
participants
prévu

104 femmes enceintes divisées en groupes selon le taux de ferritine au
début de la grossesse.

Sélection des
sujets

e CRITERES D’ INCLUSION

o Patiente ayant été informée et ne s’étant pas opposée a la recherche

o Patiente non anémique avec Hb >11g/dL a la visite de déclaration de
grossesse

o) Patiente se présentant a la premiere visite prénatale avant 12 SA
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CRITERES DE NON INCLUSION
Patiente non affiliée & un régime de sécurité sociale
Patiente anémique avec Hb <11g/dL a la visite de déclaration de grossesse
Patiente soufrant d’une anémie et traitée par suplémentation en fer
Patiente diabetique
Patiente hypertendue
Patiente présentant une maladie inflammatoire chronique
Patiente présentant une dysthyroidie
Patiente traitée par tout médicament autre que minéraux et vitamines

O O O OO O OO0 e

Evaluation des
bénéfices et des
risques attendus

Sans risques pour le patient

Déroulement de
I’étude

e DESCRIPTION CHRONOLOGIQUE DE L’ETUDE

1-  Dépot au comité d’éthique pour avis favorable

2- Information de la personne participant a la recherche
3-  Recueil de son consentement écrit, libre et éclairé

4- Prélevement de sang

- Toa I’inclusion : ferritine, Hb, Ht, glycémie a jeun, CRP

- T, (24-28 SA) : dépistage du diabéte gestationnel par test de tolérance au
glucose ; marqueurs du stress oxydant

5-  Préparation et stockage des échantillons a -80°C

6-  Analyses biochimiques

7-  Analyses statistiques

Collection
d’échantillons
biologiques

Réalisation d'une collection d’échantillons sanguins avec utilisation de ces
échantillons biologiques dans le cadre du projet avec destruction a la fin de
cette recherche

DUREE DE CONSERVATION DES ECHANTILLONS

Conservation des échantillons jusqu’a la publication des résultats de
I’étude. Destruction des échantillons a I’issu de la publication des résultats
qui marquera la fin de 1’étude.

LIEU DE CONSERVATION

o LBFA/INSERM 1055. Domaine universitaire — Université Joseph Fourier :
piéce 105 ; congélateur a -80°C relié a une centrale de surveillance, France

0 Platforme de I’EDST- UL- Hadath-Liban ; congeélateur -80°C ;

Analyse
statistique

e JUSTIFICATION DU NOMBRE DE PERSONNES NECESSAIRES

Le site en ligne
(http://marne.u707.jussieu.fr/biostatgv/?module=etudes/sujets#) a été utilisé
pour déterminer la taille de I’échantillon, en se basant sur 1’é¢tude « High
maternal hemoglobin and ferritin values as risk factors for gestational
diabetes. 2004. Tarim E., Kilicdag E., Bagis T., Ergin T. International
Journal of Gynecology and Obstetrics. 84: 259-261".

e TESTS UTILISES

o Chi-2 pour les variables nominales

o Student ou ANOVA ou la comparaison de moyennes entre 2 groupes ou
plus
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o Analyse multivariée pévue

Résultats attendus

et alternative

RESULTATS ATTENDUS

1- Une association entre un statut ferrique élevé et une augmentation des
marqueurs du stress oxydant chez les femmes présentant un diabete
gestationnel.

2- Une correélation positive entre ces marqueurs du stress oxydant chez la
mere et une glycémie élevée.

3-Les marqueurs du stress-oxydant de la mére devraient étre associés
négativement avec les parametres anthropométriques et le score d’Apgar du
nouveau né.

CONTRIBUTION SCIENTIFIQUE DES RESULTATS

1- Préciser I’incidence d’un statut martial élevé par une ferritine haute chez
la mere sur le risque de stress oxydant et I’incidence de diabéte
gestationnel

2- Le taux de ferritine pourrait étre un facteur prédictif et précoce du risque
de diabéte gestationnel. Son dosage permettrait d’orienter le bénéfice /
risque d’une supplémentation en fer chez les femmes a risque du diabéte
gestationnel

Calendrier
Prévisionnel

DATE DE DEBUT SOUHAITEE: Semestre 2- 2012

DUREE DE LA PERIODE D'INCLUSION : 12 mois

DUREE TOTALE DE L'ETUDE : 24 mois (inclusion, analyses biochimiques,
analyses statistiques)
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1. INTRODUCTION et JUSTIFICATION SCIENTIFIQUE

1.1. Etat de I’art et connaissances scientifiques actuelles

L’augmentation de I’insulinorésistance (IR) dans le monde est un sujet préoccupant en terme de santé
publique en raison des risques associés de diabete type 2, maladies cardiovasculaires, cancers et
récemment augmentation du risque de déclin cognitif a été rapporté par de nombreux travaux. Au
cours de la gestation, I’IR est un phénoméne physiologique qui lorsqu’elle n’est pas « maitrisé » peut
devenir pathologique, on parle alors de diabete gestationnel (DG).

Les conséquences materno-feetales et a 1’age adulte suite a 1’exposition pendant la vie feetale a des
facteurs de risques épigénétiques, ont conduit a 1’édition de nouvelles recommandations visant a
réduire les complications materno-feetales a court et a long terme. Ainsi I’incidence du DG qui est en
constante progression pourrait dépasser 16% avec les nouvelles recommandations de dépistage.

Le rble du stress oxydant (SO) dans la physiopathologie du DG est évoqué et les études recensées
montrent une élévation des marqueurs oxydatifs avec une diminution des défenses antioxydantes. La
surcharge en fer est I’'une des causes de SO bien admise, or la supplémentation en fer est encore trop
souvent systématique et pourrait étre impliqué dans le risque de DG. En effet, récemment plusieurs
études observationnelles font état d’une augmentation du risque d’IR en cas de statut en fer élevé, une
relation également décrite dans I’augmentation du risque de DG. Toutefois, 1’association du SO lors
du DG avec le fer n’est pas documentée.

Cette relation peut étre de grand intérét et 1’adaptation de la dose en fer supplémenté en fonction de la

ferritinémie au début de la grossesse pourrait minimiser le risque du DG.

1.2. Hypothése de recherche

Face & I'augmentation du taux de DG, liés en partie a I’abaissement des valeurs seuils pour le
diagnostic d’'un DG (1), et d’autre part & ’augmentation de 1’incidence de diabete type 2 et de
I’obésité dans la population générale, I’identification de facteurs aggravant le risque d’IR est un sujet
d’actualité pour une meilleure prise en charge de la grossesse. Les facteurs de risque de DG sont
connus (&ge>35 ans, surcharge pondérale, antécédents de macrosomie, historique familiale de
diabete...). Mais les relations entre fer et IR suggérent que le fer pourrait étre un facteur
supplémentaire.

Cette hypothése mérite d’étre estimée et pourrait s’avérer utile comme marqueur prédictif dans la

conduite a tenir notamment en cas de supplémentation en fer.
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En cas de pathologie de la grossesse, comme dans le DG, 1’équilibre rédox est rompu en raison de la
surproduction des radicaux libres associé a 1’hyperglycémie et/ou d’un déficit d’adaptation des
systemes de défenses antioxydantes. Ce déséquilibre est a 1’origine d’une augmentation du SO
rapporté par plusieurs études (2 - 11). Or le fer en exces est prooxydant et il pourrait donc étre
impliqué dans 1’augmentation du SO associ¢ au DG.

La facilité avec laquelle le fer est oxydé et réduit de fagon réversible, bien qu’indispensable pour ses
fonctions métaboliques, est a la base de I’implication du fer dans la physiopathologie des surcharges
en fer, parmi lesquels le diabéte. Le fer, particulierement abondant dans le placenta, joue un réle
important dans la production des radicaux libres, et pourrait altérer les fonctions nutritives de ce tissu.
On recense dans la littérature quelques études estimant le statut rédox en relation avec la
supplémentation en fer chez la femme enceinte (12 - 15).

Selon plusieurs études épidémiologiques, le statut en fer ou la supplémentation martiale de la femme
enceinte sont associés significativement avec le risque de DG. Des taux augmentés de ferritine et du
fer au cours du 3°™ trimestre de grossesse sont observés chez les femmes ayant un DG (16). En 2006,
Chen et al. montrent une association significative entre la ferritinémie élevée au début de la grossesse
avec le risque de DG, suggérant un role important de 1’état des réserves en fer comme marqueur d’un
risque de DG (17). Une association est méme rapportée entre le statut en fer élevé (ferritine, fer,
transferrine saturation, Hb) avec le DG (18). Alors qu’inversement, une anémie ferriprive pourrait
réduire le risque du DG (19). Le risque d’IR en relation avec la ferritine sérique a été aussi démontré
(20 - 23). Ces observations suggerent donc une altération du métabolisme glucidique et du SO en cas
de statut en fer élevé au cours de la grossesse. Malgré ce risque, des recommandations sur la
supplémentation en fer au cours de la grossesse sont proposées basés sur des ferritinémies normale et

ce indépendamment du statut en hémoglobine (24).

1.3.  Résultats attendus

Pour évaluer la part prise par un statut martial élevé sur le SO comme facteur de risque de
DG, nous réaliserons les dosages de marqueurs de SO et biochimique et nous déterminerons
les corrélations associées a leurs interactions. Si notre hypothése est vraie, dans le plasma de
patientes atteintes de DG, les marqueurs biochimiques associés au métabolisme glucidique
devraient augmenter avec le statut ferrique et le SO. Le SO devrait étre positivement corrélés
avec les marqueurs biochimiques conventionnels du DG et le statut ferrique dans le sang de

la meére.
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Enfin, nous vérifierons si les marqueurs biochimiques et de SO de la mere sont prédictifs de
préjudice chez le nouveau né. Nous attendons une corrélation négative entre ces marqueurs

biochimiques et les parametres anthropométriques et score d’Apgar du nouveau né.

L’approche expérimentale proposée devrait donc permettre d’établir si un statut ferrique
¢levé basé sur 1’état des réserves (ferritine), est associé ou non a un risque plus élevé de DG
et si il est corrélé avec le SO. Si notre hypothése serait vérifiée, elle permettrait de proposer
ce dosage comme un marqueur biochimique précoce de risque de DG.

2. OBJECTIFS et CONCEPTION de la RECHERCHE
2.1. Objectifs
2.1.1. Obijectif principal

Déterminer si une ferritine élevée durant la gestation est un facteur de risque de SO et un

marqueur prédictif de DG.

2.1.2. Obijectif secondaire

Déterminer si un statut ferrique élevé et un SO élevé chez la mére sont associés a des paramétres
anthropométriques et un score d’Apgar plus faibles que ceux de nouveau-nés de mere avec un statut

en fer normal.

2.2. Critéres d’évaluation de I’étude

2.2.1. Critéres d’évaluation principaux

o Marqueurs biochimiques et hématologiques (ferritine, Hb) dans le sang de la mére a la
déclaration de la grossesse.

o Marqueurs du SO (thiols protéiques, TBARS, SOD/ Cu-Zn, GPx, GSH/GSSG) et dommage a
I’ ADN par la technique comet dans le sang de la meére a 1’issu du diagnostic du DG entre 24-28 SA.

2.2.2. Critéres d’évaluation secondaires

. Paramétres anthropométriques et score d’Apgar du nouveau né relevé sur le cahier

d’observation de 1’accouchement.
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2.3. Description de la méthodologie de la recherche
2.3.1. Schéma de I’étude

Il s’agit d’une étude épidémiologique, observationnelle, monocentrique destinée a évaluer
I’incidence du statut ferrique et du SO dans le DG. Les patientes et les sujets contrdles seront
recrutés aux cliniques internes et externes de 1’hopital Bahman a Beyrouth. Les données
seront recueillies par 1’assistante a partir du dossier de la patiente pour remplir le
questionnaire (annexe D). Les échantillons de sang seront prélevés par les laborantins du
laboratoire d’analyses médicales de I’hopital Bahman. Les tests biochimiques seront réalisés
au méme laboratoire. Les prélevements destinés a la mesure du SO seront immédiatement
traités (dans la %2 heure qui suivra le prélevement) selon un protocole transmis par le LBFA
(annexe A) pour répartition et stockage a -80°C avant envoi dans de la carboglace au LBFA,
Unité INSERM1055/ Université Joseph Fourier, Grenoble-France.

2.3.2. Population de 1’étude

2.3.2.1. Criteres d’inclusion

v Patiente ayant été informée et ne s’étant pas opposée a la recherche
4 Patiente affiliée a un régime de sécurité sociale

v Patiente non anémique avec Hb > 11g/dL.

4 Patiente se présentant a la premiére visite prénatale avant 12 SA

2.3.2.2. Critéres de non-inclusion

Patiente anémique avec Hb < 11g/dL

Patiente soufrant d’une anémie pré-éxistante et traitée par suplémentation en fer
Patiente diabétique

Patiente hypertension hypertendue

Patiente présentant une maladie inflammatoire chronique

Patiente présentant une dysthyroidie

A N N N RN

Patiente traitée par tout médicament autre que minéraux et vitamines

2.3.2.3. Nombre de sujets a recruter et faisabilité du recrutement

104 patientes groupées selon le taux de ferritine & la visite de déclaration de grossesse

recrutées dans les cliniques du département obstétrique-gynécologie de 1’hopital Bahman.
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2.3.3. Déroulement de 1’étude

Certaines femmes enceintes suivies dans les cliniques de 1’hopital, lors de la premiére visite
prénatale, se voient proposer la participation a I’étude décrite ci-dessus. L’étude des
biomarqueurs dans le sang permet de déterminer le status ferrique. C’est chez ces patientes
que notre etude sera proposée afin de doser les marqueurs étudiés dans les prélévements
réalisés a visée de stress oxydant puis de dépistage du DG. Les femmes consentent a étre
convoquées pour un nouveau prélévement afin que soit dosé les marqueurs nécessaires a
cette étude (annexe -C).

Les marqueurs biochimiques et hématologiques seront réalisés au laboratoire d’analyses
médicales de I’hdpital Bahman comme cela se fait dans la procédure diagnostique habituelle.
Alors que les marqueurs du stress oxydant seront acheminés dans la 1/2H qui suivra le
prélévement, au méme laboratoire et les échantillons seront répartis sous des volumes de 400
uL (2 tubes) et traités selon un protocole précis, et 200 puL (autant de tubes que nécessaire
sous forme de plasma et globules rouges) sur le sang restant apres centrifugation a 4000 rpm
durant 10 min et a 4°( détails dans I’annexe -A). Ces échantillons seront transmis dans la
carboglace et stockés au Platforme de ’EDST dans un congélateur type Backman a -80°C
jusqu’a I’envoi au LBFA.

2.3.3.1. Inclusion des patients

Les médecins recruteurs des femmes enceintes les informent de la nature de la recherche, des
objectifs, de la méthodologie, de la durée et des bénéfices attendus. Cette discussion
informative est basée sur une note informative destinée aux patientes (annexe B). La patiente
a toute latitude pour poser toute question concernant la recherche et est informée de son droit
de refuser de participer a la recherche ou de se retirer a tout moment sans préjudice et sans
avoir a justifier les raisons de sa décision.

2.3.3.2.Constitution de collections d’échantillons biologiques

Les échantillons seront répartis sous des volumes de 400 pL (2 tube), et 200 pL (autant de
tubes que nécessaire) au sein de laboratoire d’analyses médicales de I’hdpital. Ces
¢échantillons seront stockés au Platform de ’EDST dans un congélateur type Beckmann a -
80°C jusqu’a I’envoi au LBFA ou ils seront stockés jusqu’a I’analyse dans la piece n°105, a -
80°C reliés a une centrale de surveillance. Le congélateur de marque SYANO N°2 sera

utilisé. Les échantillons seront conservés jusqu’a la publication des résultats de I’étude. Les
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¢chantillons seront détruits a 1’issu de la publication des résultats qui marquera la fin de
I’étude.

2.3.3.2. Organigramme de [ ’étude

Inclusion
24 — 28 SA
Accoucheme
nt

Information / non-opposition

Mere (Prélevement du sang)
- Ferritine, NFS, Glucose, SO 5

X

20 cc

(@]

Nouveau né X
- Poids, taille
- Score Apgar
Remplissage du cahier d’observation X X X

Remplissage du Questionnaire X X X

2.3.4. Durée de la recherche
2.3.4.1. Durée totale de [’étude

Durée de la période d’inclusion 12 mois

Durée du suivi (le cas échéant) non applicable

Durée totale de la recherche 24 Mois

2.3.4.2. Modalités d arrét temporaire ou deéfinitif de la recherche

La recherche peut étre interrompue temporairement ou définitivement si on observe un défaut
d’inclusion, ou si le rythme d’inclusion est insuffisant.

Des retards administratifs peuvent également étre a I'origine d’arrét temporaire de la
recherche (revue des criteres d’inclusion, attente d’avis du comité d’éthique sur des

modifications du protocole...)
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2.3.4.3. Durée de participation pour une personne

) L 3 jours + jour de
Durée de participation a la recherche
I’accouchement

Durée de la période d’exclusion (le cas échéant) = période ]
non applicable

by

durant laquelle le patient ne peut participer a une autre

recherche

Exclusivité (le cas échéant) = le patient ne peut participer a | [ Joui

aucune autre recherche pendant celle-ci non

2.4. Rapport bénéfice / risque

Recherche sans bénéfice ni risque pour la patiente.

2.5. Identification des données a recueillir dans les cahiers d’observation, des données
sources

2.5.1. Anonymat des sujets

Pendant toute la durée de la recherche et a son issue, les données recueillies sur les personnes
se prétant a la recherche seront rendues anonymes.

Elles ne feront en aucun cas apparaitre en clair les noms des personnes concernées, ni leurs
coordonnées.

Seules la premiere lettre du nom (en majuscule) et la premiere lettre du prénom (en
majuscule) seront enregistrées, accompagnées d’un numéro d’inclusion (ordre chronologique

d’entrée des patientes dans 1’¢tude) et de la date du prélevement.

2.5.2. Confidentialité de 1’étude

L’investigateur et toute personne appelée a collaborer a la recherche sont tenus au secret
professionnel, en particulier en ce qui concerne la recherche, les personnes qui s’y prétent et
les résultats obtenus.

La recherche ne fera I’objet d’aucun commentaire, oral ou écrit, sans une autorisation

conjointe de I’investigateur coordonnateur et du gestionnaire.

3. STATISTIQUES

3.1. Justification statistique du nombre de personnes prévues
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Le site en ligne (http://marne.u707.jussieu.fr/biostatgv/?module=etudes/sujets#) est utilisé pour

déterminer la taille de I’échantillon, en se basant sur I’étude « High maternal hemoglobin and ferritin
values as risk factors for gestational diabetes. 2004. Tarim E., Kilicdag E., Bagis T., Ergin T.
International Journal of Gynecology and Obstetrics. 84: 259-261".

3.2.  Stratégies d’analyse des données

Les analyses statistiques seront réalisées a I’aide du logiciel SPSS (Statistical Package for
Social Science), version 17.

L’analyse statistique bivariée croise les différentes variables dépendantes avec celles
indépendantes. Le test de Chi2 et le test exact de Fisher seront utilisés pour les variables
nominales alors que le test t de Student ou Anova seront utilisés pour la comparaison des
moyennes entre 2 groupes ou plus.

L’analyse multivariée par régression logistique sera prévue. Les variables indépendantes
retenues pour cette analyse seront celles qui montreront une différence significative p < 0.20

dans I’analyse bivariée. Une différence significative sera retenue pour une valeur de p < 0.05.

3.3. Responsables statistique

Les analyses statistiques et les interprétations des résultats seront réalisées sous la
responsabilit¢ de Dr Pascale SALAMEH (Epidémiologiste, PhD, HDR, Faculté de
Pharmacie-UL).

4, CONSIDERATIONS ETHIQUES ET REGLEMENTAIRES

4.1. Réglementation

La recherche sera conduite conformement :

o au présent protocole

o aux principes éthiques et recommandation de conduite des recherches (déclaration
d’Helsinki, Bonnes Pratiques Cliniques).

La recherche ne débutera qu’apres :

. obtention d’un numéro d’enregistrement au comité d’éthique
o obtention d’avis favorable du comité de I’hopital
o avis favorable du comité d’éthique médicale et de bioéthique de I’UL.

157


http://marne.u707.jussieu.fr/biostatgv/?module=etudes/sujets

ANNEXES

4.2.  Lieux de la recherche
La recherche visant a évaluer les soins courants sera réalisée dans le service gynécologie/

obstétrique de I’hopital Bahman a Beyrouth- Liban.

4.3.  Archivage

Au terme de I’étude, tous les documents en relation avec I’étude (y compris la copie des
cahiers d’observation) seront archivés dans le département de Pharmacie Clinique de la
Faculté de Pharmacie de I’UL. Une attention particuliére sera portée a la liste permettant
d’identifier les patientes inclues dans la recherche.

Tous les documents en relation avec la recherche devront étre conservés pendant 10 ans apres
la fin de I’¢étude.

5. FINANCEMENT DE LA RECHERCHE

Ce projet de recherche est financé par le CNRS (Conseil National de la Recherche Scientifique),
enregistré sous le numéro 9042.

Avis favorable le 16/06/2012.

6. RAPPORT ET PUBLICATIONS
Les rapports et les publications seront rédigés conjointement.
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Annexe A

Conditions de prélevement et préparation des échantillons sanguins pour I’étude des
marqueurs du stress oxydant. (Protocole transmis par le LBFA/INSERM 1055- France
au Laboratoire de Recherche Clinique et Epidemiologique - UL).

Conditions de prélevements des échantillons sanguins

Afin de prévenir tout risque d’erreur ou de perte, tous les échantillons seront préparés en
double. Au total (2 x 5 mL) de sang seront recueillis sur tube Li-héparine.

Dommages oxydatifs aux ADN

Dans chaque cryotube, sera versé un mélange de 500 uL RPMI/DMSO 80/20, soit 400 uL de
RPMI et 100 uL. de DMSO0.500 pL de sang total seront ajoutés a ce mélange. Le cryotube
sera étiqueté et placé dans un thermo de congélation progressive type appelé « bicell ».
Apres 24 heures, les cryotubes seront placés dans des boites de congélation a -80°C et le
« bicell » pourra étre réutilisé. Un tube sera envoyé au laboratoire pour 1’é¢tude des dommages
oxydatifs aux ADN (Cometes), le deuxieme sera conservé a -80°C jusqu’a la fin de 1’étude.
Dosage du glutathion

30 g de MPA seront pesés et placés dans un bécher. Compléter avec 200 mL d’eau
déminéralisée, sous agitation. Lorsque le MPA est bien dissous, transverser le contenu du
bécher dans une fiole jaugée de 500 mL et compléter jusqu’au trait de jauge. Aliquoter cette
solution dans des Eppendorfs de 2 mL, et congeler a -80°C. Une partie de ces aliquots sera
utilisée lors des prélévements sanguins, 1’autre partie sera utilisée lors du dosage. Dans un
tube & hémolyse en plastique de 10mL, 400 pL de sang total seront ajoutés a 3.6 mL de
solution MPA a 6% décongelée extemporanément. Apreés centrifugation a 1000 g pendant 10
minutes a 4°C, le surnageant est récupér¢ et aliquoté dans des 2 Eppendorfs de 2 mL (2 x vol
> 500 pL). Les tubes Eppendorfs sont étiquetés et placés dans une boite de congélation a -
80°C. Un tube sera envoyé au laboratoire pour le dosage du glutathion, le deuxiéme sera
conserve jusqu’a la fin de I’étude.

Marqueurs de la lipopéroxydation et marqueurs d’oxydation protéique et enzymes
antioxydantes

Le sang restant dans le vacutainer sera centrifugé a 1000 g pendant 10 minutes a 4°C. Le
surnageant sera recupéré et le volume V sera divisé en 5 aliquots Eppendorfs, soit V= 2 x
200uL en vue de réaliser ces dosages. Les tubes Eppendorfs préalablement étiquetés et placés
dans une boite de congélation a -80°C. Un tube sera envoyé au laboratoire pour le dosage
des : TBARS, le pouvoir antioxydant total, les groupements thiols, la GPx et la glutathion
reductase.

Le culot érythrocytaire sera aliquotés pour dosage des enzymes erythrocytaires : SOD Cu/Zn
et thioredoxine reductase.
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Annexe B
Fiche d’information aux Patientes*

Mesdames

Le Département de Pharmacie Clinique de la Faculté de Pharmacie de [’Université
Libanaise, en accord avec le service de gynécologie et obstétrique de ['hdpital Bahman, vous
propose de participer a [’étude clinique intitulée

« Evaluation de I’implication d’un statut martial élevé Durant la gestation sur le risqué de
stress oxydatif et de diabéte gestationnel»

L’¢étude se déroulera de la fagcon suivante

1- Information de la personne participant a la recherche et recueil du consentement écrit, libre et
éclaire

2-  Recrutement des femmes enceintes a la visite de déclaration de la grossesse

3-  Prise de sang : a I’inclusion (<12SA), et a la visite (24-28 SA)

4-  Réalisation des analyses du statut en fer, et du DG au laboratoire d’analyses médicales de
I’hopital Bahman

5-  Préparation et stockage des échantillons a -80°C pour les analyses du stress oxydant.
6-  Recueil des données personnelles et médicales a partir des dossiers de la patiente

La participation est complétement volontaire. L’étude est sans risque et sans conséquences
dommageables pour la patiente et son nouveau né. Votre refus de participation n’affectera en
aucun cas le suivi médical, et vous pouvez vous retirer de I’étude a tout moment sans
préjudice.

Chef du département de Pharmacie clinique

*fiche traduite de la langue arabe
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Annexe C
Formulaire de consentement*

Je soussignée, Mme..........covviiiiiiiiiiiiiiieieieeeennes , m’avoir expliquée, dans ma
propre langue, la nature de 1’étude

« Evaluation de ’implication d’un statut martial élevé durant la gestation sur le risque
de stress oxydatif et de diabete gestationnel »

Je suis informée

. A quoi consiste 1’étude
. Que le refus de participer a 1’étude n’affectera en aucun cas mon suivi médical
o Que je puisse étre retirée a tout moment

Je donne mon consentement pour prendre mes détails personnels et médicaux.
Je suis également disposée pour les prélévements sanguins requis pour 1’étude.

Nom de la patiente :
Signature :

Date :

*fiche traduite de la langue arabe
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Annexe D

Questionnaire (traduit de la langue arabe)

1-Données démographiques

Age: ...l ans Profession: ............... Nationalité : ............
Education: 0 analphabéte oOprimaire osecondaire Ouniversitaire
Taille (cm) :......... Poids (Kg) avant grossesse : ....... BMI ...

2-Grossesses antécédentes

1%® grossesse : coui  Cnon.

Sinon, nbde grossesse : ...... nbd’enfants : .......

Délivrance : o voie basse (..) Océsarienne (..)

Macrosomie (poids du nouveau-né> 4Kg) : ooui onon

Malformation : coui cnon. Mort intra-utérine : coui onon.

Avez-vous eu un diabéte durant les grossesses précédentes? oou | gnon
Avez —vous souffert d’un ovaire polykystique ? ooui onon

3-Historique médicale familiale
Diabéete : ooui Oonon HTA : ooui onon

4-Habitudes de vie

Fumez-vous avant la grossesse? coui onon

Si oui, oCigarettes  oONarguilé. nb/jour: ...............

Etes-vous sportives ? ooui onon. Si oui, précisez :

Le typedesport .................. La durée ...... La fréquence/ semaine............
Fumez-vous pendant la grossesse? toui onon

Sioui, oCigarettes oONarguilé. nb/jour: ...............

Quel nombre d’heures/ jour passez-vous devant la télévision ou ’ordinateur ?...................
Combien d’heures dOrmez-VOUS/JOUT 2........ccoureiiririnieieieie e

5- Données de la lere visite prénatale avant 12 SA
SA ..
Grossesse confirmée par US : ooui cnon

6-Médicament(s) prescrit(s), Fer, Vitamines.

Médicament Posologie Mode d’utilisation Observance
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7-Données de la visite de 24-28 SA

Date: .................. Poids : ............ Kg SA: ...
Diabéte gestationnel : coui onon
Sioui: 0 Traitement médical

o Dicte

o Pas de traitement :

8-Problémes médicaux pendant la grossesse et traitement

Probléme Médicament/ Posologie Durée

Mois de grossesse

Nausées, vomissements

Reflux, acidité
gastrique

Constipation

Infections

|[Métrorragies

Pré-éclampsieHTA

9- Analyses médicales réalisées avant 12 SA
NFS; Ht:....... Hb ..o

Glycémie ajelne : .........
CRP: ..

10- Analyses médicales réalisées entre 24-28 SA
NFS:Ht:....... Hb:..ooooL

NO:

Malformation : ooul onon
ICN: Doui Oonon
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12- Apport alimentaire quotidien en fer

Aliments jamais 1-2'fois/ 1-2 fc_)is/ 3-4 fqis/ 1 fois/ _2-3 fois/ | Quantité
mois semaine | semaine | jour jour moyenne
Foie de volaille 100 grs
Foie de veau 100 grs
Viande rouge 100 grs
Dinde 100 grs
Poulet 100 grs
Thon 100 grs
Poisson 100 grs
Crevette/ sardine 100grs
Lait 1 tasse
Oeufs 2 oeufs
Cornflakes fortifiés 1 tasse
Avoine Y5 tasse
Pois de Soya Y5 tasse
Lentilles Y5 tasse
Epinards Y tasse
BIé vert 1 tasse
Fruits secs Ya tase
Légumes vertes 1 tasse
Haricots 1 tasse
Amandes 6 graines
Betterave Y% tasse
Pommes de terre 1 graine

grillée
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Résumé

Les relations bien connues entre surcharge en fer, insulinorésistance et stress oxydant dans I’hémochromatose, ainsi que des
études de cohortes récentes impliquant le fer comme facteur de risque de diabéte de type II, nous ont conduit a chercher a
établir le role de la ferritine comme un facteur prédictif du risque de diabéte gestationnel et du stress oxydant. Nous avons
donc évalué indépendamment de toute supplémentation martiale ’impact de 1’état de réserve en fer sur le métabolisme
glucidique et oxydatif dans une population de femmes enceintes Libanaises. Nous avons observé qu’une ferritine élevée en
début de la grossesse était un facteur prédictif d’intolérance au glucose, alors que cette relation n’était pas retrouvée avec
une hémoglobine élevée, suggérant que le fer de réserve est un facteur de risque a considérer et non pas le fer fonctionnel. Le
dosage de la ferritine pourrait étre un marqueur biologique a prendre en considération pour évaluer le risque d’intolérance
au glucose chez les femmes a risque de diabete gestationnel. La prévalence du diabete gestationnel dans la population
étudiée, sur la base de nouveaux critéres adoptés par 1’Organisation mondiale de la santé était de ~15% alors qu’elle n’était
que de 4% avec les critéres de O’Sullivan généralement utilisés. Ce résultat souligne 1’intérét d’adopter les nouveaux critéres
pour une meilleure prise en charge des risques materno-feetaux associés au diabéte gestationnel. Nous montrons que malgré
I’abaissement des valeurs de la glycémie pour le dépistage diabete gestationnel, ce seuil est toujours associé a une
augmentation du stress oxydant et notamment des dommages a I’ADN. Conformément a la littérature, nous montrons qu’un
statut en fer élevé, est associé a un état de stress oxydant élevé mais de fagon plus originale nous montrons qu’une ferritine
¢levée en début de grossesse aggrave 1’association du stress oxydant et de I’insulinorésistance avec 1’intolérance au
glucose. Parallélement a 1’étude clinique, nous avons réalisé une étude expérimentale chez des rates en utilisant un régime
riche en fructose comme modele de diabéte gestationnel. Nous montrons que ce modéle induit des modifications similaires
chez les rates et leurs ratons que celles observées lors de diabéte gestationnel. De plus lorsque ce régime est enrichi en fer,
nous montrons des altérations oxydatives au niveau cerébral et hépatique des ratons nés de méres nourries avec un régime
fructose riche en fer. Ce modéle expérimental nous permettra d’étudier ultérieurement les interactions entre fer, stress
oxydant et les voies de signalisation de I’insuline conduisant a une insulinorésistance et d’évaluer les répercussions d’une
augmentation des dommages oxydatifs cérébraux sur les fonctions cognitives. Enfin notre modele expérimental nous
permettra de proposer une étude épigénétique pour évaluer le risque d’apparition de pathologies a 1’dge adulte
(insulinorésistance, diabéte de type 2, déclin cognitif) des animaux nés de mere avec un diabéte gestationnel. Au vu de
I'ensemble de nos résultats sur les interactions entre ferritine, intolérance au glucose et stress oxydant, le bénéfice d une
supplémentation martiale durant la grossesse chez des femmes a risque de diabéte gestationnel doit étre évalué.

Mots clés : Diabete gestationnel- Stress oxydant- Ferritine- Intolérance au glucose- dommages a I’ADN- Hyperglycémie

Abstract

The ultimate goal of this study was to establish the role of ferritin as a predictor for gestational diabetes mellitus and
oxidative stress in non-anemic and non-iron supplemented Lebanese women. We observed that a high ferritin level during
the first trimester of pregnancy was a predictor for impaired glucose tolerance, whereas high hemoglobin values yielded no
significant relationship, suggesting that the iron reserve was the main risk factor. Thus, the serum ferritin level could be used
as a biological marker to assess the risk of glucose intolerance in pregnant women. Based on the new World Health
Organization criteria for a gestational diabetes mellitus diagnosis, it is predicted that the gestational diabetes mellitus
prevalence in our population could be increased four-fold. Since gestational diabetes mellitus has deleterious effects on
both the perinatal and maternal health outcomes, the implementation of these new criteria will allow for better management
of blood glucose in pregnant women at risk for developing gestational diabetes mellitus. Although the new criteria adopted
a lower cut-off blood glucose value, hyperglycemia is still a factor highly associated with increased oxidative stress,
ultimately leading to DNA damage. We have already shown that high iron status was associated with elevated oxidative
stress. Furthermore, we have established that a high ferritin level during early pregnancy affected the association between
oxidative stress and insulin resistance with glucose intolerance. In a preliminary study, we utilized a fructose-supplemented
diet fed pregnant rats as an experimental animal model for our gestational diabetes studies. Data obtained indicated that this
experimental animal model had identical metabolic modifications found in women with gestational diabetes mellitus.
Moreover, we have shown that an iron-enriched diet for dams increased the redox status of the brain and the liver of pups.
Therefore, we believed that this experimental model is could be used for future studies to evaluate the interaction between a
high iron status and insulin signaling pathways and to evaluate the impact of increased oxidative damage on the fetus during
pregnancy, at birth and later during the developmental stages. Finally, an epigenetic study using this experimental model may
allow us to understand the genetic alterations that affected the likelihood of developing insulin resistance, diabetes, or
cognitive decline in pups born to the mothers with gestational diabetes. Based on the findings from our studies on the
interaction among ferritin, glucose impairment, and oxidative stress, as well as the iron-supplemented diet in the dams with
gestational diabetes mellitus, the use of iron-supplementation during pregnancy should be re-evaluated.

Key words: Gestational diabetes mellitus-Oxidative stress- Ferritin- Glucose intolerance- DNA damage- Hyperglycemia



