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Introduction

Dans les pays en voie de développement, les maladies cardiovasculaires (MCV) ont
¢été longtemps considérées comme les pathologies des populations aisées. Mais il s’avere que
ces pays ont connu au cours des derniéres décennies une transition eépidémiologique
caractérisée par une régression des maladies infectieuses et une progression importante et
réguliere des MCV. Parmi les MCV, I’hypertension artérielle (HTA) représente de loin
I’affection la plus courante et elle pose actuellement par sa fréquence et ses répercussions, un
grave probléeme de santé publique dans les pays en voie de développement y compris
I’Algérie (Lardjam-Hetraf et al., 2014). Elle entraine des conséquences graves au niveau des
divers organes cibles dont les plus fréquentes sont, I’insuffisance cardiaque et 1’accident
vasculaire cérébral (AVC).

L’HTA qui s’exprime par une pression artérielle (PA) anormalement élevée d’origine
multifactorielle. Elle est le plus souvent asymptomatique. On distingue ’HTA essentielle (90
% des cas) sans cause actuellement identifiable et les HTA secondaires, le plus souvent
expliquées par une dysfonction endocrinienne ou rénale. Le développement d’une HTA
essentielle peut étre favorisé par un terrain génétique défavorable, mais dépend surtout de
déséquilibres comportementaux (alimentaire avec un exces calorique et de sel, sédentarité et
inactivité physique (Giuseppe et al ., 2013)

L’HTA est un facteur de risque majeur indépendant et modifiable de développement
d’une maladie coronaire, d’un accident vasculaire cérébral, d’une insuffisance cardiaque, et
d’une maladie rénale. Parmi les nombreux processus mécanistique sous-jacent qui jouent un
role majeur dans I’installation de I’HTA et le développement de ses complications, les
dommages vasculaires dus a la production et la biodisponibilité excessive des espéces
réactives de I'oxygene qui entrainent un stress oxydatif non contrélé (Montezano et al.,2015).
En effet, le stress oxydant est le terme se rapportant au déséquilibre entre la génération des
oxydants et l'activité des défenses anti-oxydantes, qui pourrait mener aux dommages oxydants
(Sayre et al., 2008). C’est une situation ou la cellule ne contrdle plus la présence excessive
des especes radicalaires toxiques (Rios-Arrabal et al., 2013). L’excés de ces especes
radicalaire sont incriminés dans la survenues des maladies métaboliques par le biais de
I’induction d’une défaillance d’un organe ou d’une voie métabolique importante (ex
I’inflammation), comme dans le cas du I’HTA.

Cependant et bien que les preuves experimentales indiquent que le stress oxydant fait
partie des nombreux processus impliqués dans la physiopathologie de I'hypertension, De
maniere surprenante, les études sur les humaines souffrant d'hypertension sont moins

convaincantes et restent controversées. Dans ce contexte, il semblerait nécessaire d’établir un
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lien de causalité entre le stress oxydatif et la survenue de HTA et ses complications
cardiométaboliques, chez les personnes souffrantes de cette pathologie.
L’approche thématique de notre étude est a la fois clinique et biologique chez les individus

hypertendus de la ville de Tiaret ; elle vise a :

v’ Etudier le statut oxydant chez les personnes hypertendues de la ville de Tiaret.
v’ Etablir une corrélation entre I’oxydation lipidique et le bilan lipidique chez les sujets
hypertendus.

v Déterminer la relation entre statut oxydatif, ’HTA, sexe et I’age.
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Chapitre | Materiel et méthodes

I.10Objectifs de I’étude

Cette étude s’intéresse a évaluer le statut oxydatif chez les personnes hypertendues de
la ville de Tiaret et ce afin de déterminer I’influence du sexe ou de I’age sur la relation
existante entre statut oxydatif et ’'HTA. Elle vise également a établir un lien entre le
déséquilibre oxydatif et le profil lipidique des sujets hypertendus.

1.2. Investigation clinique
1.2.1. Critéres cliniques de I’étude

Il s’agit d’une étude clinique, destinée a évaluer le statut oxydatif du patient hypertendu.
Dans ce cadre, nous avons sollicité quatre etablissements de santé publique au niveau de la
ville de Tiaret a savoir MOKHTARI ALI, BEUBKER KHALED, BENYAHIA BAKHTA et
ZAAROURA. Des groupes de sujets hypertendus et des sujets non hypertendus ont été
recrutés au sein de ces établissements et ce pendant la période allant du mois Décembre 2018
jusqu’au mois de Mai 2019. Durant cette période 100 sujets ont été recense, regroupant 15
hommes et 85 femmes, agés entre 17 et 86 ans. Compte tenu des critéres d‘exclusion, nous
n‘avons retenu que 50 patients hypertendus et 25 sujets non hypertendus. En effet, un
questionnaire a été établit pour sélectionner les patients a inclure dans cette investigation
clinique (Annexe | ). Avant d’entamer 1’étude, une note informative destinée aux patients leur
a été adressée avec une explication sur la nature, I’objectif ainsi que I’approche expérimentale
a entreprendre durant cette étude. On note que les patients ont été soumis a une mesure de la
pression artérielle et de la fréquence cardiaque, les sujets sont considérés a risque hypertensif
lorsque les chiffres tensionnels étaient supérieurs ou égales a 140 mm Hg (PAS)/90 mm Hg
(PAD). Les critéres de recrutement utilisés au cours de cette étude sont les suivants :

» Criteres d’inclusion
-Patients ayant été informés et ne s’étant pas opposés a 1’étude clinique.

-Homme ou femme
-Age de 17 a86 ans
-Hypertendus ou non hypertendus

» Critéres d’exclusion

Dans cette étude nous avons exclu tous les hypertendus non adultes, les patientes
hypertendues et enceintes, les patients qui présentent une pathologie a stress oxydatif, Les

sujets tabagiques (tabac a fumer ou a chiquer) ont été aussi exclues de cette étude.



Chapitre |

1.3. Investigation biologique

1.3.1. Matériel et produits chimiques

Matériel et méthodes

Le matériel et les produits chimiques nécessaires a 1’accomplissement de ce travail

sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau N°01 : Matériel et produits chimiques utilisés.

Materiel et appareillage

Produits Chimiques et réactifs

Agitateur magnétique (IKAMAG RH)
Bain marie (GFL)

Balance analytique (DHAUS PIONEER)
Vortex (TECHNOKARTELL VOTEX)
Micropipettes (Acummax)

Centrifugeuse (SIGMA)

Ultra son sonorex bandelin

Chronometre (JUNGHANS)
Spectrophotometre UV-Visible (OPTIZEN
1412V)

2,4,6-Tripyridyl- s- Triazine (TPTZ )PM =
312.33 g/mol

Acide acétique glacial (CH3COOH)

Acide ascorbique (Vitamine C) (CgHgOg)
PM= 176,12 g/mol

Acide Thiobarbiturique C4H;N,0,S
(TBA)PM=144,15g/mol

Acide trichloroacétique (TCA)

Butanol C4,H;00 , PM = 74,1 g/mol
Butylhydroxytoluene Cy15H,40 (BHT)
PM=220,35g/mol

Chlorure de fer 111 (FeClz), PM=162,2g/mol
Eau physiologique Na CI (0,9%)

Ethanol absolu C,HsO,PM=46,07 g/mol
HCL (chlorure d’hydrogene) (36 ,5 —38%)
Réactif de Folin-ciocalteau
(PM=188,14g/mol, 2N)

Sulfate ferreux (FeSO4)PM =151,908 g/mol
Tétra-ethoxypropane (TEP)



https://fr.wikipedia.org/wiki/Carbone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hydrog%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Oxyg%C3%A8ne
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Matériel et méthodes

1.3.2. Procédure expérimentale

La procédure expérimentale regroupant les différentes étapes réalisées au cours de

I’investigation biologique est illustrée dans la figure N°1 :

Recensement de 100 patients

|

d

Soumission a un questionnaire

<

Sélection selon les critéres d’inclusion

Critéres d’inclusion | ..

> Homme ou femme
> Agede 17 a86 ans

Inclusion de 50 hypertendus et 25 non hypertendus recrutés
au niveau de la ville de Tiaret

»  Hypertendu ou non-
hypertendu

v

39 Femmes hypertendues ; 11 Hommes hypertendus

\ 4

50 personnes hypertendues age >37 et <86

\ 4

21 Femmes non hypertendues ; 4 Hommes non hypertendus

\ 4

25 personnes non hypertendues age > 17 et <77

A 4

[ Prélevement sanguin, a jeun par ponction veineuse, sur un tube héparine de lithium ]

A4

Centrifugation a 4000 RPM pendant 10 min a4 °C

Y

Récupération du plasma

/

[

Dosage des parametres

Oxvdatifs par méthode spectrophotométrie

v Oxydation des lipides
v" Pouvoir réducteur
v" Vitamine C

£
L

\

Evaluation du profil lipidique par méthode
colorimétriaue/enzvmatiaue (Kit)

J

v" Cholestérols totaux.

v/ HDL/LDL
v" Triglycérides

Figure N°01 : Diagramme récapitulatif de la démarche expérimentale

-7-
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1.3.3.Préelevement sanguin

Les prélévements sanguins des sujets ont été effectués dans les mémes conditions, ils
ont été réalisés aprés 12 h de jelne, entre 8 et 10 h du matin, et au niveau de la veine du pli du
coude (systéeme vacutainer). Pour chaque sujet on a recueilli le sang dans 2 tubes contenant de
I’héparinate de lithium. Tous les tubes ont été entreposés a 1’abri de 1a lumiére et ont été mis a
centrifuger a 4000 RPM pendant 10 min. Le surnageant qui constitue le plasma a été recueilli
dans des tubes eppendorf et conservé a —20°C afin d’effectuer les différentes analyses
ultérieurement au sein du laboratoire Amélioration et Valorisation des Productions Animales

Locales de 1’Université Ibn khaldoun, Tiaret.

1.3.4. Evaluation du profil lipidique
1.3.4.1. Détermination des teneurs en cholestérol total
v" Principe :

Le cholestérol total est dosé par une methode colorimétrique enzymatique en utilisant
le kit Biomaghreb et ce au niveau du plasma. Les esters de cholestérol sont hydrolysés par la
cholestérol estérase en cholestérol libre et en acides gras. Ce cholestérol libre produit et celui
préexistant est oxydé par une enzyme cholestérol oxydase en A4 cholesterone et peroxyde
d’hydrogeéne. Ce dernier en présence de peroxydase, oxyde le chromogéne en un composé
coloré en rouge. La densité optique du quinoneimine coloré mesurée a 505 nm est directement
proportionnelle a la quantité de cholestérol contenu dans 1’échantillon, et est exprimée en g/L.
(Fasce et al., 1982)

Cholestérol estérase

Esters de Cholestérol + HI0  ——————up Acides grast Cholestérol estérase
Cholestérol oxydase
Cholestérol + O3 » Cholesténe-4-one-3+ H,0,
Peroxydase
B-D-Glucose +O,+H,0O » Quinone imine rouge

v" Mode opératoire :
La solution de travail a été préparée par le mélange des réactifs 1 et 2 fournis par le kit
(voir annexe 1V). Pour la réalisation de ce test, 10 uL de plasma et de 1’étalon ont été prélevés
et ensuite ajoutés a ImL de la solution de travail, I’ensemble a subi une homogénéisation a

I’aide d’un vortex, le mélange ainsi obtenu a été incubé pendant 10 minutes a 37°C.
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L’absorbance a ¢été ensuite mesurée au spectrophotometre a 505 nm contre un blanc ne
contenant que de 1’eau distillé. Notons que 1’étalon a été utilisé afin de quantifier le taux du
cholestérol dans les échantillons, cet étalon contient une quantité précise de cholestérol qui est
de 2 g/L, ce dernier a subi les mémes conditions expérimentales que 1’échantillon. Les

résultats sont exprimeés en g/L de cholestérol et calculés selon la formule suivante :

Cholestérol (g/L) = (Densité optique de I’échantillon / Densité optique de I’étalon) x 2 g/L.

1.3.4.2. Détermination des teneurs plasmatiques en HDL (High Density Lipoprotein) et
LDL (Low Density Lipoprotein) :

v" Principe :

Le principe de cette technique consiste a précipiter sélectivement, les lipoprotéines
qui contiennent I’apoB (LDL et VLDL) par I’utilisation du phosphotungstate en présence
d'ions de magnésium. Le HDL (présent dans le surnagent) est récupéré apres centrifugation a
4000 tr/min pendant 20 min. La lecture se fait a une longueur d’onde A=505 nm. Les
concentrations en LDL plasmatiques sont déterminées selon la formule de Friedewald et al.,
(1972) :

Chol. LDL= Chol.Total - (Chol. HDL + Triglycerides/5).

v Mode opératoire :

Le dosage des HDL a éte réalisé grace au Kit Biomaghreb (Voir annexe V).
250 pL de I’échantillon plasmatique ont été ajoutés a 25 pL du réactif précipitant (acide
phosphotungstique et magnésium). La mixture ainsi obtenue a été incubée 10 min a
température ambiante, puis centrifugée a 5000 tr/min pendant 15 min. Apres incubation dans
un bain marie a une température de 37°C pendant 5min, le surnageant obtenu a été traité par

la méme procédure décrite pour le cholestérol total. L’absorbance a été mesurée a 505 nm.
1.3.4.3. Détermination des teneurs plasmatiques en Triglycérides :

v" Principe :

Le dosage des triglycérides sériques et tissulaires se fait par le biais d’une méthode
colorimétrique enzymatique et est réalisé via le kit Biomaghreb. Les triglycérides sont
hydrolysés en glycérol et en acides gras grace a des lipases. Une suite de réactions aboutit a la
formation du peroxyde d’hydrogeéne qui en présence de la peroxydase et d’un chromogene

donne un compose coloré. La concentration en quinone est proportionnelle a la concentration
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totale en triglycérides présents dans 1’échantillon. La concentration en triglycérides est

déterminée a une longueur d’onde de 505 nm (Fossati et al., 1982).

Lipoprotéine

Triglycérides > Glycérol + acides gras
Glyedrol

Glycérol +ATP Glycérol-3-phosphate + ADP

Y

Glycédrol
Glyeérol-3-phosphate +03 5 Phospho dihydroxyacétone +H>O»
Pearoxydase

H2O: + phénol+ 4-Amino-Antipyrine 3 Quinone rose + 4H20

v Mode opératoire :

Comme pour le dosage du cholestérol, 10 uL de chaque échantillon ou de I’étalon
(concentration de 2g/L) ont été prélevés et ensuite ajoutés a ImL de la solution de travail,
préparée en mélangeant les réactifs 1 et 2 fournis par le kit (voir annexe VII ), ensuite une
homogénéisation a été appliquée a ’ensemble a 1’aide d’un vortex, le mélange a subi une
incubation de 10 minutes et a 37°C. L’absorbance a été ensuite mesurée au spectrophotomeétre
a 505 nm contre un blanc, les résultats sont exprimés en g/L. de triglycérides et calculés selon

la formule suivante :

Triglycérides (g/L) (Densité optique de I’échantillon/Densité optique de I’étalon) X 2g/L

1.3.5. Evaluation du statut oxydatif

1.3.5.1. Mesure des marqueurs de peroxydation lipidique (TBARS : Thiobarbiturique Acide

Réactive Substances)

v" Principe :

Le malondialdéhyde (MDA) est un aldéhyde toxique dont la détermination par I’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 (MDATBAZ2) absorbant a 532 nm et

extractible par les solvants organiques tel que le butanol (YYagi ,1976).
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o)
0 o S _-N. OH HO. _N_ sH
N + 2H,0
1 H 0" N8 CH CH-CH " -
OH OH

MDA TBA Complexe MDA-TBA

Figure N°02 : formation de complexe coloré malondialdehyde (MDA) / acide
thiobarbiturigue (TBA) (Dahle et al., 1962)

v Mode opératoire :

800 upL d’un mélange d’acide thiobarbiturique (TBA a 0,375 %) d’acide
trichloracétique (TCA a 20%), 2,6-di-tert-butyl-4-méthylphénol (BHT a 0,01%) et chlorure
d’hydrogéne (HCI a 1N) sont ajoutés a 200 pL d’échantillon. Aprés agitation de 2 min, le
mélange est incubé au bain marie a 100°C pendant 15 min. Durant cette étape, les fonctions
aldéhydiques du dialdéhyde malonique (MDA) sont libérées par 1’hydrolyse acide a 100°C.
Elles réagissent avec le TBA en formant un complexe coloré en rose (MDA-TBA). Pour
arréter la réaction, les tubes sont placés dans la glace, le complexe ainsi formé est extrait par
le butanol pendant 2 min. Aprés centrifugation, la quantification du complexe est effectuée
sur un spectrophotométre a une longueur d’onde de 532nm. La concentration en MDA
plasmatique ou tissulaire est calculée en utilisant un courbe étalon de 1, 1, 3,3-Tétra Ethoxy
Propane (Voir annexe VIII).

1.3.5.2. Mesure du pouvoir antioxydant plasmatique total par la techniqgue FRAP (Ferric

Reducing Antioxydant Power)

v Principe :

La méthode FRAP développée par Benzie et Strain (1996) est basée sur la réduction
d‘un complexe tripyridyltriazine ferrique [(Fe(l11)-TPTZ)2] en un complexe tripyridyltriazine
ferreux [(Fe(I1)-TPTZ)2] par un antioxydant (AH), a un pH de 3,6 pour maintenir la solubilité
du fer . Lors de la réduction du complexe ferrique en complexe ferreux une coloration bleue
intense apparait trés rapidement avec un maximum d’absorption a 593 nm. Le pouvoir

réducteur est proportionnel a la formation de la couleur bleue.
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Figure N°03 : Mécanisme réactionnel entre le complexe tripyridyltriazine ferrique Fe(l11)-
TPTZ et un antioxydant (RH).

v Mode opératoire :

Originellement concue pour mesurer le potentiel antioxydant du plasma sanguin, ce
test peut étre utilisé comme un index du pouvoir antioxydant des défenses non enzymatiques.
Il est basé sur la mesure de la réduction par le plasma dans des conditions d’acidité (pH 3,6),
d’une solution comprenant du tampon acétate, une solution a base de 2,4,6 Tripyridyl-s-
triasine (TPTZ), et un sel ferrique (FeC3, 6H,0), ce qui provoque la formation du complexe
TPTZ-Fe++, de couleur bleue. Une gamme étalon est obtenue a partir d’une solution meére de
FeSOy, 7H,0 a 1mM (31,25 uM a 500 uM) (la courbe de la gamme d’étalonnage figure en
(voir annexe VIII). La solution FRAP est préparée a partir des trois solutions initiales :
tampon acétate (C,H3NaO,, 3H,0 et C,H;O;) a pH 3,6, TPTZ a 10 mM et FeCy3, 6H,0 a
20mM) et placée a 37°C pendant toute la durée de I’analyse. 100 puL d’échantillons ou de la
solution-gamme sont ajoutés a 900 uL de la solution FRAP. La lecture des échantillons se fait

apres 30 min d’incubation par spectrophotometre a 593 nm.
1.3.5.3. Dosage de la vitamine C plasmatique

v" Principe :

Le dosage de la vitamine C, développé par Jacota et Dana (1982), est basé sur la
réduction de la vitamine C présente dans le plasma ou dans les tissus par le réactif de Folin
ciocalteu en donnant une coloration bleue dont 1’intensité de la coloration est proportionnelle
a la concentration en vitamine C. L’absorbance de la coloration est maximale a une longueur
d’onde de 760nm.

v Mode opératoire :

Afin de précipiter les protéines plasmatiques 200 puL de plasma ont été ajoutés 800
uL d’acide trichloracétique a 10%, aprés agitation vigoureuse les tubes ont été placés dans
un bain de glace pendant 5 min afin d’avoir une déprotéinisation complete. Cette étape a été
suivie d’une centrifuge a 3000 tours/min pendant 5 min. 500 puL de surnageant ont été

récupérés et ajoutés & 200 pL de réactif de Folin ciocalteu & (LM). Ce mélange a été incubé a
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37°C pendant 10 min. La lecture de la densité optique a été effectuée a 769 nm. L’intensité
de la coloration formée est proportionnelle a la teneur en vitamine C, celle-ci est exprimée en
100 pg/mL et sa concentration a été déterminée en utilisant une courbe d’étalonnage d’acide
ascorbique traité dans les mémes conditions expérimentales que 1’échantillon (voir annexe
VIII)

I.4. Analyses statistiques

L’ensemble des résultats obtenus sont présentés sous forme de moyenne £+ SEM
(Standard error of the mean). Le test U Mann Whitney a été utilisé pour comparer entre deux
groupes. Cependant I'analyse de la variance « ANOVA a deux facteurs » a été utilisée pour
effectuer la comparaison des moyennes de plusieurs groupes. Cette analyse a été suivie par le
test Post-hoc Tukey afin de déterminer les différences significatives et comparer les
moyennes deux a deux. La significativité statistique a été définie avec une valeur de p <0,05.
L’analyse des données a été réalisée a 1’aide du logiciel STATISTICA (version 8.0, Statsoft,
Tulsa. OK).
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Chapitre 11 Resultats et discussion

I1.1. Evaluation des paramétres oxydatifs et du bilan lipidique chez les personnes

hypertendues et non hypertendues :

Les données sur I’évaluation de I’impact ’'HTA sur les paramétres oxydatifs,
présentées dans tableau N°02, dévoilent une augmentation hautement significative des teneurs
plasmatiques de la peroxydation lipidique évaluee par la mesure des substances réactives de
I’acide Thiobarbiturique (TBARS) chez les personnes hypertendues comparées aux personnes
non hypertendues (17,00 + 0,32 umol/I versus 9,38 + 0,79 umol/L). De méme nos résultats
indiquent une différence hautement significative du pouvoir réducteur plasmatique entre les
individus hypertendus et les individus non hypertendus (974,94+ 56,41umol/L versus 1602,88
+ 103,23umol/L) . Par contre HTA n’induit aucune influence sur les taux plasmatiques de la
vitamine C et sur le profil lipidique : TG, cholestérol et LDL, aucune différence significative
n’est notée entre les deux groupes concernant ces parameétres. Cependant, le taux des HDL est
altéré chez les personnes hypertendues, on constate une diminution significative évaluée a
11% en comparaison avec les sujets normaux, d’autre part aucune corrélation significative a

été observée entre les parametres lipidiques et I’oxydation lipidique chez les hypertendus.

Tableau N°02 : Impact de I’ HTA sur les paramétres oxydatifs et biochimiques

Parameétres Sujets hypertendus Sujet non hypertendus P value
TBARS (pmol/L) 17,00+ 0,32 9,38 £ 0,79 0,00007 ***
FRAP (pumol/L) 974,94 + 56,41 1602,88,+ 103,23 0,0000171+**

VIT C (jg/mL) 38,19+ 1,97 35,43 + 0,99 0,142460

CHOL (g/L) 1,47 + 0,08 1,40 + 0,07 0,142460

HDL (g/L) 0,41 + 0,04 0,46 + 0,02 0,023151**
LDL (g/L) 0,92+ 0,07 0,76 + 0,07 0,167743
TG (g/L) 0,91 £0,10 0,910,132 0,785013

Chaque valeur représente la moyenne + erreur standard. La comparaison des moyennes entre
les deux groupes est effectuée par le test U Mann Whitney
*** P <0,001 hautement significatif ** P< 0,01 trés significatif * P < 0,05 Significatif

P>0,05 non significatif
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I1.2. Evaluation de ’oxydation lipidique chez les personnes hypertendues : influence de
I’age et du sexe

Au cours de cette étude, deux répartitions des patients hypertendus ont été effectuées,
la premiére a concerné 1’age et la seconde en fonction du sexe et ce afin d’évaluer 1’influence
de I’age ou du sexe sur les parameétres oxydatifs chez ces patients. Les résultats obtenus sont
illustrés dans les figure N°04,05 et 06.

Ces résultats indiquent que 1’dge ainsi que le genre influencent de maniére trés
significative les taux du malondialdéhyde (MDA) plasmatique des personnes hypertendues,
cette augmentation est évaluée a 16,83 pmol/L chez les hypertendues agées versus les
personnes hypertendues jeunes 13,05 pmol/L. Parallélement on constate chez les hommes
hypertendus un taux des MDA plasmatiques trés significativement élevé en opposition avec
celui des femmes hypertendues (p< 0,01) .On note 18,47 pmol/L versus 16,36 pmol/L Donc
I’age et le sexe influencent de maniére significative la péroxydation lipidique chez les sujets
hypertendus. Ce résultat va de pair avec celui de Naregal et ces collaborateurs. Ces derniers
indiquent une influence de ’HTA sur I’oxydation des lipides, cette derniére induit une
augmentation significative, évaluée a 17%, des taux des MDA (Govindanagouda et al.,
2017).

Cette augmentation peut étre expliquée par I’effet oxydatif des ERO sur l'acide
arachidonique des lipoprotéines et des phospholipides de la membrane cellulaire, ce qui
conduit a la génération des produits vasoconstricteurs pro-inflammatoires pouvant contribuer
a l'augmentation de la pression artérielle et aux complications cardiovasculaires
(Schnackenberg et Wilcox ., 1999).
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Figure N°04 : Teneur plasmatique en MDA des sujets hypertendus agés et jeunes(A) ;

femmes et hommes hypertendus(B)

Chaque valeur représente la moyenne + . La comparaison des moyennes entre les deux

groupes est effectuée par le test U Mann Whitney avec n=23

*** P <0 ,001 hautement significatif ** P< 0,01 tres significatif * P < 0,05 Significatif
P>0,05 non significatif

11.3 .Evaluation du pouvoir réducteur total au niveau plasmatique chez les personnes

hypertendues, influence de I’age et du sexe

Les résultats du pouvoir réducteur plasmatique total sont représentés dans la figure
N°05 cette derniere montre que le sexe influence de maniere tres significative le pouvoir

réducteur plasmatique total évalué par la technique FRAP.

Les résultats obtenus indiquent que les femmes hypertendues présentent un pouvoir
réducteur plasmatique significativement différent a celui des hommes hypertendus (1075,60
pmol/L vs 1393,69 pmol/L) respectivement. Cette variation est marquée par une

augmentation de 23 % du pouvoir réducteur plasmatique chez les femmes hypertendues
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versus les hommes hypertendus. Cependant Aucune différence significative n’est notée en
opposant les valeurs du pouvoir réducteur total des personnes hypertendues agées a celui des
personnes hypertendues jeunes (1013,41 pmol/L vs 833,92umol/L.). Bien que plusieurs
¢tudes démontrent un lien intime entre 1’age et le déséquilibre de la balance antioxydante
(Trevisan et al.,2001) cette relation n’a pas été établit au cours de notre étude. Il semblerait
que I’age n’a aucun impact sur le pouvoir réducteur total du plasma des patients hypertendus

de la ville de Tiaret.

mol/L . B
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Figure N°05 : Pouvoir réducteur plasmatique chez les sujets hypertendus agés et
jeunes(A) ; femmes et hommes hypertendus(B)

Chaque valeur représente la moyenne +. Erreur standard La comparaison des moyennes
entre les deux groupes est effectuée par le test U Mann Whitney avec n=23
*** P <0,001 hautement significatif ** P< 0,01 trés significatif * P < 0,05 Significatif
P>0,05 non significatif

11.4 Evaluation du taux sérique de la vitamine C : influence de I’4ge et du sexe

La vitamine C est un systeme de défense antioxydant non enzymatique, un réducteur
susceptible d’influencer la peroxydation lipidique (Quilliot et al., 2011). Elle peut par
conséquent étre utilisée comme un indicateur du pouvoir antioxydant de I’organisme.
Cependant au cours de cette présente étude, le dosage de I’acide ascorbique plasmatique des

sujets hypertendus, n’enregistre aucune différence significative entre 1’ensemble des sujets
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hypertendus (sexes et ages confondus). Les résultats obtenus corroborent celui de Ward et ces
collaborateurs, au cours de son étude cette dernieére a démontré qu’il n’existe pas une variation
significative du taux de la vitamine C plasmatique entre les sujets hypertendus traités et les
sujet normaux (Ward et al., 2003). Ceci laisse suggérer que le traitement anti-hypertensif
administré par les hypertendus peut avoir une action inhibitrice sur la déplétion de la vitamine
C due a la production des ERO au cours de la survenue de I’HTA, le régime alimentaire peut
¢galement jouer un role dans I'influence de 'HTA. En effet, une étude réalisée sur des
patients camerounais hypertendus, a démontré qu’une alimentation riche en antioxydant peut
diminuer ’HTA. L’auteur de cette étude, suggére qu’ un régime riche en antioxydants et/ou
une augmentation des apports  des substances antioxydantes puissantes, comme les
polyphénols, le zinc et la vitamine C, peuvent constituer des stratégies potentielles visant a

prévenir et a réduire ’HTA et ses complications (Fokou et al .,2008) .
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Figure N°06 : Teneur en Acide ascorbique (vitamine C) plasmatique chez les sujets
hypertendus agés et jeunes (A) ; femmes et hommes hypertendus(B)

Chaque valeur représente la moyenne + .Erreur standard La comparaison des moyennes entre les
deux groupes est effectuée par le test U Mann Whitney avec n=23
*** P <0,001 hautement significatif ** P< 0,01 trés significatif * P < 0,05 Significatif P>0,05 non
significatif

L’ensemble des résultats obtenus au cours de notre étude permet d’établir un lien entre
I'HTA et la balance pro-oxydants/anti-oxydants. IIs révelent, d’une part une anomalie des

statuts oxydatifs chez les sujets hypertendus et d’autre par I’influence du sexe et de 1’age sur
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La balance oxydative et ce via une augmentation des produits de la production lipidique chez
les patients hypertendus. Par contre, ces résultats indiquent que le pouvoir réducteur total
plasmatique est uniquement influencé par le sexe chez les sujets hypertendus.

Plusieurs études ont démontré I’implication du stress oxydatif et ses espéces réactifs
d’oxygeéne (ERO) tels que I’anion superoxyde le radical hydroxyle, dans la genése de
I’hypertension artérielle. (Tian et al., 2007; Rodrigo et al., 2014 ; Naregal et al., 2017) et
inversement, il a ét¢ démontré aussi que ’¢élévation de la pression artérielle provoque un
stress oxydatif (Barton et al., 2001). Ces données suggérent que le déséquilibre oxydatif est
impliquée dans un cercle vicieux lors de la pathogenése de I'HTA (Vaziri, 2008) Le stress
oxydatif est une voie de signalisation trés impliqué dans plusieurs mécanismes
physiopathologiques, il se produit lorsqu’il y a un déséquilibre entre la génération des especes
réactives de 1’oxygene et les systemes de défense antioxydantes (Sayre et al., 2008).

Il a été¢ démontré qu’au cours de la genése de HTA les ROS sont principalement
dérivés des NADPH oxydases ils sont produites en permanence par les types cellulaires
constituant la paroi vasculaire. En effet,et en temps normale les cellules de la paroi vasculaire
présentent un état redox physiologique, cependant ce dernier peut étre rompu dans de
nombreuses circonstances physiopathologiques, et par différents facteurs ce qui est a 1°origine
d‘un stress oxydant délétere pour les cellules concernées et leurs fonctions vasculaires.

Les causes et les facteurs induisant ce déséquilibre sont multiples, ils sont a 1°origine
responsables d‘une production anormale d‘ERO, par le biais de 1’activation des NADPH
oxydases et de la chaine respiratoire mitochondriale, entrainant ainsi une installation d’un
déséquilibre oxydatif responsable d’une diminution de la biodisponibilité du I’oxyde nitrique
«NO » (Gonzalez et al., 2014 ; Montezano, 2015). Le NO est une molécule clé de
I'endothélium qui intervient dans une multitude de fonctions vasculaires. C'est un
vasodilatateur puissant qui régule le tonus vasculaire, la perméabilité vasculaire et les
propriétés antithrombotiques (Jin et Loscalzo, 2010). Une biodisponibilité suffisante du NO
est essentielle a I'intégrité et a la fonction endothéliale est un facteur capital pour le maintien
des fonctions protectrices cardiovasculaires. Cependant, une biodisponibilité insuffisante de
ce dernier entraine un dysfonctionnement endothélial et une diminution de la capacité
vasodilatatrice associés a tous les principaux facteurs de risque cardiovasculaire tels que
I'nypertension, le diabete, I'hyperlipidemie et I'athéroscléerose (Gonzélez et al., 2014).

D’autres étude suggerent que en cas de stress oxydatif, le monoxyde d’azote
est inactivé par réaction avec I’anion superoxyde (O;) et se transforme en peroxynitrite

(ONOOQ)) Il en résulte des lésions fonctionnelles cellulaires et moléculaires. Le peroxynitrite
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cause des lésions des membranes cellulaires, des peroxydations des lipides, des lésions de
I’ADN et il accélere 1’apoptose. Harrison et ces collaborateurs expliquent que le déséquilibre
pro/antioxydant entraine la formation des LDL oxydées et de multiples dysfonctionnements
cellulaires : libération de facteurs pro-inflammatoires et de facteurs favorisant la prolifération
cellulaire, processus d‘apoptose et/ou de nécrose (Harrison et al., 2009). L‘ensemble des
dysfonctionnements finalement concourt a la progression des lésions athéroscléreuses et a leur
¢volution ultime qu‘est la rupture de plaque. En effet, Le surcroit du stress oxydatif au cours
de ’HTA peut étre di aussi au tissu adipeux. Ce dernier est considéré comme une source
tragique des cytokines pro-inflammatoires qui stimulent la production exagérée des ERO
(Bonnefont-Rousselot, 2014). Le tissu adipeux sécréte également 1’angiotensine II qui
stimule I’activit¢é de NADPH oxydase, la principale source de production excédentaire des
ERO dans les adipocytes (Marseglia et al., 2015).

Les radicaux libres induit lors de I’installation de ’HTA oxydent le cholestérol LDL
(lipoprotéines de faible densité), qui sera capté par des macrophages, ces derniers seront
transformés en cellules spumeuses (foam cells); ces cellules formeront le dép6t lipidique de la
plaque d’athérome, et initient ainsi le processus d'athérosclérose. Aussi l'attaque des
phospholipides membranaires par ces ERO modifie la fluidité de la membrane et donc le
fonctionnement de nombreux récepteurs, transporteurs et la transduction des signaux ce qui
engendre des lésions tissulaires graves (DeMarchi et al., 2013).

L’ensemble des données proposent des explications probantes sur les mécanismes
misent en jeu dans la déplétion du pouvoir réducteur plasmatique total, et ’augmentation de
peroxydation lipidique observées chez les patients hypertendus de la ville de Tiaret, suivi au
cours de cette étude.
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Conclusion et perspectives

Le stress oxydatif exacerbé entraine des conséquences physiopathologiques au niveau
du systéme cardiovasculaire en particulier sur I’HTA ; qui constitue aujourd’hui un probléme
majeur de santé publique par les complications vasculaires qu’elle engendre.

Dans une optique de développement d’une stratégie thérapeutique ou préventive de 1’
HTA et ses complications, la connaissance de I’implication du stress oxydatif dans la
survenue de cette pathologie est une nécessité primordiale.

Nos résultats indiquent une augmentation hautement significative des teneurs
plasmatiques de la peroxydation lipidique chez les personnes hypertendues comparées aux
personnes non hypertendues (17 + 0,32 pumol/L versus 9,38 £ 0,79 pmol/L). Aussi, ces
résultats dévoilent une augmentation hautement significative du pouvoir réducteur
plasmatique enregistrée chez le groupe des individus non hypertendus en comparaison avec le
groupe hypertendus (1602,88 + 103,23umol/L versus 974,94+ 56,41umol/L).  Par contre,
aucune relation n’a été décelée entre HTA, le taux plasmatique de la vitamine C et le profil
lipidique.

Cependant, I’évaluation de I’influence de I’age et du sexe des personnes hypertendues
sur le stress oxydatif, indique que ces deux paramétres influencent de maniére trés
significative, le taux du malondialdéhyde plasmatique. Ceci est reflété par une augmentation
évaluée a 23 % chez les personnes hypertendues agées versus les personnes hypertendues
jeunes. Aussi, les hommes hypertendus présentent un taux de MDA plasmatique trés éleve
en opposition avec celui des femmes hypertendues.

Le pouvoir réducteur plasmatique total des femmes hypertendues est significativement
différent de celui des hommes hypertendus, on note une valeur de 1075,60 umol/L contre
1393,69 umol/L respectivement. Toutefois, le dosage de la vitamine C au niveau plasmatique,
n’enregistre aucune différence significative entre 1’ensemble des sujets hypertendus (sexes et
ages confondus).

Dans la continuité de ce présent travail et dans I’optique de contribuer a la prévention
et a la réduction de I’incidence de I’hypertension artérielle, il est fort intéressant d’envisager
les perspectives suivantes :

» Evaluation de ’activité des enzymes antioxydantes telles que la catalase, SOD
et GPx chez les individus hypertendus

> Réaliser une enquéte sur le régime alimentaire et déterminer le statut des
micronutriments antioxydants (vitamine C, E, zinc, sélénium ...) des patients

hypertendus.
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» Etudier la relation entre le stress oxydatif et I’inflammation chez les personnes

souffrante d’une HTA.
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Annexe | Questionnaire

uestionnaire

7 Questionnaire destiné aux individus qui se présentent aux établissements de santé
publigue..............oooeieeid€ ceaonnann..o......a Tiaret

> Ce questionnaire est établit dans le cadre de ia réalisation d’une étude clinique qui
vise a évaluer le statut oxydatif des personnes hypertendues de la ville de Tiaret

01/ Numéro d’6chBnIION : ............cnvvcvsesresescssssissssasssssessessasessssnsen Y —
02/ Acceptez-vous de participer a I'enquéte

03/ Etes-vous hypertendus 7 ........cococanen.

04/ Sexe

07/ Actuellement, fumez-vous des produits tabagiques, tel que la cigarette ? Précisez le

nombre de cigarette fumée par jour

08/ Combien de fois par semaine, exercez-vous unz activité sportive par 2................ D

09/ Actuellement, recevez-vous un ou plusieurs traitements et conseils pour une HTA

prescrits par un  medecin ou un professionnel de Ia santé

10/ Avez-vous d autres maladies chroniques. ..........oooiririiriiiirierceenreeeaans ?

Si c'est oul précisez lesquelles




Annexe | Questionnaire

11/En une semaine type, consommer-vous les produits suivants : Pain salé

Pain non salé

Café

12/Prise de tension artérielle/Bat/mn

Bilan lipidique
Cholestérols Toutaux D
HDL
LDL

TG




Annexe 1 Fiche technique de prélévement sanguin

FICHE TECHNIQUE DE PRELEVEMENT SANGUIN

La date du déroulement de 1’étude : de Intitulé de 1’¢étude : stress oxydatif et HTA
décembre 2018 jusqu’a avril 2019
L’heure du prélevement entre 8 :00 h a
10 :00h du matin

Objectif de I’étude :

Evaluer le statut oxydatif des personnes hypertendues de la ville de Tiaret

Prélevement :

Au centre de prélevement ; le patient se présente spontanément ou sur rendez-vous ,au guichet muni
d’une prescription médicale .

Préparation de matériel de prélévement et de patient :

Choisir le matériel de prélevement adéquat : Antiseptique, compresse ,gants ,garrots ,seringues ......
Le patient doit étre installé confortablement (en position assise)

Apres le prélevement le tube doit étre identifié

Le prélévement a été effectué sur un tube contenant de I’héparine de lithium

Facteurs influencant la qualité du prélévement :

Alimentation :

Analyses sont effectuées a jeun (c.a.d. n’avoir consommé ni liquide ni aliments, excepté de 1’eau,
depuis minuit) :

Stress :
Il faut toujours mettre le patient dans des conditions permettant le maximum de détente, car un stress
intense peut altérer les taux de cortisol, des hormones de croissance et thyroidiennes, du glucose et

des triglycérides

Utilisation du garrot :

Les prélévements sanguins sont effectués dans des tubes dont certains contenant un anticoagulant
bien spécifique tel que I’héparine de lithium

Il faut serrer modérément le garrot car une stase trop importante entraine, entre autre, une
augmentation de la pression veineuse en amont, par consequent le plasma diffuse dans les liquides
extra -cellulaires et extra -vasculaires et I’on risque dés lors des modifications artificielles des dosages
des GR, GB, plaquettes, hématocrite, hémoglobine, lipides ...
Idéalement, le garrot doit étre placé le temps nécessaire pour permettre l'introduction de
I'aiguille de prélevement dans la veine.




Annexe 1 Fiche technique de prélévement sanguin

Prélévement sanguin :

Les prélévements sanguins sont effectués dans des tubes dont certains contenant un anticoagulant
bien spécifique. il faut donc bien s'assurer que les tubes sélectionnés correspondent aux analyses
demandées et que les volumes de sang prélevé soient suffisants et adéquats .On veillera a une bonne
homogénéisation, délicate du sang pour une répartition correcte de coagulant présent dans les tubes.

Transport, Conditionnement et stockage des échantillons :

Les conditions de transport (chaleur élevée ou trop basse) et les délais d’acheminement trop longs
interférent dans la qualité des analyses.

Le delai de transfert des échantillons au laboratoire conditionne la qualité des résultats de I’analyse.

Le transport des échantillons doit se faire le plus rapidement possible dans une glaciére, a I’abri des
variations de températures, afin d’assurer son intégrité




Annexe I Préparation des solutions tampons

I11.1. Préparation des solutions utilisees dans I’évaluation de peroxydation lipidique
TBARS :
» Solution TBA :

Acide thiobarbiturique .........cccooovieiiiiiiee e, 0,375¢g

HCE (IN) oo 25ml
» Solution de TCA a 20%

Acide TrichloraCltique..........ccooereireieneienesee, 209

Eau diStillée .....ooveeeeecece e 100ml

I11.2. Préparation de solutions utilisées dans I’évaluation de pouvoir réducteur FRAP :

> Préparation de tampon acétate a 300 mmol
Acétate de SOdIUM .......ccevieiieieie e 0,249
Eau diStillee .....ooveveeiecee 1000ml
La solution est ajustée a pH 3,6 avec 1’acide acétique glacial.

> Préparation de tampon FeCI3 a 20 mmol

FECIS ... it 0, 3249

Eau diStillee .....ooveveeiieceee 100ml
> Préparation de tampon FeSO,

FESO4 oot 2,78 g

Eau diStillée .....ocvoveeiieieeeee 100ml
» Préparation de tampon TPTZ a 8 mmol

L= 17O 0, 1g

o [ SR 40ml

Agitation de la solution.

» Préparation de HCI a 36 mmol
RO YL ) NS 750ul
Eau diStillée .....oveeeeeceee e 250ml
L’agitation de la solution.

» Reactif FRAP
ACELALE ..o ov v v e et e e e eeeaaeaeeaee eee vee e 20
FECls. e ot e 2, 5

Agitation de la solution



Annexe IV Fiche technique du dosage de Cholestérol
PRESENTATION CHOLESTEROL
T i R T e T e T e Test enzymatic colorimetrique
SN Tt iy R ey (CHOD- PAP)

PRINCIPE

Le cholesterol est mesuré aprés hydrolyse enzymatique
puis oxydation. L'indicateur quinoneimine est formé a
partir du peroxyde dhydrogéne et du amino 4 antipyrine
en présence de phenol et de peroxydase.

Détermination enzymatique selon les réactions

suivantes
Cholestérol estérase
Esters de cholestérol + Hy0 — — —>Cholestérol+Acides gras

H;0, + Phénol + Amino- 4 - antipyring—> Quinoneimine rose

La quantité de quinoneimine formée est proprotionnelle

Blanc | Standard |Echantilion

Standard .- 10 .o
Echantiion .- .- 1044
Réactif de travail| 1mi 1mi 1mi

Méianger, lire les deasités optiques aprés une incu
bation de 5 min. 8 37°C.
La coloration est stable 30 minutes.

CALCUL
D.O. Echantilion
Cholesterol = ———————2xn
D.O. Standard

mg/dl : n =200
gﬁ: n=2
mmol : n=517

LINEARITE

La méthode est linéaire jusqu'a 6 g/ (500 mg/d - 15.4 mmolA).
Si la concentration en cholesterol est supérieure 4 6 gA,
diluer I'échantilion au 1/2 avec une solution de NaCl
& 9 g/ et refaire le test. Multiplier le résultal par 2.

4 la concentration de cholesterol.
REACTIFS
Réactif 1 PipespH 6.9 90 mmolA
Solution tampon  Phenol 26 mmolA
Réacit 2 Cholesterol oxydase 300 LA
Peroxydase 1250 UA
Cholesterol esterase 300 UA
Amino-4-antipyrine 0.4 mmolA
Réactif 3 200 mg/di
Standard 20A
5.1 7 mmolA
PREPARATION ET STABILITE
Dissoudre le contenu d'un flacon de R2 avec un flacon
de tampon R1.
Le réactif de travail est stable : 1 mois & 20 - 25°C
4moisa2-8C
ECHANTILLONS
Sérum
Plasma recueilli sur héparine
MODE OPERATOIRE
Longueur d'onde L. 505 nm (500 - 550)
Temperature :...........ccvrvisersres 37°C
Cuve : 1 cm d'épaisseur

Ajuster le zéro du spectrophotometre sur le blanc réactif.

VALEURS USUELLES
Sérum, plasma 3,6 4 57 mmolA
1442291
140 & 220 mg/dl
BIBLIOGRAPHIE

Trinder P., Ann. Clin, Biochem. 6, 24 (1969)
Richmond, Clin. Chem. 19, 1350 (1973)
Fasce C.F., Clin. Chem. 18901 (1982)



Annexe V

Fiche technique de dosage des HDL

Presentation

Rét : 20113:“‘200 tests)
AR1:2x30
R2:2x10mi

R3 : 1 fllyophilisé

Principe de la réaction

Méthodologie “détérgent sélectif et accélérateur *

Méthode directe, sans pré-traitement du spécimen.

Au cours de la premiére phase, les particules LDL, VLDL, et
chylomicrons libérent du cholestérol libre qui soumis & une réaction
enzymatique, prodult du péroxyde d'hydrogéne, lequel est
dégradé sous l'effet de la réaction avec la POD et le DSSmT.
Aucun dérivé coloré n'est formé

Au cours de |a saconde phase, un détergent spécifique solublise le
cholésterol-HDL. sous I'action combinée de

la CO et CE, le couple POD + 4- AAP développe une réaction
colorée proportionelle a la concentration en choléstérol-HDL. La

lecture s'effectue 4 600 nm.

LOL= Lipoprotéines de basse denste » HOL » Lipoproteine de hauto denste

VLOL» Lipopratéines de trés basse densié - FOD » Pemxydase - COw Cholesiérol Oxydase
Oxydase

HDL- cholestérol Direct

MODE OPERATOIRE
Longueur d'onde.............ccccoeeeeee. 600-700 nm
Cuvette 1 cm d'épaisseur
Température. 37°C
Zero de I'appareil : eau distillé
Blanc Calibrateur Dosage
Réactif R1 300 ul 300 w! 300 ul
Calibrateur 3ul
Echantilion 3w

Bien mélanger, laisser reposer 5 minutes a 37°C.
Enregistrer les absorbances A1 & 600 nm Contre le blanc réactif

« CE w Cholosterol Esiéease « 4« AAPw “AAD w
D8 = NA e Ajouter Blanc Calibrateur Dosage
Réactifs Réactif R2 100 ul 100 ul 100 ul
Réactifs 1 : : . i i

GOODpH=7 Bien mélanger, laisser reposer 5 minutes a 37°C.

Cholesterol oxydase < 1000 UA Enregistrer les absorbances A2 Contre le blanc réactif

Peroxydase <1300 W/ 1

DSBmT < 1mM

iackie 2 CALCUL

GOODpH=7 Calculer I'augmentation de I'absorbance AA = A2-A1

Cholesterol oxydase < 1500 UA 3

4 Amino Anfipyrine <1mM £ Adchantilon _ , ¢ ontration du Calbrateur = mg/dl de HDL direct
Détergent <2% A\ A calibrateur

ASCOstas0 osytom ol ma/dl x 0,0259 = mmolA

Réactifs 3

Calibrateur HDLc/LDLc : serum humain lyophilisé LIMITE DE LINEAITE

PREPARATION La réaction est linéaire de 25mg/d! jusqu’a 200mg/di.Au déla de cette

Les réactifs R1 et R2 sont prét & I'emploi

Réconstituer le flagon du callbrateur HODLc/LDLe par 1 mi d'eau
distilé, puis homogéinisé le contenu du flacon doucement.

Attendre 30 minutes avant utliisation.

PRECAUTION
Par mesure de sécurité traité le calibrant comme potentiellement
Infectieux

STABILITE ET CONSERVATION

Stocker 4 2-8°C, dans le Sacon d'origine bien bouché et a l'abri de fa lumiére
+ Avant ouverture, sils sont consarvés et stockés dans les conditions
préconisées, les réactifs sont stables jusqua fa date de péremption
indiquées sur fétiqutte.

+Aprés ouverture et en absence de contamination, Les réaclifs R1 et R2
sont stables 8 semaines 4 2.8°C.

Ne pas utiliser les réactifs s'is sont troubles ou aprés la date d'expiration.
+ Aprés réconstitution le calibrateur est stable 2 semaine 4 2.8°C et 3
mois a- 20°C.

PRELEVEMENT ET PREPARATION DE L'ECHANTILLON
Le patient doit &tre prélevé aprés au moins 12h -14h de jeune
Plasma : prélevé sur EDTA ou héparinate de sodium ou lithium ;

le citrate ne dolt pas &tre utilisé.

Séparer par centrifugation le plasma des cellules sanguines dans
les3 h aprés prélé .

Serum : Séparer par centrifugation le Serum des celiules
sanguines dans les 3 heures aprés prélévement.

Les serums el plasmas ne doivent pas rester plus de 14h a
température ambiante.

Le cholestérol-HDL est stable dans le spécimen

-7 jours 4 2.8°C

- 1 mnis 4 .20°C

concentration, diluer I'échantillon 1+1 avec une solution NaCL @ g/ et
refaire le dosage. Muitiplier le résultat par 2.

Valeur usuelles

Homme femme

Risque faible > 50mg/dl > 60mg/dl
Risque modeéré 35-50mg/di 45-60mg/d|
Risque élevé <35mg/d| <45mg/d!
INTERFERENCES
Concentrations testées (mg/di) sans interférances significatives (+10%) :

Bilirubine conjuguée : 60 mg/dl

Bilirubine Totale : 60 mg/dl

Hémoglobine : 1000 mg/dl

Acide Ascorbique - 100 mg/dl

Lipides (intralipid) 1800 mg/dl
Le réactil est susceptible d'interférér avec le dosage du magnesium
BIBLIOGRAPHIE

1. Naito N K HDL Cholesterol, Kaplon A et al.Clin Chem the C.V.Mosby Co.St
Louis. Toronto. Princeton 1984 - 1207 - 1207 - 1213 and 437.

2. Us Naflonal Cholesterol Education Program of the National instites of Health.
3. Young DS. Effects of drugs on Clinical Lab. tests, 4th sd AACC Prass. 1995,
4. Young DS. Effects ofdisease on Clinical Lab. Tests, 4th ed AACC 2001.

5. Burits A et al. Tietz Texibook of Clinical Chermistry, 3rd ed AACC 1999

6. Tietz N W et al. Clinical Guide to laboratory tests, 3rd ed AACC 1995.
PCTAPA7/04442



Annexe VI Fiche technique de dosage des LDL
PRESENTATI
Rél: 20132 mooum) LDL - Cholestérol Direct
Aoy MODE OPERATOIRE
A3 : 1flyoph Longueur d'onde. 600 (590 - 700)nm
Cuvetto 1 cm d'épaissour
PRINCIPE DE LA REACTION Température : arc

Méthode directe avec détergents sélectifs, sans pré-
traitement du spécimen,

Au cours de la premiére phase seules les lipoprotéines
non-LOL sont solubllisées par le detergent 1. Le
cholesterol ainsl généré, Soumis A I'action de cholestérol
oxydase(CO) et de la cholesterol Estérase (CE)produit
un composé incolore,

Au cours de la seconde phase, le détergent 2 solubllise
le cholestérol LOL.

Le couple chromogénique développe une réaction
colorde proportionnelie & la concentration en cholesterol-
LDL. La lecture s'effectue & S546nm (520-580).

REACTIFS

m GOOD pH 7.0 (20°C) 50 mmolL

Enzymes  Cholesterol esterase (CHE) Jsour
Cholesterol oxydase (CHOD) 380 UL

400 UimL

N- (2-hydro 5 045 mmold
dimathoxyandine (TODS)
n2 GOODPH 7.0 50 mmolA.
Enzymes 4« Aminoantipyrine (4-AA) 1.00 mmolA.
Peroxydase (POD) 1000 UA

Rl
Calibratour HOLEADLE sérum Humain lyophiksd

PREPARATION

Les réactits R1 et R2 sont prét A l'emplol

Réconstituer le flagon du calibrateur par 1 mi d'eau distilld.
Puls homogéinisé le contenu du flagon doucement,
Attendre 30 minutes avant utilisation

PRECAUTION
Par mesure de sécuritéd traité lo calbrant comme

potentiellement infectieux

STABILITE ET CONSERVATION

Stocker & 2-8°C, A I'abrl de la lumiére

* Avant ouverture, les rdactits sont stables jusqu's la date do
poromption indiquéo sur I'ébquetio,

* Aprds ouvorturo, Jos réactds sont stablos au moing 1 Mok,
Transtéror par versement la quantité nécessaire, blen
robouchor los Racons ot stockor A 2-8°C

No pas utilisor los réactits s'lls sont troubles,

* Aprés réanstitution lo calibratour ost stablo 2 semaines A 2+
8'C ou 3 mois & 20°C.

PRELEVEMENT ET PREPARATION DE L'ECHANTILLON
Pationt prolive aprés au moing 12+14h de jodno. Ne pas utiliser
d'oxalate, Nuoruwe, citrate ou héparnne,

Plasma : Prélovo sur EDTA ot séparéd par contrifugation des
coliulos sanguines dans les 3 houres.

Sécum. Sépard par contrifugation des collules sanguines dans
los 3 houres.

Lo cholestorol-LDL o8t stable dans lo spécimon :

7 jours & 2.8°C

Zéro de l'appared : eau distiné

Blanc | Calibrateur | Dosage

Réact! A1 300 pi 300 wi 300 w!
Calbrateur 4

Echantilion au
Bion mélangoer, laissar reposer 5 minutes A 37°C.
Ajouter Blanc Calibeatour Dosage
Réacut R2 100 i 100 w! 100 pi

Blon mélanger, laissor roposer 5 minutos & 37°C.
Enrogistror los absorbances (A) Contre le blanc réactit

CALCUL
A (échantillon)

A (calbratour)
mp/idl x 0,02586 = mmolA

LINEARITE

La réaction es! lindaire de 3,7 mg/dl jusqu'a 1000mg/dl.
Au deld de cette concentration, diluer I'échantilion 1+1
avec une solution NaCl 99 et doser & nouveau.
Multipber lo résultat par 2. La limite de lindarité dépend
du rapport des volumes spécimeniréactif

x Conc. calbratours mg/dl LDLe. Direct

VALEURS USUELLES

Risque

Désirable < 100 mg/mi
Moderd 130 - 160 mg/mi
elevé > 160mg/mi

INTERFERENCES (6) (7)
Concentrations (mgAlfsans interdrence sgnifcative (210%)
Bivubre Conpuguéde : 30 mgat

Binubine Totade | 20 mgas

Hemoghatns 500 mghst

Ackdo Ascorbique 50 mgha
BIBLIOGRAPHIE

1+ Kaplan A ot al Lipoprotein.Clin Chem the C.V. Mosby Co.St
Louss. Okada M. et al. Low-density lipoprotein cholosierol can be
2+ chormcally moasured J. Lab, Clin Mad,, 1098 ; 132, 105-201,
3- Young Ds. Effects of drugs on Clnical Lab. Tosts, 4t od AACC
Pross, 1005,

4 Young DS Efects of dsease on Clinical lab Tests, 4th od AACC 2001,
5 Burtis A ot o Cinical Guide 10 laboratory tosts, 3rd od AACC 1605,



Ajuster le zér0 du spectrophotométre sur le blanc
réactif.

Annexe VII Fiche technique de dosage des Triglycerides
PRESENTATION
Rt 31 G0 Tom) Pt 20132 120 T TRIGLYCERIDES
A :2x120m R 4x30m
R2:2Macons (yoph)  R2: 4 Bacons (hyoph) Méthode colorimétrique enzymatique
Ry txdam Ry:1x3m (GPO’ PAP)
Rét : 20134, (800 Tests)
Ri:Sx120m
R2 . 5 facons (yoph)
RI:2:5m
BlLanc | Standard | Echantilion
PRINCIPE
Les triglycérides sont déterminés selon les réactions Standard - 10 ul -
mm”wm P Echantilion . . 10 ul
Triglycérides ———————— > Glycdrol + Acides gras Réactif de travail 1ml 1ml iml
Glycérokinase, Mg~ 2 . 2
Gylcérol + ATP > Glycérol -3-P + ADP Mélanger et lire les DO aprés incubation de 5 min &
GlyobrolS Phosphate oxydase 37°C ou de 10 min & 20-25°C. La coloration est
o
+ 03 —> H 00 P stable 30 minutes.
CALCUL
; ; Péroxydase D.0. Echantilion
H;0; + Amino-<4-Antpyring + chior-4-phénol —> Quinone rose +H20 Triglycérides = —————— xn
REACTIFS D.O. Standard
Réactif 1 Tampon pipes pH 7.2 50 mmolt :}‘Qf‘": ::§°°
I . mmoli:in=228
Réactif 2 Lipoproteine ipase 150000 UA
enzymes Glycérokinase 800 UA LINEARITE
Glycérol 3-P-Oxydase 4000 UA La méthode est linéaire jusqu'a 10 g/ (1000 mg/d! -11,4
Péroxydase 440 UA mmol). Si la concentration est plus importante, diluer
Amino-4-anipyrine 0.7 mmod I'échantilion au 1/10 avec une solution de NaCl 4 9 gA
AP 0.3 mmold et refaire le dosage. Multiplier le résultat par 10.
o S oo g sk o VALEURS USUELLES
2.28 mmolA
Femmes 40 - 140 mg/di
PREPARATION ET STABILITE 0,40-1,40gA
Dissoudre le lyophilisat R2 avec un flacon de tampon R1. 0,46 - 1,60 mmolA
Stabilité du réactf de travail : 1 semaine & 20-25°C
4 semaines a 2-8°C. Hommes 60 - 165 mg/dl
0,60 - 1,65 gA
ECHANTILLONS 0,68 - 1,88 mmolA
Sérum, plasma recueilli sur héparine.
NOTE
MODE OPERATOIRE Les triglycérides sont stables dans le sérum 3 jours
Longueur d'onde ........ccuermmmirnens 505 nm (490-550) a4 2-8°C
Température : a7°C
Cuve : 1 cm d'épaisseur BIBLIOGRAPHIE

Fossati P., Prencipe |, Clin. Chem. 28, 2077 (1982)
Young D., Pestaner L., Clin. Chem., 21,5 (1975)



Annexe VIII Les courbes d’étalonnages

VIII.1. Courbe de la gamme d’étalonnage pour [’évaluation de Ila
peroxydation lipidique par la technique TBARS

y=0,0152x-0,0015
R? = 10,9992

=532 nm
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oo [
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o
)

Absorbance a A
o
B

0 20 40 60 80 100 120
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Figure N°07 : Courbe d’étalonnage de la gamme de TEP

VII1.2. Gamme de la gamme d’étalonnage pour I’évaluation de pouvoir
reducteur total par la technique FRAP

y =0,0124x-0,0207
R?=0,9997
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Figure N°08 : Courbe d’étalonnage de FeSO4



Annexe VIII Les courbes d’étalonnages

VIIL.3. Courbe de la gamme d’étalonnage pour le dosage de la vitamine C

y =0,0069x + 0,0343
0,8 R?=0,9991

=769nm
o o o
] [og ~J

o o
W o
*

0,2 »
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Figure N°09 : Courbe d’étalonnage de la vitamine C plasmatique



Annexe I1X Résultats des sujets non hypertendus

Tableau N°03: Evaluation des parametres oxydatif (TBARS, FRAP, VITC) et
paramétres biochimiques (CHOL, HDL, LDL, TG) chez les sujets non hypertendus
ages et jeunes

Parametres Sujets non Sujets non P value
hypertendus agés | hypertendus jeunes

TBARS (umol/L) 13,42 £1,93 11,19+ 0,97 0,4311
FRAP (umol/L) 1747,58 + 182,86 1532,05 + 105,47 0,3656
VIT C (ug/L) 27,17 £ 9,05 34,33 4,61 0,2557
CHOL (g/L) 1,75+0,13 1,37 £ 0,07 0,133
HDL (g/L) 0,48 £ 0,05 0,49 £ 0,02 0,570
LDL (g/L) 1,03+£0,14 0,72 £ 0,06 0,113
TG (g/L) 1,16 £ 0,19 0,89+£0,14 0,511

Tableau N°04 : Evaluation des paramétres oxydatif (TBARS, FRAP, VITC) et
parametres biochimiques (CHOL, HDL, LDL, TG) chez les sujets non hypertendus

femmes et hommes

Paramatres Femmes non Hommes non b value
hypertendues hypertendus

TBARS (umol/L) 11,82 £ 1,08 12,89 + 1,56 0,0823
FRAP ( umol/L) 1496,55 + 74,22 2131,75 + 319,74 0,0562
VIT C (ug/L ) 31,55+ 4,23 31,45+6,51 0,0316*
CHOL (g/L) 1,52 + 0,08 1,37 £ 0,08 0,474
HDL (g/L) 0,49 £ 0,02 0,39 £ 0,06 0,108
LDL (g/L) 0,83 £ 0,08 0,8+ 0,07 0,863
TG (g/L) 0,98 £0,13 0,92 £ 0,32 0,834

Aucune déférence significative n’a été observée chez 1’ensemble des sujets non hypertendus



Annexe X Stress oxydant
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Figure N°10 : Origine extracellulaire et intracellulaire des radicaux libres

dérivés de I’oxygene (Afonso et al.,2007)

Oxsgéne moléculaire  Anion superoxyde Peroxyde d'hydrogéne  Radical hydroxyle
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Figure N°11 :Principales espéces réactives de I'oxygéne (Debydupont et al.,2002)

Figure. Espéces oxygénées activées produites en cascade a partir de 1’oxygéne fondamental (ou
moléculaire : 3 O, couramment représenté de maniére simplifiée par O,). e : électron ; O, : anion
superoxyde ; H,0, : peroxyde d’hydrogene ; OH : radical hydroxyle ; HOCI : acide hypochloreux ; 1
O, : oxygene singulet ; NO : monoxyde d’azote ; NO, ~: nitrites ; NO; : nitrates ; ONOO™ :
peroxynitrite ; NO, : radical nitryle ; Fe**-Lig : complexe du fer ferreux avec un ligand activateur (Lig)
; L : Radical lipidique. SOD : Superoxyde Dismutase ; MPO : Myéloperoxydase.



Annexe X Stress oxydant
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Figure N°12 : Résumé schématique du

role du stress oxydatif vasculaire dans la pathogenése

de I'nypertension et des mécanismes de I'antioxydant exogene représentant
les effets anti-hypertenseurs (Gonzalez et al., 2014).



Résumé

L’hypertension artérielle (HTA) est I’une des pathologies les plus fréquentes et les
plus préoccupantes dans les pays en voie de développement. Elle est souvent associée aux
désordres métaboliques liés au stress oxydant. L’objectif de cette présente étude est d’évaluer
le statut oxydatif des patients hypertendus par rapport a celui des sujets non hypertendus de la
ville de Tiaret. Les résultats obtenus indiquent une augmentation hautement significative des
teneurs plasmatiques de la peroxydation chez les personnes hypertendues comparées aux
personnes non hypertendues (17,00 £ 0 ,32 pumol/L vs 9,38 + 0,79 pumol/L). De méme nos
résultats montrent un pouvoir réducteur plasmatique total altéré chez les patients hypertendus
en comparaison avec les sujets non hypertendus (974,94 + 56,41umol/L vs 1602,88 +
103,23umol/L). Par contre, HTA n’induit aucune influence sur les taux plasmatiques de la
vitamine C et sur le profil lipidique. Au cours de cette étude il s’avére que 1’age ainsi que le
sexe influencent de maniére trés significative les taux du malondialdéhyde (MDA)
plasmatique des personnes hypertendues. Les femmes hypertendues inclues dans cette étude
présentent un pouvoir réducteur plasmatique significativement différent a celui des hommes
hypertendus (1075,60 pmol/L vs 1393,69 pmol/L). Cette variation est marquée par une
augmentation de 23 % du pouvoir réducteur plasmatique. On note que le dosage de la
vitamine C plasmatique n’enregistre aucune différence significative entre I’ensemble des
sujets hypertendus (sexes et ages confondus). Ces résultats indiquent que le stress oxydatif
est un acteur majeur de ’installation et le développement de ’'HTA ce qu’incite & proposer
des stratégies potentielles visant a prévenir et a réduire I’HTA.

Mots cléfs: Hypertension artérielle, Stress oxydatif, Maladies cardiovasculaires,
Antioxydants
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